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RESUMO

CORDEIRO, J. F. C. Niveis plasméaticos de HLA-G soluvel em pacientes com
covid-19. 2022. 122f. Tese (Doutorado) — Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Aspectos da biologia da HLA-G, como as funcdes altamente imunoinibitorias séo
fundamentais para a compreensdo da relevancia dessa molécula em condi¢cdes
fisiologicas e patologicas, e podem auxiliar a projetar estratégias diagnosticas e
terapéuticas em varias areas da saude humana. A covid-19 é uma doenca viral que
acomete o mundo. Por se tratar de uma doenca viral, as moléculas de HLA-G
soluveis (sHLA-G) sé@o consideradas potentes imunomoduladores, e sua expressao
desregulada tém sido implicadas em varias condi¢cGes patolégicas. O objetivo deste
estudo foi quantificar os niveis plasméticos de sHLA-G em pacientes com covid-19.
Este é um estudo observacional, descritivo, do tipo transversal. O estudo foi
conduzido na cidade de Ribeirdo Preto. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o programa GraphPad Prism versdo 9. A andlise de distribuicdo dos
dados foi realizada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk e a andlise
comparativa das variaveis entre os grupos foi realizada por meio de testes nao
paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Incluimos nesse estudo 262
individuos. Dentre 0s que apresentaram covid-19, 60 estavam em cuidados
domiciliares e 129 eram pacientes hospitalizados. Como grupo controle saudavel,
foram incluidos 73 individuos. A mediana da idade foi 55 anos para o0 grupo com
covid-19, j4 para o grupo controle foi de 33,5 anos. A maioria dos pacientes do grupo
hospitalar era do sexo masculino (67,4%). Em relacdo ao género ndo houve
diferencas estatisticamente significantes nos niveis plasmaticos de sHLA-G entre os
grupos domiciliar e hospitalar. No entanto, ao classificar os pacientes de covid-19 de
acordo com o seu estado de gravidade clinica, observamos que todos os tipos de
gravidade clinica apresentaram diferencas estatisticamente significantes em relacdo
ao controle saudavel (controle vs leve: p=0,0004; controle vs moderado: p=0,0011;
controle vs grave: p<0,0001 e controle vs critico: p<0,0001), sendo que as
concentracbes de sHLA-G foram gradativamente aumentando nos pacientes com
covid-19 de leve a grave. Contraditoriamente, os niveis de sHLA-G estavam
significantemente menores entre pacientes com covid-19 critico quando comparados
aos com covid-19 grave (p=0,02). A partir do perfil plasmatico de sHLA-G por
gravidade, estratificamos os pacientes pelos desfechos clinicos de resolutividade da
doenca (com alta hospitalar) e 6bito; e observamos maior concentracdo de sHLA-G
no grupo de pacientes que morreram em relacdo ao controle saudavel (p<0,0001),
assim como comparado aqueles que tiveram a resolucdo da doenca e receberam
alta hospitalar (p=0,0166). Nossos resultados revelam que os niveis de sHLA-G,
importante molécula de “checkpoint” imuno inibitéria, estdo maiores no inicio da
infeccdo, e vai gradualmente crescendo conforme a gravidade clinica da doenca
progride, entretanto, quando os parametros clinicos avancam para a covid-19 critica,
os niveis de HLA-G caem, sugerindo a exaustdo, ap0s a superexpressao deste
inibidor de controle imunologico. Estes dados destacam a importancia da molécula
HLA-G no contexto de infecc¢des virais, como SARS-CoV-2, revelando sua potencial
capacidade de interacdes para planejamento de terapias para gerenciar a infecgao,
progressao e prognostico da covid-19.

Palavras-chave: SARS-CoV-2. COVID-19. HLA-G.



ABSTRACT

CORDEIRO, J. F. C. Plasma levels of soluble HLA-G in patients with covid-19.
2022. 122p. Thesis - Ribeirdo Preto College of Nursing, University of Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2022.

Aspects of the biology of HLA-G, such as the highly immunoinhibitory functions, are
fundamental for understanding the relevance of this molecule in physiological and
pathological conditions and can help design diagnostic and therapeutic strategies in
various areas of human health. Covid-19 is a viral disease that affects the world. As it
is a viral disease, soluble HLA-G molecules (sHLA-G) are considered potent
immunomodulators, and their unregulated expression has been implicated in several
pathological conditions. The aim of this study was to quantify the plasma levels of
SHLA-G in patients with covid-19. This is an observational, descriptive, cross-
sectional study. The study was conducted in the city of Ribeirdo Preto. Statistical
analyzes were performed using the GraphPad Prism version 9 program. Data
distribution analysis was performed using the Shapiro-Wilk normality test and the
comparative analysis of variables between groups was performed using
nonparametric Mann tests. -Whitney and Kruskal-Wallis. We included 262 individuals
in this study. Among those who had covid-19, 60 were in home care and 129 were
hospitalized patients. As a healthy control group, 73 subjects were included. The
median age was 55 years for the group with covid-19, while for the control group it
was 33.5 years. Most patients in the hospital group were male (67.4%). Regarding
gender, there were no statistically significant differences in sHLA-G plasma levels
between the home and hospital groups. However, when classifying covid-19 patients
according to their clinical severity status, we observed that all types of clinical
severity showed statistically significant differences from the healthy control (control vs
mild: p=0.0004; control moderate vs moderate: p=0.0011; control vs severe:
p<0.0001 and control vs critical: p<0.0001), with sHLA-G concentrations gradually
increasing in patients with mild to moderate COVID-19. serious. Contradictingly,
SHLA-G levels were significantly lower among patients with critical covid-19
compared to those with severe covid-19 (p=0.02). Based on the sHLA-G plasma
profile by severity, we stratified patients by clinical outcomes of disease resolution
(with hospital discharge) and death; and we observed a higher concentration of
SHLA-G in the group of patients who died in relation to the healthy control
(p<0.0001), as well as in those who had the disease resolution and were discharged
from the hospital (p=0.0166). Our results reveal that the levels of sHLA-G, an
important immunoinhibitory checkpoint molecule, are higher at the beginning of the
infection, and gradually increase as the clinical severity of the disease progresses,
however, when the clinical parameters advance towards covid-19. 19 critical, HLA-G
levels drop, suggesting exhaustion, following overexpression of this immune control
inhibitor. These data highlight the importance of the HLA-G molecule in the context of
viral infections, such as SARS-CoV-2, revealing its potential interactions for planning
therapies to manage the infection, progression, and prognosis of covid-19.

Keywords: SARS-CoV-2. COVID-19. HLA-G.



RESUMEN

CORDEIRO, J. F. C. Niveles plasméaticos de HLA-G soluble en pacientes con
covid-19. 2022. 122h.— Escuela de Enfermeria de Ribeirdo Preto, Universidad de
Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Aspectos de la biologia de HLA-G, como las funciones altamente inmunoinhibidoras,
son fundamentales para comprender la relevancia de esta molécula en condiciones
fisiologicas y patologicas, y pueden ayudar a disefiar estrategias diagnosticas y
terapéuticas en diversas areas de la salud humana. El Covid-19 es una enfermedad
viral que afecta al mundo. Al tratarse de una enfermedad viral, las moléculas HLA-G
solubles (sHLA-G) se consideran potentes inmunomoduladores y su expresion no
regulada se ha implicado en varias condiciones patolégicas. El objetivo de este
estudio fue cuantificar los niveles plasmaticos de sHLA-G en pacientes con covid-19.
Se trata de un estudio observacional, descriptivo, transversal. El estudio fue
realizado en la ciudad de Ribeirdo Preto. Los analisis estadisticos se realizaron con
el programa GraphPad Prism, version 9. El analisis de distribucion de datos se
realizd con la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y el andlisis comparativo de
variables entre grupos se realiz6 con las pruebas no paramétricas de Mann-Whitney
y Kruskal-Wallis. Se incluyeron 262 personas en este estudio. Entre los que tenian
covid-19, 60 estaban en atencion domiciliaria y 129 eran pacientes hospitalizados.
Como grupo de control sano, se incluyeron 73 sujetos. La mediana de edad fue de
55 afios para el grupo con covid-19, mientras que para el grupo control fue de 33,5
afos. La mayoria de los pacientes del grupo hospitalario eran hombres (67,4%). En
cuanto al sexo, no hubo diferencias estadisticamente significativas en los niveles
plasmaticos de sHLA-G entre los grupos domiciliario y hospitalario. Sin embargo, al
clasificar a los pacientes de covid-19 segin su estado de gravedad clinica,
observamos que todos los tipos de gravedad clinica mostraron diferencias
estadisticamente significativas con el control sano (control vs leve: p=0,0004; control
moderado vs moderado: p=0,0011; control vs grave: p<0,0001 y control vs critico:
p<0,0001), con concentraciones de sHLA-G aumentando gradualmente en pacientes
con COVID-19 de leve a moderado. Contradictoriamente, los niveles de sHLA-G
fueron significativamente mas bajos entre los pacientes con covid-19 critico en
comparacion con aquellos con covid-19 grave (p = 0.02). Con base en el peffil
plasmatico de sHLA-G por gravedad, estratificamos a los pacientes por resultados
clinicos de resolucion de la enfermedad (con alta hospitalaria) y muerte; y
observamos una mayor concentracion de sHLA-G en el grupo de pacientes que
fallecieron en relacion al control sano (p<0,0001), asi como en los que tuvieron
resuelta la enfermedad y fueron dados de alta del hospital (p=0,0166) . Nuestros
resultados revelan que los niveles de sHLA-G, una importante molécula de punto de
control inmunoinhibidor, son mas altos al comienzo de la infeccion y aumentan
gradualmente a medida que avanza la gravedad clinica de la enfermedad, sin
embargo, cuando los parametros clinicos avanzan hacia covid-19. 19, los niveles
criticos de HLA-G caen, lo que sugiere agotamiento, luego de la sobreexpresion de
este inhibidor del control inmunoldgico. Estos datos destacan la importancia de la
molécula HLA-G en el contexto de infecciones virales, como el SARS-CoV-2,
revelando sus potenciales interacciones para planificar terapias para el manejo de la
infeccidn, progresion y prondstico de covid-19.

Palabras clave: SARS-CoV-2. COVID-19. HLA-G.
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1. INTRODUCAO

O novo coronavirus, causador da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-
CoV-2), é o agente etioldgico da covid-19. SARS-CoV-2, pertence a grande familia
Coronaviridae (TUFAN; GULER; MATUCCI-CERINIC, 2020), foi identificado em
2019 na cidade de Wuhan, provincia de Hubei na China (GRALINSKI;
MENACHERY, 2020). Em marco de 2020, a covid-19 foi considerada uma pandemia
pela Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), presente em mais de 180 paises
(JIANG et al., 2020).

O SARS-CoV-2 €& um virus de acido ribonucleico (RNA) de fita positiva
envelopada, o seu tamanho varia de 60 nm a 140 nm de diametro, e tem em sua
superficie projecdbes de espigbes que, vistos ao microscopio eletrénico,
assemelham-se a uma coroa, por esse motivo o nome coronavirus (CoVs). Os
primeiros casos reportados em humanos foram em 2002, quando um novo
coronavirus do género [, com origem em morcegos infectou seres humanos, na
China. Esse virus, designado como coronavirus da SARS-CoV, afetou 8422 pessoas
principalmente na China e Hong Kong, e causou 916 mortes, apresentando uma
taxa de mortalidade de 11%. J4 em 2012, o coronavirus da sindrome respiratéria do
Oriente Médio (MERS-CoV), também de origem em morcego, surgiu na Arabia
Saudita, tendo como hospedeiros intermediarios os dromedarios (semelhante aos
camelos), e afetou 2494 pessoas, causando 858 mortes com uma taxa de
mortalidade de 34% (SINGHAL et al., 2020).

Com a répida disseminacdo SARS-CoV-2 por todo o mundo, no dia 11 de
marco de 2020, o diretor-geral da OMS, caracterizou a situacdo como pandemia
(BRASIL, 2020). Desde o inicio da pandemia até maio de 2022, segundo a OMS
houveram 515.192.979 casos confirmados de covid-19, incluindo 6.254.140 mortes
pelo mundo (WHO, 2022). Ja no Brasil foram 30.574.245 casos da doenca
confirmados e 664.192 6bitos acumulados (BRASIL, 2022).

As manifestacoes clinicas das pessoas infectadas pelo SARS-CoV-2 é ampla,
abrangendo infeccdo assintomatica, doenca leve do trato respiratorio superior e
pneumonia viral grave com insuficiéncia respiratoria e até morte (DONG et al., 2020;
RIZZO et al., 2020; OMS, 2022a). Os sintomas tipicos causados pelo SARS-CoV-2
podem incluir fadiga, febre, tosse seca, mal-estar, dor de garganta, perda de paladar
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e/ou olfato e, ainda em alguns casos, falta de ar, diarreia e sinais caracteristicos de
pneumonia viral (CHEN et al., 2020; SHOAIB et al., 2021).

No caso do coronavirus (covid-19) assintomatica, com a resposta imune inata
mais rapida, o paciente tende a ser assintomatico para a doenca. Quando ocorre de
forma leve, em que ndo ha necessidade de hospitalizacdo, percebe-se que apos a
ativacdo da resposta imune adaptativa, as células T e os anticorpos reagem de
forma mais rapida, controlando a infec¢cdo (ORAN; TOPOL, 2020; SETTE; CROTTY,
2021). Na presenca de células T e anticorpos especificos, ocorre um controle mais
eficiente da doenca (GRIFONI et al.,, 2020). As respostas antivirais efetivas do
hospedeiro contra o SARS-CoV-2, tanto na imunidade inata e/ou adaptativa, inclui a
producdo de varias citocinas pro-inflamatorias, a ativacdo de células TCD4+ e
TCD8+, essenciais para o controle da replicacao viral, limitando a disseminacao de
virus, a inflamacao prolongada e a manutencédo de células infectadas (LI et al., 2020;
GUSEV et al., 2022). Em pacientes com covid-19, o nivel de células T auxiliares
(CD3+, CD4+), células T supressoras citotoxicas (CD3+, CD8+) e células T
reguladoras estédo abaixo do nivel normal. A células T reguladoras sédo responsaveis
pela manutencdo da homeostase do sistema imunoldgico conferindo a supresséo da
ativacao, proliferacdo e funcédo pro-inflamatéria da maioria dos linfocitos, incluindo
células TCD4+, células TCD8+, células natural-killer (NK) e células B. Tem sido
observado que o SARS-CoV-2 parece ser responsavel pela desregulacdo da
homeostase imunoldgica, com indug¢do de citocinas e quimiocinas inflamatdrias,
causando uma resposta inflamatéria excessiva, na qual piora o progndstico do
paciente com a covid-19 (TUFAN; GULER; MATUCCI-CERINIC, 2020; GUSEV et
al., 2022). Em adicdo, existe a heterogeneidade na imunidade adaptativa em
diferentes pessoas, que é um fator importante na covid-19. As respostas
imunologicas diferem de pessoa para pessoa, devido diferencas genéticas
individuais. O grande numero de alelos do gene HLA (Human Leukocyte Antigen)
(polimorfismo génico), no Complexo Princial de Histocompatibilidade, é o exemplo
mais apropriado para o alto grau de diversidade na resposta imunologica, sendo
considerado uma estratégia evolutiva dos seres humanos (SETTE; CROTTY, 2021).

Os genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH ou MHC -
Major Histocompatibility Complex), incluem, na espécie humana, a denominacao de
sistema HLA. Esses genes tém sido agrupados em trés (03) regides, didaticamente
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subdivididas em classe |, Il e lll, de acordo com as suas localizagBes no braco curto
do cromossomo 6 (DONADI, 2000; FERNANDES et al., 2003).

Na regido de classe | estdo os loci HLA-A, B, C, E, F, G, H, J, Ke L. Os genes
HLA-A, B e C codificam as moléculas de histocompatibilidade (HLA) presentes em
praticamente todas as células nucleadas, por esse motivo sdo consideradas
moléculas classicas, de classe la. Ja os genes HLA-E, F e G codificam moléculas
que sdo restritas a alguns tipos teciduais, sendo consideradas moléculas n&o-
classicas, de classe Ib. As moléculas HLA de classe la sdo caracterizadas por seu
alto grau de polimorfismo, e as moléculas de classe Ib sdo caracterizadas pelo
limitado polimorfismo (DONADI, 2000; FERNANDES et al., 2003; HUNT; LANGAT,
2009).

Na regido de classe Il estdo presentes os genes HLA-DRA, DRBI-9, DQA1,2,
DQB1,3, DOA, DOB, DMA, DMB, DPAL,2, DPB1,2, TAP1,2, LMP2,7, MICA-E. Os
genes de maior importancia clinica nessa classe sdo os HLA-DR, DP e DQ. Eles
codificam as moléculas classicas de histocompatibilidade classe I, cuja atuacéo esta
envolvida na apresentacao de peptideos aos linfécitos T (DONADI, 2000).

A regido classe Ill contém genes que codificam alguns componentes do
sistema de complemento, dentre os quais C4A, C4B e fator B (Figura 1). Nessa
classe também encontramos genes para as enzimas 21-hidroxilase (21B e 21A),
para a proteina Hsp 70-relacionada ao choque térmico, bem para os fatores de
necrose tumoral a e § (DONADI, 2000).
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Figura 1 - Mapa do MHC humano. Fonte: Klein & Sato, 2000.

As moléculas de histocompatibilidade sao glicoproteinas de superficie e
apresentam trés por¢cdes em comum: uma citosolica, responsavel pela transducéo
de sinais intracelulares; uma transmembranosa, que mantém a molécula acoplada a
camada bilipidica; e uma extracelular, responsével pela apresentacédo de peptideos
as células T (DONADI, 2000).

Notadamente, as moléculas HLA de classe | sdo heterodimeros, compostas

por uma cadeia pesada a, contendo os dominios a1, a2 e a3. Essa cadeia a
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apresenta uma associagao nao covalente com a [2-microglobulina. Os dominios a1
e 02 sao responsaveis pelo grande polimorfismo dessas moléculas, enquanto o
dominio a3 é basicamente nao polimérfico e apresenta homologia estrutural com as
cadeias pesadas das imunoglobulinas. Dentre as inUmeras fungfes dessa classe de
moléculas, certamente a apresentacdo de peptideos enddgenos e virais aos
linfécitos T CD8 é de extrema importancia (DONADI, 2000; HUNT et al., 2005).

Descrito pela primeira vez em 1987, a molécula HLA-G foi descoberta na
interface materno-fetal, sendo sua expressao restrita a populagdo de trofoblastos,
conferindo uma tolerancia imunolégica materna ao feto, semialogénico
(GERAGHTY, KOLLER et al, 1987; FERNANDES et al., 2003; HUNT et al., 2005;
MOODLEY; BOBAT, 2011; ZHU et al., 2012). Sua expressao fisiolégica tem sido
detectada em tecidos imunoprivilegiados como placenta, cornea e timo. A expressao
nao fisiologica tem sido descrita em condi¢des inflamatérias, infeccao viral e tumores
(GONZALEZ et al., 2012).

Assim, como os genes HLA classicos (HLA-A, -B, -C), o gene HLA-G
apresenta 7 introns e 8 éxons que codificam uma cadeia pesada associada, de
maneira ndo covalente, a 2-microglobulina. O éxon 1 codifica o peptideo sinal, os
éxons 2, 3 e 4 codificam os dominios extracelulares 1, 2 e 3, respectivamente. O
éexon 5 codifica o dominio transmembrana, e os outros éxons codificam o dominio
citoplasmatico da cadeia pesada. Contudo, a presenca de um cédon de parada no
inicio do éxon 6 do gene HLA-G reduz a 6 aminoacidos o dominio citoplasmatico da
proteina (HUNT et al., 2005; DONADI et al., 2011; GONZALEZ et al., 2012).

A molécula HLA-G apresenta sete isoformas proteicas, HLA-G1 a HLA-G7,
geradas por edicdo alternativa do transcrito primario (Figura 2). As quatro primeiras
sdo isoformas de membrana: HLA-G1 é a forma completa com estrutura de molécula
HLA classica associada a 2-microglobulina, transportando um peptideo de
sequéncia comum; HLA-G2 é desprovida do dominio 2 codificada pelo éxon 3; HLA-
G3 nao possui os dominios 2 e 3 codificados pelos éxon 3 e 4; HLA-G4 perdeu o
dominio 3 codificado pelo éxon 4 (HUNT et al., 2005; DONADI et al., 2011;
GONZALEZ et al., 2012).

As trés ultimas isoformas sdo soluveis: HLA-G5 e HLA-G6 possuem 0s
mesmos dominios extraglobulares que HLA-G1 e HLA-G2, respectivamente, sendo
geradas por transcritos que conservaram o intron 4, havendo bloqueio da traducéo

do dominio transmembrana (éxon 5). A regidao 5 do intron, em fase de leitura do
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éxon 4, é traduzida até um cdédon de parada que confere as isoformas HLA-G5 e
HLA-G6 uma cauda de 21 aminoacidos especificos implicados na sua solubilidade.
A outra forma solavel, HLA-G7, apresenta estrutura limitada ao dominio 1,
conservando 2 aminoacidos especificos do intron 2. Os transcritos alternativos séo
todos desprovidos do éxon 7 (HUNT et al., 2005; DONADI et al., 2011).
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Figura 2 - Isoformas do HLA-G produzidas por splicing alternativo do RNA mensageiro (MRNA)
primario. Fonte: Donadi et al., 2011.

A HLA-G é uma molécula imunossupressora que age tanto na imunidade
inata quanto adaptativa, proporcionando inibicdo contra a citotoxidade das células
NK e linfécitos T citotoxicos (CD8+). Essa caracteristica confere a HLA-G um efeito
modulador benéfico em algumas situagdes como a gestacdo, doencas autoimunes e
inflamatérias, e efeitos negativos em outras como no cancer e em infeccbes virais
(MOODLEY; BOBAT, 2011; SVENDSEN et al., 2013). Evidéncias apontam para a
afinidade da HLA-G em ligar-se aos receptores ILT-2 e ILT-4, que também
interagem com outras moléculas HLA de classe | e com o receptor KIR2DL4, que é
especifico para a HLA-G (CAROSELLA et al., 1999; HUNT et al., 2005; BHALLA et
al., 2006; GONZALEZ et al., 2012). O receptor ILT-2 é expresso em subconjuntos de
células imunocompetentes, tais como NK, linfocitos T, mondcitos, macrofagos,
células dendriticas e linfocitos B. Ja o receptor ILT-4 € encontrado em todos os
mondcitos, macréfagos e células dendriticas. Por fim, o receptor KIR2DL4 é
expresso por células NK e linfocitos TCD8+ (CAROSELLA et al., 1999; HUNT et al.,
2005; BHALLA et al., 2006; GONZALEZ et al., 2012).
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Por ser uma molécula imunossupressora, 0 aumento da HLA-G resulta em
uma reducdo da resposta imune, e o nivel de sua expressdo € modulado
geneticamente (DONADI et al., 2011).

Assim, o HLA-G foi considerado uma molécula de checkpoint imunolégico
(ARNS et al.,, 2020). Sua expressao fisiologica tem sido detectada em tecidos
imunoprivilegiados como placenta, cérnea e timo. Por outro lado, sua expressao nao
fisiologica tem sido descrita em condic¢des inflamatorias, infec¢éo viral e tumores em
véarios tecidos (DIAS et al., 2018; AL-BAYATEE; AD, 2021). Como uma molécula
imunossupressora, o0 HLA-G age tanto na imunidade inata quanto adaptativa,
proporcionando inibicdo contra a citotoxidade das células NK e linfocitos T
citotoxicos (CD8+), respectivamente. O provavel mecanismo de tolerancia é que a
molécula HLA-G possa inibir a lesdo celular mediada pelos linfécitos TCD8+, que
reconhecem células que expressam moléculas classicas do MHC de classe I, e inibir
o reconhecimento e ataque das células NK, pois a molécula HLA-G se liga aos dois
principais receptores inibidores da célula NK, o KIR1 e o KIR2, evitando a acéo
citotoxica desta ceélula, em diversas condi¢des fisiolégicas ou patologicas, como
infeccdes virais (ALMEIDA et al., 2018).

Aspectos da biologia da HLA-G, como as func¢des altamente imunoinibitorias
sdo fundamentais para a compreensao da relevancia dessa molécula em condi¢bes
fisiologicas e patoldgicas, e podem auxiliar a projetar estratégias diagnésticas e
terapéuticas em varias areas da saude humana (OLIVEIRA et al., 2018). A covid-19,
€ uma doenca viral que acomete o mundo e, apesar de ser bastante investigada,
ainda necessita de maiores compreensfes. Por se tratar de uma doenca viral, as
moléculas de HLA-G solaveis (sHLA-G) sdo consideradas potentes
imunomoduladores, e sua expressdo desregulada tem sido implicada em varias
condi¢cBes patoldgicas. Portanto, estudos acerca de marcadores imunolégicos como
HLA-G que, reconhecidamente, participam das respostas contra infec¢des virais,
devem ser realizados e priorizados para corroborar conhecimentos para melhor

entendimento dos mecanismos imunologicos no contexto da covid-19.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 SARS-CoV-2 e covid-19

2.1.1 Origem do virus

No leste da Asia e no Oriente Médio, os coronavirus foram responsaveis por
surtos de doencas nos ultimos anos (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020). As
infeccbes por coronavirus (CoV) foram relatadas em diversos animais, como em
bovinos, suinos, cavalos, camelos, roedores, gatos, caes, morcegos, furdes, martas,
coelhos e varios outros mamiferos selvagens e espécies de aves (KAHN;
MCINTOSH, 2005; FEHR; PERLMAN, 2015). Em humanos os CoV foram
identificados pela primeira vez em 1960; no entanto, somente em 2002 com o
surgimento da SARS-CoV (coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave),
comecgou um maior interesse da comunidade cientifica em pesquisar este virus
(DROSTEN et al.,, 2003; KSIAZEK et al., 2003; PEIRIS et al., 2003). Estudos
apontam que 0s morcegos sdo considerados os hospedeiros naturais e potenciais
reservatérios do SARS-CoV (LI et al., 2005; CUI; LI; SHI, 2019). Apé6s as epidemias
de SARS-CoV de 2003 e 2005, um virus analogo surgiu na regido do Oriente Médio
e foi chamado de MERS-CoV (coronavirus da Sindrome Respiratoria do Oriente
Médio) (ZAKI et al., 2012). Na transmissdo de MERS-CoV, os dromedarios, animais
gue se assemelham aos camelos, foram 0s responsaveis por hospedar o virus
(ALAGAILI et al., 2014); no entanto, a sua origem também foi tracada a partir de
morcegos (ITHETE et al., 2013). Todos esses CoV humanos altamente patogénicos,
SARS-CoV e MERS-CoV, ainda merecem atencdo, pois tem um alto risco de
transmissao de humano para humano nos dias atuais (MALIK et al., 2020).

Em 2019, na cidade de Wuhan, provincia de Hubei na China, foi identificado
um novo coronavirus, o coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-
CoV-2) (GRALINSKI; MENACHERY, 2020). Posteriormente, descobriu-se que o
grupo primario de pacientes estavam conectados ao Mercado de Frutos do Mar de
Huanan, em Wuhan no sul da China, e foi definido que a transmissdo ocorreu pelo
contato com o pangolin, animal silvestre vendido neste mercado (HUI et al., 2020).

Em fevereiro de 2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) anunciou a
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denominacéo oficial para a doenca como covid-19, causada pelo SARS-CoV-2
(BRASIL, 2020).

2.1.2 O agente viral e epidemiologia

Com a rpida disseminacdo do SARS-CoV-2 por todo o mundo, em marco de
2020, o diretor-geral da OMS caracterizou a situacdo como pandemia (BRASIL,
2020). Desde o inicio da pandemia até maio de 2022, segundo a OMS houveram
515.192.979 casos confirmados de covid-19, incluindo 6.254.140 mortes pelo mundo
(WHO, 2022). Ja no Brasil foram 30.574.245 casos da doenca confirmados e
664.192 6bitos acumulados (BRASIL, 2022).

O SARS-CoV-2 € um virus de RNA de fita positiva e envelopado. O seu
genoma contém menos de 30.000 nucleotideos e 29 diferentes proteinas virais,
destacando a glicoproteina de pico que permite a entrada do virus na célula
hospedeira pela ligacdo ao receptor celular e a fusdo da membrana reconhecida
como proteina S, onde ocorre a ligacdo do virus com a célula-alvo, que interage com
0s receptores celulares e a proteina N, do nucleocapsideo viral que regula o
processo de replicacdo viral. A proteina S entra em contato com o receptor celular
proteico e se liga a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), que esta presente
principalmente nas células pulmonares (Figura 3). Para ganhar o interior das células
hospedeiras, 0 SARS-CoV-2 depende de uma serina protease chamada TMPRSS2,
que tem a capacidade de clivar e ativar a proteina S, deixando que o virus se ligue
ao receptor da ECA2 (CHAN et al., 2020; UZUNIAN, 2020; ZHOU et al., 2020). Essa
atuacao da serina protease favorece a aderéncia do virus a membrana plasmatica
celular e permite sua entrada no interior da célula, ou seja, nos endossomos
(HOFFMANN et al., 2020). Apés adeséao, ocorre a fusdo da membrana lipidica do
envelope do virus com a membrana plasmatica celular, e o virus entra na célula.
Apoés a penetracao, a replicacao viral € realizada nos endossomos celulares, gracas
as enzimas replicases ja existentes no virus (CHAN et al., 2020; UZUNIAN, 2020;
ZHOU et al., 2020).
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Figura 3 - Estrutura do SARS-CoV-2. Fonte: GUSEV et al., 2022.

O SARS-CoV-2, como muitos virus respiratérios, é transmitido principalmente
na via aérea por goticula (exposicdo a goticulas respiratérias expelidas por uma
pessoa infectada), por aerossol (transmissdo do virus por meio de goticulas
respiratérias menores) e por contato (transmissao do virus por meio do contato
direto ou indireto a partir de uma pessoa infectada ou fonte contaminada,
respectivamente). Importante destacar que o contato proximo facilita a transmissao
do virus. Assim, a recomendacao é o distanciamento de pelo menos 1 metro entre
uma pessoa da outra (PROMPETCHARA; KETLOY; PALAGA, 2020; OMS, 2022a).
O periodo de incubacdo viral varia geralmente entre 2 a 14 dias (PROMPETCHARA,;
KETLOY; PALAGA, 2020).

O espectro da resposta clinica das pessoas infectadas por SARS-CoV-2 é
amplo, abrangendo infeccdo assintomatica, doenca leve do trato respiratério
superior e pneumonia viral grave com insuficiéncia respiratéria e até morte (DONG et
al., 2020; RIZZO et al., 2020; OMS, 2022a). Os sintomas tipicos causados pelo
SARS-CoV-2 podem incluir fadiga, febre, tosse seca, mal-estar, dor de garganta,
perda de paladar e/ou olfato e, ainda, em alguns casos, falta de ar, diarreia e sinais
caracteristicos de pneumonia viral (CHEN et al., 2020; SHOAIB et al., 2021).
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Por se tratar de um virus de RNA, o SARS-CoV-2 tem uma taxa evolutiva e
de replicacdo maior do que os virus de DNA. Neste sentido, ocorrem erros de
replicacbes mediados pelo RNA polimerase ou transcriptase reversa, por isso
verifica-se uma ampla gama e frequéncia de mutacbes do virus e patogenias
(BAKHSHANDEH et al.,, 2021). O genoma do SARS-CoV-2 tem mostrado
alteracdes, as mais conhecidas sdo a variante émicron e a delta. As mutacées mais
significativas que alteraram a viruléncia e a patogenicidade aconteceram na proteina
S (JIANG et al., 2021). Variacbes prejudiciais em nspl2, na proteina N, também
foram observadas (UGUREL; ATA; BALIK, 2020; SEYEDALINAGHI et al., 2021). A
disseminacdo de novas mutacdes na proteina S pode fortemente reduzir a eficacia
da resposta imune as vacinas (HARVEY et al., 2021). Estudo que analisou provaveis
mutacdes futuras do virus, no dominio da proteina S, e mostrou que as mutacdes

tornardo o SARS-CoV-2 potencialmente ainda mais infeccioso (CHEN et al., 2020).
2.1.3 Respostaimune contra a covid-19 e mecanismo de evasao viral

De forma simplificada a resposta imunoldgica inclui a imunidade inata e a
imunidade adaptativa. A imunidade inata € a primeira linha de defesa contra
microorganismos, e 0S Seus principais componentes sdo: barreiras fisicas e
guimicas, tais como células epiteliais e suco gastrico; células fagociticas (neutrofilos
e macroéfagos); células NK; e proteinas sanguineas, o sistema complemento e outros
mediadores da inflamacdo. Ja a imunidade adaptativa depende da ativacdo dos
linfécitos, suas caracteristicas sdo: especificidade e diversidade de reconhecimento,
memoria, especializacdo de resposta, autolimitacdo e tolerancia a componentes do
préprio organismo. As células apresentadoras de antigenos (APC) também
desempenham papel fundamental na ativacdo da resposta adaptativa, apresentando
os antigenos, via MHC, para os linfécitos T. A resposta adaptativa celular inclui os
linfécitos T e B, os linfocitos B séo responsaveis pela imunidade humoral, com a
producdo de anticorpos. Os linfocitos T durante o processo de maturagéo,
expressam receptor de células T e co-receptores como o CD4 (que organizam
outras células da resposta imune para a destruicdo de microorganismos, assim
como para a ativacdo dos Linfocito B) e o co-receptor CD8 (que estdo envolvidos
principalmente nas respostas antivirais, assim como na atividade antitumoral). Ainda,
o0 LTCD4+ é constituido de duas subpopulagdes principais: as células Thl e Th2. A
resposta Thl (celular e pré-inflamatéria) esta relacionada com a defesa contra
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protozoarios, bactérias intracelulares e virus, enquanto a resposta Th2 (humoral) é
mais efetiva contra os helmintos e bactérias extracelulares (MACHADO et al., 2004,
ABBAS, 2018).

A imunidade tem um papel essencial em diferentes infec¢des, as respostas
imunes adaptativas sdo importantes para o controle e eliminacdo de quase todas as
infeccdes virais que causam doencas em humanos, como as causadas pelo SARS-
CoV-2. O virus para ser patogénico a humanos precisa ter um mecanismo de
evasdo imune, que € uma estratégia para fazer com que o sistema imune ndo o
ataque no inicio da infeccdo, ou seja, com a imunidade inata. No caso do SARS-
CoV-2, o virus evita o desencadeamento de respostas imunes inatas precoces,
como a acédo de interferons do tipo 1 (IFN-1), que induz a prépria célula infectada, e
células proximas, a produzir proteinas que impedem a replicacdo do virus
(MURPHY; WEAVER, 2016; ABBAS, 2018; SETTE; CROTTY, 2021).

Quando ndo ocorre a resposta imune inata, o virus continua a sua replicacao
de forma inabalavel, destaca-se que as respostas imunes adaptativas ndo sao
iniciadas até que ocorram os alarmes imunes inatos (ARUNACHALAM et al., 2020;
BLANCO-MELO et al.,, 2020; SETTE; CROTTY, 2021). Quando isso acontece, 0
virus alcanca grande vantagem na sua replicacdo no trato respiratorio superior e
inferior, resultando em condicBes graves da doenca. Esses fatores podem ser
ampliados em idosos que tém uma quantidade de células T virgens menor
(MODERBACHER et al., 2020; ZHANG et al., 2020a). Quando nao ocorre a resposta
imune adaptativa, o sistema imunoldgico inato tenta preencher esse vazio deixado
pelos linfocitos T, buscando controlar o virus com uma resposta imune inata em
constante expansdo. No entanto, essa solucao acaba sendo insustentavel, pois uma
resposta inata macica resulta em imunopatologia pulmonar excessiva, agravando
ainda mais a doenca (KURI-CERVANTES et al., 2020; MAGLEBY et al., 2020;
SETTE; CROTTY, 2021).

No caso da covid-19 que apresenta a resposta imune inata mais rapida, o
paciente tende a ser assintomatico para a doenca, ou apresenta a forma leve, em
que ndo ha necessidade de hospitalizacdo. Desta forma, percebe-se que as células
T e os anticorpos apés serem ativados pela imunidade inata, reagem de forma
eficiente controlando a infeccdo (ORAN; TOPOL, 2020; SETTE; CROTTY, 2021).
Em adicdo, existe a heterogeneidade da imunidade adaptativa em diferentes

pessoas que € um fator importante na covid-19. A resposta imunolégica em
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humanos difere de pessoa para pessoa, com isso o grande numero de alelos do
gene HLA é o exemplo mais adequado, e esta diversidade na resposta imunolégica
€ uma estratégia evolutiva dos seres humanos. Assim, ndo ha cenério em que 100%
das pessoas respondam a uma infeccdo viral de maneira idéntica, pois diversos
fatores podem influenciar as respostas imunolégicas (ONNO et al., 2000a; SETTE;
CROTTY, 2021).

Muitos outros fatores que influenciam a progressdo e desfecho da covid-19
também tém sido documentados. Um dos fatores que influenciam a resposta
imunologica é a idade da pessoa infectada. O nimero de células T virgens em
idosos, que pode ser ativado e garantir a diversidade de reconhecimento do
antigeno, diminui significativamente. Assim, as escassas células T CD8 + virgens
foram associadas ao risco de covid-19 grave (MATHEW et al., 2020;
MODERBACHER et al., 2020).

Em relacdo ao género, os homens apresentam mais agravamento da doenca
em relagcdo as mulheres (BUNDERS; ALTFELD, 2020; SHROCK et al., 2020; DAN et
al., 2021). Estudos ndo observaram diferencas nas respostas de células T
comparando homens e mulheres (PENG et al., 2020; DAN et al., 2021). No entanto,
pessoas com covid-19 grave apresentaram autoanticorpos anti-IFN-1, sendo a
grande maioria do sexo masculino. Assim, a disfuncdo do IFN-1 pode estar
relacionada ao sexo masculino e a covid-19 na sua forma grave (BASTARD et al.,
2020; PAIRO-CASTINEIRA et al., 2021). Além disso, as diferencas dos hormdénios
sexuais também podem ser um determinante de infeccdes virais, pois 0 estrogénio
tem efeitos imunoestimulantes, enquanto a testosterona tem efeitos
imunossupressores (PRADHAN; OLSSON, 2020).

Pessoas com obesidade também apresentaram a resposta imunolbgica
contra a covid-19 deficiente, sendo mais um fator de risco para a doenca. Isso
porque a expressao da ECA2 no tecido adiposo é maior do que no tecido pulmonar,
0 que significa que o tecido adiposo pode ser vulneravel a infeccdo por covid-19
(SANCHIS-GOMAR et al., 2020). Essa resposta indica que pessoas obesas tem um
pior prognostico das complicacbes associadas ao virus, incluindo insuficiéncia
respiratoria e de multiplos 6rgaos e, por consequéncia, maior mortalidade (CAl et al.,
2020; PETRILLI et al., 2020; SANCHIS-GOMAR et al., 2020).

O diabetes esta associado ao aumento da incidéncia e gravidade do covid-19.

Ha evidéncias do efeito do diabetes na entrada viral na célula e na resposta
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inflamatoria a infeccdo (SINGH et al., 2020). Estudos mostraram que pacientes com
Diabetes Mellitus do tipo 2 (DM2) tem maiores chances de evoluirem para formas
graves, e serem hospitalizados (BHATRAJU et al., 2020; CHEN et al., 2020; YANG
et al., 2020).

Em relacdo aos fumantes, o tabagismo aumenta a expressdo da ECA2,
conhecido como receptor do SARS-CoV-2 para infeccdo nas células-alvo (BRAKE et
al., 2020). Assim, os fumantes, ex-fumantes e pacientes com Doenca Pulmonar
Obstrutiva Cronica (DPOC) sao um grupo de risco para o agravamento da covid-19
(BRAKE et al., 2020; TAY et al., 2020).

Em sintese, a patogénese da covid-19 € bastante complexa e envolve
diversos mecanismos. O SARS-CoV-2 tem um alto nivel de variabilidade genética, e
um grande proteoma. Ele pode infectar células-alvo no trato respiratorio superior,
epitélio dos alvéolos e dos intestinos. Também inibe os efeitos protetores precoces
dos IFN | e lll e outros mecanismos de defesa antivirais inatas (GAN et al., 2021;
GUSEV et al., 2022).

Outra propriedade dos fatores de patogenicidade do SARS-CoV-2 é sua
atuacdo em grande parte dos processos de desenvolvimento do estresse celular
pré-inflamatério em diversos tipos de células (GUSEV et al., 2022). Essas vias de
estresse celular, que sédo influenciadas pelo virus (GUSEV et al.,, 2021), inclui a
formacdo de inflamassomas, estresse oxidativo (DE LAS HERAS et al.,, 2020;
SUHAIL et al., 2020), resposta de RNA né&o codificantes, autofagia, expresséao de
fatores de transcricdo universais de estresse celular (por exemplo, NF-kB)
(RODRIGUES et al.,, 2021; TOLDO et al.,, 2021) e a formacdo de um fendtipo
secretor associado a redes de citocinas. Todos esses mecanismos favorecem o
virus, formando padrées anormais de inflamacdo (CHAUHAN et al., 2021; SHABAN
et al., 2021; GUSEV et al., 2022).

2.1.4 Tratamento farmacolégico

Em relacdo ao tratamento farmacoldgico para a covid-19, existem muitas
pesquisas sobre o assunto desde o inicio da doenca. No entanto, ainda ndo ha
consenso para o tratamento padronizado, e recomendado com evidéncias. Ao longo
da pandemia por covid-19, muitas medicacdes foram utilizadas em pacientes,

mesmo sem evidéncias, ou com resultados questionaveis para 0 uso.
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Em maio de 2020 um grupo de especialistas se reuniu para propor as
recomendacdes para a terapéutica farmacologica da covid-19 no Brasil, os
pesquisadores elaboraram 11 recomendacgbes, sendo elas (FALAVIGNA et al.,
2020): contra o uso rotineiro de hidroxicloroquina ou cloroquina; do uso da
combinacéo de hidroxicloroquina ou cloroquina mais azitromicina; desaconselhando
0 uso de oseltamivir para o tratamento de covid-19 em pacientes sem suspeita de
coinfeccdo por influenza; contra o wuso rotineiro de lopinavir/ritonavir, de
corticosteréides, de tocilizumabe, de profilaxia de tromboembolismo venoso, de
doses terapéuticas de heparina, de antibidticos profilaticos em pacientes com
diagnéstico suspeito ou confirmado de covid-19, também houve fraca
recomendacdo para o uso de tratamento empirico com oseltamivir em pacientes com
sindrome respiratdria aguda grave ou sindrome gripal com fatores de risco para
complicacBes quando o diagndstico de influenza ndo pode ser descartado e uma
recomendacado nao classificada para o uso de antibidéticos em pacientes com covid-
19 com suspeita de coinfeccéo bacteriana (FALAVIGNA et al., 2020).

Observou-se nessas recomendacfes que nenhum tratamento farmacolédgico
foi eficaz ou seguro para justificar o seu uso em pacientes com covid-19
(FALAVIGNA et al., 2020).

Diversas pesquisas recentes sobre a terapéutica farmacolégica utilizadas na
covid-19 foram publicadas. Um estudo revelou que o momento do inicio de seu uso
é fundamental, e destacou que o Remdesivir deve ser administrado logo apés o
inicio dos sintomas da covid-19 (BARTOLI et al., 2021). Agentes imunomoduladores,
como tocilizumab, anakinra e esterdides, foram recomendados na vigéncia de
pneumonia e resposta hiperinflamatéria pulmonar. A heparina também foi
recomendada para o enfrentamento da coagulopatia relacionada a covid-19
(BARTOLI et al., 2021).

O estudo desenvolvido pela European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases, que teve como objetivo prover recomendacdes para 0 manejo
de adultos com covid-19, n&o recomendou o uso de hidroxicloroquina, ivermectina,
azitromicina, colchicina e interferon B-1. Os autores recomendaram o0 uso de
anticorpos monoclonais e remdesivir em pacientes ambulatoriais com covid-19 leve
a moderado. Adicionalmente, foi recomendado que antibiéticos ndo devem ser
prescritos rotineiramente em pacientes com covid-19; e tocilizumabe e

corticosterodides foram recomendados para pacientes graves. Nao houve
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evidéncias para a recomendacdo do uso de favipiravir e profilaxia antifUngica
(BARTOLI et al., 2021).

Uma meta-analise realizada para investigar trés novos antivirais orais -
molnupirravir, fluvoxamina e Paxlovid para tratamento da covid-19, mostrou que
esses medicamentos sdo eficazes na reducdo das taxas da mortalidade e
hospitalizacdo. Esses medicamentos orais também ndo aumentaram a ocorréncia de
eventos adversos. Ressalta-se que estes medicamentos permanecem sendo
investigados; contudo, trazem uma esperanca para o tratamento inovador e
promissor para a covid-19 (WEN et al., 2022).

Apesar dos diversos estudos, muito ainda precisa ser investigado e
aprimorado para obter-se consenso na comunidade cientifica em relacdo ao

tratamento para a covid-19 no Brasil e no mundo.

2.1.5 Vacinacéao

Com a pandemia da covid-19, devido a alta transmissibilidade, muitas
pessoas morreram e sofreram com as consequéncias da doenca, gerando um
importante impacto humanitario e econémico. Em marco de 2022, existiam 147
vacinas em desenvolvimento na fase clinica, e 195 em desenvolvimento na fase pré-
clinica contra a covid-19 (OMS, 2022b). O primeiro imunizante aprovado
globalmente foi o da Pfizer/BioNTech e a primeira dose aplicada aconteceu no Reino
Unido, ainda em 2020 (OMS, 2022a). Apés a primeira vacina aplicada, muitas outras
vacinas foram aprovadas no mundo, e tém sido utilizadas para a imunizagéo de toda
populacdo que, segundo a OMS, até maio de 2022, um total de 11.682.304.018
doses de vacina foram administradas pelo mundo e no Brasil foram 434.019.486
doses (OMS, 2022a).

No Brasil, foram aprovadas pela Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) 4 tipos de vacinas, sendo elas conhecidas como: CoronaVac, Pfizer,
Janssen e AstraZeneca.

A CoronaVac foi desenvolvida pela Sinovac Life Sciences, Pequim, China. E
uma vacina que funciona com virus inativado, mais estaveis, faceis de transportar e
de armazenar, que produzem poucos eventos adversos (BUTANTAN, 2022). A
Pfizer é produzida pelo laboratorio norte-americano Pfizer, em parceria com 0
laboratdrio alemé&o BioNTech. A vacina Pfizer-BioNTech covid-19 (BNT162b2) é uma
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nanoparticula lipidica formulada, de mRNA modificado com nucleosideo que codifica
a glicoproteina de pico de pré-fusdo do SARS-CoV-2, assim, induz a imunidade
celular e producdo de anticorpos neutralizantes contra o antigeno SPIKE (S)
(OLIVER, 2020). A vacina Ad26.COV2.S, produzida pela inddstria farmacéutica
Johnson & Johnson, conhecida como Janssen, foi produzida por um vetor de
adenovirus recombinante. A técnica cria um vetor de adenovirus implementado no
organismo humano saudavel. O vetor entrega o adenovirus carregado do gene
produtor da proteina SPIKE as células apresentadoras de antigenos (BOS et al.,
2020; SADOFF et al., 2021). A vacina ChAdOx nCoV-19, mais conhecida pelo nome
de seus desenvolvedores e produtores da Universidade de Oxford e a farmacéutica
AstraZeneca - Oxford—AstraZeneca, € produzida utilizando o modelo de vetor viral.
Essa vacina é composta por um Unico vetor adenovirus recombinante de chimpanzé,
deficiente para replicacdo, que expressa a glicoproteina S do SARS-CoV-2. Apos a
administracdo, essa glicoproteina € expressa no local estimulando a producéo de
anticorpos neutralizantes e a resposta imune celular (KNOLL; WONODI, 2021).

Sobre as vacinas aprovadas pela Anvisa no Brasil, revisdes da literatura
concluiram que as quatro vacinas possuem eficAcia comprovada no combate ao
desenvolvimento da covid-19, como também no agravo do quadro clinico da doenca.
Destaca-se que mesmo com a utilizacao de diferentes tecnologias para a producéo
das vacinas, os dados sobre sua eficacia e seguranca sao, no geral, extremamente
positivos para o enfrentamento da pandemia da covid-19 (BEE et al., 2022;
OLIVEIRA et al., 2022; DE SA VILELA FILHO et al., 2022).

Outras revisdes avaliando as vacinas disponiveis no mundo, concluiram que
todas as vacinas parecem ser ferramentas seguras e eficazes para prevenir a covid-
19 grave, hospitalizacdo e morte contra todas as variantes de preocupacdo, mas a
qualidade das evidéncias varia muito dependendo das vacinas consideradas.
Importante ressaltar que os beneficios da vacinacao contra a covid-19 superam 0s
riscos, apesar dos raros efeitos adversos graves (FIOLET et al., 2021). Uma meta-
analise também concluiu que as vacinas de covid-19 sédo altamente protetoras
contra doencgas relacionadas ao SARS-CoV-2 (ZHENG et al., 2022). Atualmente,
percebesse um aumento do numero de casos da infecgdo por SARS-CoV-2 e suas
variantes; no entanto, a hospitalizacdo e mortalidade estdo reduzindo
significativamente, tal cenario tem sido influenciado pelo avanco da vacinacdo no
Brasil e no mundo (OMS, 2022a; WHO, 2022).
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2.2 Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) tem como funcao
codificar proteinas de superficie que reconhecem e apresentam antigenos préprios
ou externos para o sistema imune adaptativo. Assim, moléculas do MHC apresentam
0 antigeno para os linfocitos T (ABBAS, 2018). Foi na década de 40 que Gorer e
Snell identificaram os genes que codificam as glicoproteinas MHC, esses estudos
também fizeram compreender melhor sobre a rejeicdo de enxertos (GORER, 1937;
SNELL, 1948), entendendo que a rejeicdo seria um evento imunoldgico. A regido
génica do MHC é a mais polimérfica do genoma humano. O polimorfismo esta
localizado principalmente no sulco de ligacdo ao peptideo, onde afeta o antigeno na
apresentacdo e confere vantagem seletiva a populacdo (DONADI, 2000; KLEIN;
SATO, 2000; FRENET; SCARADAVOU, 2019). Em humanos, as moléculas MHC e
seus respectivos genes codificadores sdo conhecidos como antigenos leucocitarios
humanos (HLA) (ABBAS, 2018).

Os genes do complexo HLA estdo localizados na regido 6p21.3 do braco
curto do cromossomo 6 (Figura 4) e contém >240 genes de diversas func¢des. Muitos
desses genes codificam proteinas do sistema imunoldgico. A familia de genes MHC
é dividida em trés subgrupos ou classes, denominadas I, 1l e lll. Os genes HLA estao
intimamente ligados uns aos outros. A classe | é composta por uma cadeia a
polimérfica combinada com um B-globulina monomorfica e sdo expressos em quase
todas as células nucleadas. Elas apresentam peptideos processados para 0s
linfécitos TCD8+. As moléculas HLA classe Il sdo compostas por duas cadeias
polimorficas (a e B) (Figura 5) e sdo expressas constitutivamente apenas em células
apresentadoras de antigenos profissionais (como macrofagos, células dendriticas e
linfécito B; bem como linfocitos T ativados e células epiteliais do timo). Apresentam
peptideos derivados da degradacdo de proteinas para células TCD4+ (DONADI,
2000; KLEIN; SATO, 2000; FRENET; SCARADAVOU, 2019).
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As moléculas de classe |, ainda sdo subdivididas em classicas e néo
classicas. As classicas HLA-A, -B e -C apresentam os peptideos aos linfocitos T, ja
as nao classicas HLA-E, -F e -G estdo associadas com a modulacdo da resposta
imune. A molécula HLA-G é a mais investigada (DONADI et al., 2011).

2.2.1 Antigeno Leucocitario Humano G (HLA-G)

A molécula de HLA-G, inicialmente descoberta na interface materno-fetal, foi
descrita pela primeira vez em 1987 (GERAGHTY; KOLLER; ORR, 1987). E uma
molécula conhecida a principio para a protecdo do feto contra a destruicdo do
sistema imunolégico da mae. Ela pode ser ligada a membrana ou soluvel, tem forte
ligagdo com os receptores inibitérios nas células imunes, inibindo as fungbes
efetoras e induzindo a inibicdo imunologica. Assim, a funcdo do HLA-G pode ser
benéfica, quando sua expressao ocorre por um feto ou por um transplante, para
proteger da rejeicdo, ou pode ser deletéria quando expressa por um tumor ou
células infectadas por virus, que as protege da imunidade antitumoral ou antiviral,
respectivamente (CAROSELLA et al., 2015).

O HLA-G possui um baixo polimorfismo quando comparamos com as outras
moléculas do MHC de classe |. Devido a esse baixo polimorfismo observa-se que o
HLA-G nao participa do processo de ativacdo dos linfocitos TCD8+, mas ele esté
envolvido com a imunorregulacdo (FAVIER; LEMAOULT; CAROSELLA, 2007
ABBAS, 2018; AL-BAYATEE; AD, 2021).

Algumas propriedades da molécula HLA-G que pertence a classe | nao
classica que diferem de outras moléculas HLA (-A, -B e -C) de classe | classica,
apresentam diferencas em: variabilidade limitada de proteinas; presenca de varias
isoformas ligadas a membrana e soluveis, geradas por splicing alternativo do
transcrito primario, estrutura molecular Unica, apresentando uma cauda
citoplasmatica reduzida, modulacdo da resposta imune e expressao tecidual restrita.
Essas caracteristicas biologicas podem ser afetadas pelos sitios polimorficos e pela
variabilidade de nucleotideos na regido codificadora (DONADI et al., 2011; POSCH;
HURLEY, 2011; ABBAS, 2018). A regulacdo do gene HLA-G é Unica, ele é o menos
analogo das moléculas nao classicas de classe |, a HLA-E e HLA-F (GOBIN; VAN

DEN ELSEN, 2000). Embora menos polimorfico que os genes classicos da classe |,
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o HLA-G é o mais polimorfico dos genes da classe | ndo classicos (SULLIVAN et al.,
2006).

A molécula de HLA-G é expressa em trofoblastos, que tem como funcgéo
contribuir para a formacéao da placenta, também é descrita a expresséo fisiologica do
HLA-G em tecidos imunoprivilegiados de adultos, como o timo (LEFEBVRE et al.,
2000), cornea (LEFEBVRE et al., 2000) em células endoteliais e eritroides (MENIER
et al., 2004), e ilhotas B do pancreas (CIRULLI et al., 2006). No entanto, outros tipos
de células também sdo capazes de expressar HLA-G, como células epiteliais
brénquicas (CIRULLI et al., 2006), células mesenquimais (IVANOVA-TODOROVA et
al., 2009), células de linhagem monocitica (ONNO et al., 2000b; LE FRIEC et al.,
2004; MOUCHET et al., 2021), e por mastocitos em regides de fibrose de 6rgaos
como figado, pulméo e rim (MOUCHET et al., 2021). A expresséao nao fisioldgica do
HLA-G pode ocorrer em doencas inflamatérias, na infeccdo viral, canceres e
transplantes (POSCH; HURLEY, 2011; CAROSELLA et al, 2015; FRENET,
SCARADAVOU, 2019; BORTOLOTTI et al., 2021).

O HLA-G possui sete isoformas, sendo quatro ligadas a membrana (HLA-G1,
G2, G3 e G4) e trés soluveis (G5, G6 e G7). O HLA-G soluvel (sHLA-G) pode ser
detectavel no soro ou plasma (REBMANN et al., 2003).

Donadi (2011) e colaboradores ilustraram na figura 6, as principais
caracteristicas das isoformas HLA-G e os principais locais responsaveis por padrées
de transcricdo fisiolégicos ou truncados. Isoformas de HLA-G sdo produzidas por
splicing alternativo do mRNA primério. Os dominios de cadeia pesada HLA-G (a1,
a2, a3, porgao transmembranar e cauda citoplasmatica) sdo codificados pelo gene
HLA-G (cromossomo 6), e a molécula de B2-microglobulina leve é codificada por um
gene no cromossomo 15. O transcrito primario pode ser dividido em 7 isoformas,
HLA-G1 a -G7. HLA-G1 é a molécula HLA-G de comprimento total, HLA-G2 né&o
possui 0 exon 3, HLA-G3 nédo possui 0s éxons 3 e 4 e HLA-G4 n&o possui 0 exon 4.
HLA-G1 a —-G4 sao moléculas ligadas a membrana devido a presenca da cauda
transmembrana e citoplasmatica codificada pelos éxons 5 e 6. HLA-G5 é
semelhante ao HLA-G1, mas retém o intron 4, HLA-G6 n&o possui 0 éxon 3, mas
retém o intron 4, e HLA-G7 ndo possui 0 éxon 3, mas retém o intron 2. HLA-G5 e -
G6 sao formas soluveis devido presenca do intron 4, que contém um codon de

parada prematuro no exon 4 (sinal de parada azul), impedindo a tradugéo da cauda
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transmembrana e citoplasmatica. O HLA-G7 é soluvel devido a presenca do intron 2,

gue apresenta um coédon de parada prematuro (sinal de parada verde) (Figura 6).
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Figura 6 - Caracteristicas das isoformas HLA-G e os principais locais responsaveis por padrdes de
transcricéo fisiologicos ou truncados. Fonte: DONADI, 2011.

2.2.2 HLA-G e as células imunes

Em vérias doencas infecciosas ocorre a expressao de HLA-G, tanto na forma
ligada a membrana quanto na forma solivel, desempenhando varios efeitos
imunomoduladores. O HLA-G pode ser secretado por células TCD4+ aloespecificas
apos reacdes alogénicas, ou seja, depois de um transplante, concluindo que o HLA-
G pode controlar a rejeicdo de aloenxertos, assim ele inibe a proliferagédo alogénica
de células TCD4+ (LILA et al., 2001). O HLA-G solavel (sHLA-G) inibi a proliferacéo
de células TCD4+, e pode induzir apoptose em células TCD8+ e células NK
(CONTINI et al., 2003), afeta a resposta dos linfécitos T nas células dendriticas (LE
FRIEC et al., 2003), e inibe a proliferacdo de células B (NAJI et al., 2014). O HLA-G
foi considerada uma molécula envolvida no ajuste das respostas imunes. Desta

forma, um novo nome foi dado a essas interagOes intercelulares que ligam ao
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receptor e que bloqueiam as respostas imunes: pontos de controle imunoldgicos,
conhecido como checkpoints imunolégicos (CAROSELLA et al., 2015).

As células que expressam HLA-G, como os linfécitos T, sdo células com
funcBes imunoldgicas de efetuacdo de respostas antivirais, seja pela producdo de
citocinas ou eliminando diretamente células infectadas (NEGRINI et al., 2017,
CONTINI et al., 2020).

As células NK séo linfocitos de defesa do sistema imune que tem a fungéo de
reconhecer as células estranhas ao organismo, células infectadas por virus ou com
algum tipo de alteracdo que possa levar ao surgimento de um céancer, e participam
ativamente do mecanismo de vigilancia imunolégica (ABBAS, 2018).

Os mondcitos sdo células do sangue que tém como funcdo defender o
organismo de antigenos estranhos tais como bactérias ou virus, além de remover
particulas estranhas e destruir células tumorais (ABBAS, 2018). Numeros elevados
de mondcitos HLA-G+ foram encontrados no sangue periférico de individuos
infectados pelo HIV. A expressdo de HLA-G pode ser causada diretamente pela
infeccdo pelo HIV ou indiretamente relacionada ao aumento dos niveis de IL-10, que
€ conhecido por induzir a expressdao de HLA-G em mondcitos. Ao diminuir a
capacidade de apresentacdo de antigeno do mondcito, a expressao aumentada de
HLA-G pode ser uma das estratégias utilizadas pelo HIV para escapar da vigilancia
imunoldgica (CONTINI et al., 2020; LOZANO et al., 2002).

As células dendriticas sao um tipo de célula apresentadora de antigeno
(APC), ou seja, responsaveis por identificar e processar 0s antigenos, e, em
seguida, os apresentar para as células de defesa responsaveis pelo combate da
infeccdo. Quando o sistema imune se sente ameacado, essas células sdo ativadas
com o objetivo de identificar o agente infeccioso e promover a sua eliminacao
(ABBAS, 2018). A célula dendritica monocitoide expressa altos niveis de HLA-G que
podem ser encontradas no sangue periférico de individuos receptores de transplante
de figado estaveis e tolerantes (CASTELLANETA et al., 2011).

Os mastacitos sao células derivadas da medula 6ssea que circulam de forma
imatura e se tornam maduras apos a migracao para um sitio tecidual. Os mastécitos
tém sido vistos como efetores de doencas alérgicas mediadas por IgE e defesa do
hospedeiro contra parasitas (DA SILVA; JAMUR; OLIVER, 2014). Tem sido relatado
gue os mastocitos infiltrados no figado de pacientes infectados com o virus da

hepatite C (HCV) expressam HLA-G e secretam HLA-G na forma solivel. O nUmero
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de mastocitos HLA-G+ esta significativamente associado as areas de tecido
conjuntivo e fibrose hepatica (AMIOT et al., 2014; AMIOT; VU; SAMSON, 2015). Em
resumo, esses dados suportam a suposi¢cado de que as células imunes HLA-G+ estao
implicadas na patogénese de diferentes doengas (CONTINI et al., 2020).

2.2.3 HLA-G e as doencas infecciosas

A expressdo do HLA-G pode estar associada a suscetibilidade a diferentes
doencas (CONTINI et al., 2020; RASHIDI et al., 2022). Sua expressédo tem sido
descrita em vérias doencas infecciosas causadas por agentes bacterianos, virais ou
parasitarios (AMIOT; VU; SAMSON, 2014; MORANDI et al., 2016; SABBAGH et al.,
2018).

Em infeccdes virais, a superexpressédo de HLA-G pode levar a indug¢do de um
ambiente tolerogénico e a inibicdo da resposta imune. Os virus desenvolveram
varias estratégias para desorganizar a vigilancia e as respostas imunes do
hospedeiro, bem como, varios mecanismos para impedir o reconhecimento das
células NK, induzindo a expressdo de moléculas HLA-G (ONNO et al., 2000a;
LOZANO et al., 2002), que podem suprimir a funcdo de vérias células imunes (LE
GAL et al., 1999; LILA et al., 2001; PARK et al., 2004).

Algumas infeccgBes virais crénicas como HIV, citomegalovirus, hepatite C e
hepatite B, o HLA-G esta implicado no mecanismo de desenvolvimento da patologia
(LOUZADA-JUNIOR; FREITAS, 2012; CONTINI et al., 2020; RASHIDI et al., 2022).
Na infeccao pelo HIV, propriedades imunossupressoras da molécula HLA-G podem
estar envolvidas na persisténcia e progressao da infec¢ao. Varios polimorfismos do
HLA-G influenciam na susceptibilidade a infeccdo pelo HIV, visto que a expressao
da HLA-G, na superficie de mondcitos e células T, estd aumentada em pessoas
vivendo com HIV (LOZANO et al, 2002; CELSI et al., 2013). Quanto ao
citomegalovirus, um estudo apresentou que o0 virus seria capaz de induzir a
expressdo de HLA-G por alguns subconjuntos de linfocitos que seriam capazes de
mediar a inibicdo da funcdo de células que expressam ligantes para HLA-G como
um mecanismo de evasdo imune (ALBAYATI et al., 2017). Em relacéao a hepatite C,
pesquisas evidenciaram aumento de sHLA-G em pacientes com hepatite C cronica,
guando comparados a individuos controles saudaveis. No entanto, esse aumento foi

acompanhado de elevagédo dos niveis de Interleucina-10 (IL-10) e Interferon-gama
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(IFN-y) (WENG et al., 2011; KHORRAMI et al., 2015). Ja para o virus da hepatite B,
estudos observaram que o sHLA-G pode ter um papel crucial no desfecho da
infeccdo, podendo ser utilizado como um biomarcador (ESKANDARI et al., 2017,
LAARIBI et al.,, 2017; MICHEL WOLF et al., 2020). Em adi¢&o, diversos estudos
demonstram a expressdao do HLA-G em contexto patologico, incluindo céanceres
(SHIH, 2007; SHEU; SHIH, 2010; AMIOT et al., 2011), doencas autoimunes (RIZZO
et al., 2014) e doencas inflamatérias (BARICORDI et al., 2008). Esta molécula
também foi expressa em doencas infecciosas, incluindo parasitarias e bacterianas
(CATAMO et al., 2014; DIAS et al., 2015; SABBAGH et al., 2018).

2.2.4 HLA-G e a covid-19

Covid-19, causada pelo SARS-CoV-2, foi definida como uma pandemia, e
vem sendo bastante investigada. Por se tratar de uma doenca viral, as moléculas
soluveis de HLA-G (sHLA-G) tém sido consideradas potentes imunomoduladores, e
sua expressao desregulada tem sido implicada em varias condi¢des patogénicas da
doenca.

Em um estudo preliminar realizado com um dnico paciente critico na China no
inicio da pandemia em 2020, analisou a relacdo entre o HLA-G e suas expressdes
de receptores de células imunes periféricas durante a infecgcdo por covid-19. Mostrou
gue no inicio da doenca os niveis de HLA-G estavam aumentados, e quando o teste
do covid-19 deu positivo os niveis de HLA-G diminuiram e aumentaram novamente
guando o teste negativou (ZHANG et al., 2020b). Assim, a expressédo de HLA-G em
células imunes periféricas, como células T, células B e mondcitos, segue um padréao
alto-baixo-alto, que pode refletir os trés estagios de infec¢ao, replicacédo e eliminacao
do SARS-CoV-2. Outra investigacao realizada na Italia, observou que os niveis de
SHLA-G de pacientes com covid-19 estavam significantemente maiores comparados
com os controles (BORTOLOTTI et al.,, 2021). Na admissdo hospitalar, os niveis
plasmaticos de sHLA-G foram significativamente maiores em pacientes com covid-
19 com insuficiéncia respiratéria, e melhora clinica da covid-19 foi associada ao
aumento dos niveis plasmaticos de sHLA-G. Concluindo que niveis aumentados de
SHLA-G no sangue podem representar um novo e promissor biomarcador na covid-
19 (BORTOLOTTI et al, 2021). Ainda na Italia, estudo com um paciente

apresentando uma fistula aortoentérica atipica, revelou em analise histolégica do
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intestino uma isquemia sustentada e liponecrose da parede duodenal, com trombose
de vasos sanguineos intramurais, e endotelite de vasos sanguineos e
neoangiogénese, com presenca positiva para SARS-CoV-2 e HLA-G (TRAINA et al.,
2021).

Ramzannezhad et al., (2022) mostraram que pacientes com covid-19 grave
apresentaram numero significantemente menor de células imunoinibitérias em
relacdo aos pacientes com covid-19 moderada. Assim, o aumento da quantidade de
células imunomoduladoras LTCD4+/HLA-G+ e CD14+HLA-G+ pode reduzir a
gravidade da doenca em pacientes com covid-19 (RAMZANNEZHAD et al., 2022).

Outro estudo realizado em hospitais em Bagda, também corrobora com o0s
achados de estudos anteriores, verificou que o0s niveis de sHLA-G foram
significativamente aumentados em pacientes com covid-19 grave em comparacao
com os controles (AL-BAYATEE; AD'HIAH, 2021). Posteriormente esses autores
mostraram que os niveis de sHLA-G nao apresentaram diferencas significantes
quando avaliado em relacdo ao polimorfismo génico de 14pb (Ins/Del), e que os
niveis de sHLA-G foram regulados positivamente em pacientes com covid-19,
independentemente da gravidade da doenca (AD’HIAH; AL-BAYATEE, 2022).

Esses séo os estudos que avaliaram os niveis de sHLA-G em pacientes com
covid-19 até o momento. Entretanto, outros estudos acerca de marcadores
imunolégicos como HLA-G, que reconhecidamente, participam das respostas contra
infeccdes virais, devem ser realizados e priorizados para corroborar conhecimentos

para melhor entendimento dos mecanismos imunol6gicos no contexto da covid-19.

2.3 O avanco do conhecimento cientifico e a atuacdo da enfermagem

A atuacdo da enfermagem é ampla em todo o0 mundo, existem muitas areas
em que a enfermagem estd presente. Na pesquisa clinica, a enfermagem tem
adquirido conhecimentos clinicos e cientificos, avancando em pesquisas e
corroborando com a melhora da qualidade de vida dos individuos.

A pandemia por covid-19 exigiu que a enfermagem estivesse preparada para
o cuidado com exceléncia, apresentando um papel importante no combate a doenca,
atuando na linha de frente junto com a equipe de saude e produzindo novas
praticas, respostas e conhecimentos por meio de pesquisas cientificas. Os avangos

tecnoldgicos, o conhecimento sobre as respostas imunolégicas a infeccdo pelo
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SARS-CoV-2, e o papel do HLA-G, sédo ferramentas essenciais para que a

enfermagem protagonize suas praticas assistenciais.
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3  JUSTIFICATIVA

A covid-19, causada pelo SARS-CoV-2, é uma pandemia que tem definido
politicas mundiais, sanitarias, econdmicas e humanistas. Considerada uma
catastrofe global, em pouquissimo tempo dizimou milhées de pessoas. Apesar de
termos a vacina, sua cobertura global ainda se configura como um problema;
ademais, as novas mutagOes virais ainda sao desafios, e ainda nao existe um
tratamento definitivo para esta doenca.

Estudos acerca de marcadores imunologicos como HLA-G que,
reconhecidamente, participam das respostas contra infeccbes virais, devem ser
realizados e priorizados para corroborar conhecimentos para melhor entendimento
dos mecanismos imunoldgicos da covid-19.

Alguns questionamentos motivaram a realizacdo deste estudo: Como se
apresentam o0s niveis plasmaticos de sHLA-G nas diferentes caracteristicas
demograficas, comorbidades, gravidade e desfechos clinicos da covid-19 na
populacdo brasileira? Serd que hd uma correlacdo entre os niveis plasmaticos de
SHLA-G e os parametros clinicos e imunolégicos na doenca? e esses niveis
plasmaticos de sHLA-G estdo associados com a gravidade e mortalidade dos
pacientes com covid-19?

O presente estudo mostra-se importante devido poucos trabalhos que
abordam a expresséo de sHLA-G em individuos com covid-19, e nenhum realizado
em nossa populacdo. O estudo também contribui para a busca de conhecimentos e
tecnologias em salde que possam ser aplicadas nas intervencdes aos pacientes
com covid-19. Aspectos da biologia do HLA-G, como as fun¢fes altamente inibitdrias
sdo fundamentais para a compreensédo da relevancia dessa molécula em condi¢cées
fisiologicas e patologicas, e podem auxiliar a projetar estratégias diagnosticas e
terapéuticas em varias areas da saude humana, incluindo o contexto da covid-19
(DE OLIVEIRA et al., 2018). De fato, moléculas HLA-G séao poderosas na tolerancia
imunoldgica e podem inibir/suprimir as fungdes das células imunologicas durante a
infecc@o por SARS-CoV-2, promovendo a subverséo do virus. Dosar formas sollveis
dessas moléculas no plasma de pacientes pode ajudar na identificacdo, seguimento
e prognostico de casos criticos, como também o desenvolvimento de novas terapias
para covid-19 (ZIDI, 2020; RASHIDI et al., 2022).
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Com o intuito de melhor compreender o papel da HLA-G na covid-19 na
populacdo brasileira, este estudo pretende quantificar os niveis plasmaticos de HLA-
G soluvel (sHLA-G) em pacientes com covid-19.
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4  OBJETIVO

Quantificar os niveis plasmaticos de HLA-G soluvel (sHLA-G) em pacientes

com covid-19.

4.1 Objetivos Especificos

e Descrever os aspectos sociodemogréficos e clinicos dos pacientes com covid-
19;

e Caracterizar e comparar as variaveis clinicas e laboratoriais dos grupos de
controle saudavel e de pacientes com covid-19;

e Quantificar os niveis plasmaticos de sHLA-G de controles e pacientes com
covid-19;

e Comparar os niveis plasméticos de sHLA-G com as caracteristicas
demogréficas, comorbidades, gravidades clinica, O6bito e tratamento
farmacoldgico dos pacientes com covid-19;

e Correlacionar os niveis plasméaticos de sHLA-G e os parametros clinicos e
imunoldgicos da covid-19;

e Analisar os niveis plasméticos de sHLA-G associados com a gravidade e
mortalidade dos pacientes com covid-19.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional, descritivo, do tipo transversal realizado

em individuos com covid-19.

5.2 Local do estudo

Este estudo estd vinculado a um macroprojeto intitulado “Avaliacao
prospectiva de expressdo génica e resposta humoral em covid-19 grave: busca de
potenciais biomarcadores para evolucdo da doenca em pacientes infectados por
SARS-CoV-2”, para enfrentamento da covid-19, coordenado pela Profa Dra Lucia
Facciolli. O projeto foi conduzido na cidade de Ribeirdao Preto, os participantes do
grupo controle foram provenientes da comunidade da Universidade de Sao Paulo
(USP) - Campus Ribeirdo Preto. J4 os participantes com covid-19 foram oriundos de
suas residéncias, e de hospitais privado e filantrépico - Hospital S&o Paulo e
Hospital Santa Casa de Misericérdia de Ribeirdo Preto. As andlises foram realizadas
em laboratérios de pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — USP e da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

5.3 Aspectos éticos

Esta pesquisa seguiu a Resolu¢cdo do Conselho Nacional de Saude
(CNS), n°® 466 de 2012, sobre diretrizes e normas regulamentadoras para pesquisas
em seres humanos do Ministério da Saude (BRASIL, 2013).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, protocolo
CAAE n° 30525920.7.0000.5403 (Anexo A).

Os participantes que aceitaram participar da pesquisa foram informados
sobre os objetivos e etapas do estudo. Foram entregues duas vias do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (Apéndice A), sendo uma via assinada e mantida

com o pesquisador e a outra entregue ao participante. O anonimato e o sigilo das
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informacdes foram assegurados e nao foi oferecido nenhum tipo de recompensa ou

remuneracao aos participantes da pesquisa.

5.4 Participantes do estudo

A amostra estudada foi coletada e estratificada conforme os grupos abaixo

descritos:

Grupo controle: 73 participantes, provenientes da comunidade USP-Campus
Ribeirdo Preto, com teste molecular de reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR),
pos-swab nasofaringeo, negativo para SARS-CoV-2, autodeclarados saudaveis e
assintomaticos.

Grupo domiciliar: 60 participantes assintomaticos ou oligossintométicos e
com resultado positivo para o teste molecular (PCR) de SARS-CoV-2, pds-swab.
Estes participantes foram provenientes de buscas domiciliares apds consulta de
relatorios da Vigilancia Epidemiologica de Ribeirdo Preto e/ou sistema Hygia para
identificagdo dos casos testados positivos, realizados via Unidades Basicas de
Saude (UBS) de Ribeirdo Preto.

Grupo hospitalar: 129 participantes atendidos em hospital privado e
filantropico da mesma cidade (Hospital Sdo Paulo e Hospital Santa Casa de
Misericordia de Ribeirdo Preto), que foram testados e positivados para SARS-CoV-2
como rotina hospitalar de atendimento de individuos com sindrome gripal (via swab
e PCR). Apds avaliacao clinica e laboratorial de diagnostico de covid-19 (realizada
pelos médicos responsaveis pelo atendimento), estes pacientes foram classificados
conforme a gravidade clinica da doenca como pacientes sintomaticos hospitalizados

com doenca leve, moderada, grave e critica.

Assim, os participantes foram classificados de acordo com presenca ou nao
da infeccdo por SARS-CoV-2 e gravidade clinica da covid-19, em grupos Controles
saudaveis, Leve, Moderado, Grave e Critico seguindo critérios e recomendacdes da
OMS (Tabela 1) (GRASSELLI et al., 2020; HADJADJ et al., 2020; WHO INFECTION,
2020; XU et al., 2020; YE et al., 2020).
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Tabela 1 - Classificacdo dos participantes do estudo.

Grupos

Sintomas, sinais e parametros clinicos

Controles
saudaveis

- Negativo para acido nucleico SARS-CoV-2
- Sem sinais clinicos

Leve

- Positivo para &cido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste soroldgico

- Com ou sem 0s seguintes sintomas: diarreia, tosse, febre, dor de
cabeca, perda do paladar (ageusia)/ cheiro (anosmia), mialgia,
nausea e vomito

- Saturacdo de oxigénio 94-99% no ar ambiente

Moderado

- Positivo para acido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste sorologico

- Manifestacao de sintomas leves de doencga, incluindo dispneia

- Saturacgéo de oxigénio = 93% no ar ambiente e PaO2/FiO2 250-300
mmHg

- N&o precisa de suportes invasivos: cateter nasal (oxigénio 2-4
L/min) ou reservatorio de oxigénio (oxigénio 4-12 L / min)

Grave

- Positivo para acido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste sorologico

- Possivel admissdo em unidades de terapia intensiva

- Grave dificuldade respiratoria

- Saturacdo de oxigénio <93% em ar ambiente e PaO2/FiO2 <250
mmHg

- N&o precisa de suportes invasivos: reservatorio de oxigénio ou
mascara facial sem reinalacao (oxigénio 10-15 L/min)

Critico

- Positivo para acido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste sorolédgico

- Admissao em unidades de terapia intensiva

- Sindrome da insuficiéncia respiratoria aguda

- Necessita de Determinar Invasiva

- PaO2/FiO2 < 200 mmHg

- Com ou sem um ou mais parametros adicionais: necessidade de
hemodidlise, sepse, choque séptico e disfuncao de 6rgdos multiplos

Abreviaturas: FiOz2, fracdo inspirada de oxigénio; PaO2, presséo parcial de oxigénio.

5.5 Critério de elegibilidade

Critérios de inclusdao: Em todos os grupos foram incluidas pessoas do sexo

masculino e feminino. Os participantes do grupo controle foram pessoas

assintoméaticas e saudaveis. Para o grupo domiciliar, os critérios de inclusdo foram

diagnostico molecular Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) positivo para

SARS-CoV-2, sintomatologia ausente ou leve para covid-19. No grupo hospitalar

foram incluidos pacientes atendidos no Hospital Sado Paulo e Hospital Santa Casa de

Misericordia de Ribeirdo Preto em Ribeirdo Preto/SP, com infec¢cdo de SARS-CoV-2

confirmada por diagnoéstico molecular (PCR), e agrupados em moderado, grave e

critico.
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Critérios de exclusdo: Para os participantes dos grupos com covid-19,
domiciliar e hospitalar, o critério de exclusdo foi o resultado negativo para o
diagnostico molecular (PCR) para SARS-CoV-2. Para os participantes do grupo
controle, o critério de exclusdo foi PCR positivo para SARS-CoV-2, presenca de
doencas crbnicas e infecciosas, e gravidez. Essas informacdes foram obtidas do
participante por autodeclaracdo no momento do convite para a pesquisa, obtidas nas

respostas ao questionario para coleta de dados (Apéndice B).

5.6 Coleta de amostra

Foram coletados 4,5 mL de sangue venoso periférico de cada participante em
tubos Vacutainer (Beckton & Dickinson, USA) contendo EDTA K3 (0.054mL/tubo)
para a obtencédo de plasma. As coletas de dados e amostras aconteceram de junho
dezembro de 2020.

5.7 Quantificacdo dos niveis plasmaticos de HLA-G soluvel

A isoforma soluvel de HLA-G foi detectada pela técnica de ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA). As isoformas de sHLA-G foram capturadas
incubando o 60uL de plasma das amostras em uma placa de 96 pocos com
monocamada de anticorpo monoclonal (MEM-G/9) imobilizado (Exbio, Praga,
Republica Tcheca) por 18 horas a 4 °C. A ligacdo nao especifica foi bloqueada
usando albumina a 2% em solugdo salina tamponada de fosfato (PBS) por 30 min.
Apoés lavagem das placas, por 3 vezes com PBS contendo 0,05% de tween 20, as
placas foram incubadas por 1h com anticorpo de detec¢édo conjugado com a enzima
HRP-anti-b2-microglobulina peroxidase e com o substrato (orto-fenil-n-diaminodi-
hidroxicloreto) (DAKO, Santa Clara, Califérnia). A reacdo foi terminada pela adicédo
de H2SO4 1N e lida imediatamente a 490 nm no espectofotometro de ELISA
(AgileReader™ ELISA Plate Readers, Avans Biotechnology, Taipei City, Taiwan). Os
niveis de sHLA-G foram estimados por uma curva padréo de cinco pontos (12,5-200
ng/mL) usando o sobrenadante da cultura de linha celular que expressa o hibridoma

M8-HLA-G5. Todas as amostras de plasma foram testadas em duplicata.
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5.8 Dosagem de Citocinas plasmaticas por Cytometric Bead Array - CBA

As citocinas e quimiocinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF e IL-12p70 foram
quantificadas nas amostras de plasma dos pacientes e individuos controles pela
técnica de Cytometric Bead Array com o Kit Cytometric Bead Array Human
Inflammatory Cytokines Kit (BD® Biosciences, San Diego, CA, USA), seguindo as

orientacdes descritas pelo fabricante.

5.9 Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad
Prism versao 9, adotando nivel de significancia de 5% (alpha = 0,05). A analise de
distribuicdo dos dados foi realizada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Deste modo, a analise comparativa das variaveis entre os grupos foi realizada por
meio de testes ndo paramétricos de Mann-Whitney (para dois grupos) e Kruskal-
Wallis (para trés ou mais grupos).

A matriz de correlagdo entre a molécula de sHLA-G e os parametros clinicos
e imunoldgicos da covid-19 foi construida por meio do teste de Sperman (r),
considerando a classificacdo dos coeficientes de correlacdo, como: < 0,4 (correlacéo
fraca), > 0,4 a < 0,5 (moderada) e > 0,5 (forte) (HULLEY et al., 2003).

A Andlise de Regressdo Logistica Binomial foi realizada no software Jamovi
(Verséo 1.6 - 2021) para avaliar a associagdo de sHLA-G com a gravidade e
mortalidade na covid-19.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas sociodemograficas, clinicas e laboratoriais dos

participantes do estudo

Incluimos neste estudo 262 individuos. Dentre os que apresentaram covid-19,
60 estavam em cuidados domiciliares e 129 eram pacientes hospitalizados. Como
grupo controle saudavel, foram incluidos 73 individuos. As caracteristicas
demograficas, clinicas e laboratoriais dos grupos estdo descritas na Tabela 2. A
mediana da idade foi 55 anos para o grupo com covid-19, ja para o grupo controle foi
de 33,5 anos. A maioria dos pacientes do grupo hospitalar era do sexo masculino
(67,4%). Por outro lado, no grupo de pacientes domiciliares, com a forma mais leve
da covid-19, a maioria foi do sexo feminino (63,3%). Em relacdo a presenca de
comorbidades, observamos que a hipertensédo arterial sistémica (HAS), doenca
cardiovascular (DC), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), histérico de tabagismo e doenca
neuroldgica foram mais frequentes no grupo de pacientes hospitalizados. Quanto
aos sintomas apresentados, a dispnéia (59,3%) e a tosse (68,8%) foram os mais
presentes entre 0s pacientes. Ja em relagcdo as caracteristicas hematoldgicas,
observamos diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001) entre o grupo
controle e de pacientes, nos dados laboratoriais da hemoglobina, nimero de
neutroéfilos, linfécitos, razdo neutréfilo linfécito (RNL) e glicemia. A mediana de
saturacao de oxigénio entre os pacientes hospitalizados foi de 92+8,4 PaO2, sendo
que, 20,9% destes fizeram o0 uso da ventilagdo mecanica invasiva. Quanto ao
tratamento farmacoldgico, os farmacos mais utilizados nos pacientes hospitalizados
foram glicocorticéides (79,4%), azitromicina (66,7%) e ceftriaxona (65,1%) (Tabela
2).
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Tabela 2 - Caracterizacdo demografica, clinica e laboratorial dos grupos controle e

de pacientes com covid-19, Brasil, 2022.

Controle Pacientes — .COVid_lg .
h=73 n=189 Domiciliar ~ Hospitalar P Value
n=60 n=129
Caracteristicas
demograficas
Idade, mediana + SD, 33,50+11,19 55+ 19,04 38 + 13,32 62 + 16,78 a,¢.d <0 0001
(IQR) (20-64) (16-96) (16-92) (20-96) b>0,9650
Sexo, N° (%)
Masculino 26 (35,6) 109 (57,7)  22(36,7) 87 (67,4) 20,0014
b

Feminino 47 (64.4) 80(42.3)  38(633) 42 (32.6) c’dgg?)%%n
Comorbidades ou disturbios coexistentes, N° (%)

. N . a0,0025
Hipertenséo Arterial y
Sistémica 7 (9,6) 76 (40,2) 6 (10,0) 70 (54,3) ¢.d<0,0001

b0,9367

a0,9104

) bQ,2238

Doenca cardiovascular 7 (9,6) 19 (10,0) 10 (16,7) 9 (7,0) ¢0 5090
40,0392

a<0,0001

. . b0,0546
Diabetes mellitus 34,1 53 (28,0) 8 (13,3) 45 (34,9) ¢<0.0001

d<0,0021
a0,1413

. . b0,4550
Histdrico de tabagismo 9 (12,3) 38 (20,1) 5(8,3) 33 (25,6) ¢0.0258

40,0059
20,0001
b
Doenca neurolégica 34 (18,0) 17 (28,3) 17 (13,2) 0206%01%1
40,0116
a, C
IMC (kg/m?) 245+44  279+67 272+57 283+7,0 bg%gggl
mediana + SD, (IQR) (15,4-39,7) (15,8-65,7) (15,8-43,8) (18,4-65,7) 40,5646
Sintomas, N° (%)
a,b,c,d
Dispnéia - 112(59,3)  23(38,3) 89 (69,0) <0,0001
a.¢.d<0,0001
Febre - 60 (31,7) 3(5,0) 57 (44,2) 50,0533
a,c,d
Mialgia i 37 (19,6) i 37 (28,7) <0,0001

. . ab.c< (0,0001

Diarreia - 50 (26,5) 26 (43,3) 24 (18,6) 40,0003
a,b,c <0,0001

Tosse - 130 (68,8) 49 (81,7) 81 (62,8) 40,0001

ap,0275

Delirium hiperativo - 12 (6,3) - 12 (9,3) €0,0072

40,0146

. . ab.d< 0,0001

Disgeusia - 55 (29,1) 42 (70,0) 13 (10,1) ©0,0050
. ab.d< 0,0001
Anosmia - 59 (31,2) 42 (70,0) 17 (13,2) ©0,0012
Dados laboratoriais, mediana + SD, (IQR)
Eritrécitos x 109/L 47+0,5 45+0,8 48+0,5 43+0,8 20,0014
(3,6-5,9) (1,1-5,8) (3,7-5,9) (1,1-5,7) b>0,9999
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¢d<0,0001

144+1,4 134+24 145+1,2 126+25 2¢9<0,0001

Hemoglobina (g/dL) (10,5-17,4)  (6,6-18,2) (12,0-18,2) (4,6-18,2)  >0,9999
20,0258
Leucécitos x 109/ 7,3+2,0 8,6 +4,9 74+23 9,3+5,6 b>0,9999
(4,1-13,4) (1,6-43,9) (3,2-13,6) (1,6-43,9) ¢0,0007
40,0038
Neutréfilos x 109/L 41+1,6 6,2+4,6 43+2,0 75+48 a.¢d<(0,0001
(1,9-9,9) (0,2-37,7) (1,6-11,0) (0,2-37,7) >0,9999
Linfocitos x 10/L 2,3+0,7 1,3+1,0 1,3+0,9 1,0+0,6 ab.¢<(,0001
(1,0-4,7) (0,1-7,5) (1,2-4,3) (0,1-3,6) 40,0002
RNL 18+1.3 55+6,8 3,6+59 6,9+7,6 ab.c<0,0001
(1,0-10,3) (0,5-47,5) (0,9-23,0) (0,5-47,5) 40,0148
Monécitos x 109/L 0,5+0,2 0,5+0,3 05+0,2 05+0,4 a,b,d >(0,9999
(0,1-0,9) (0,0-1,6) (0,2-0,9) (0,0-1,6) ©0,7817
Plaguetas x 10%/L 216 + 48,3 235+98,7 227+68,6 238+109,0 2b¢>0,9999
(129-370) (50-683) (119-474) (50-683) €0,7150
Glicemia (mg/dL) 88+ 14,5 114 +71,1 90 £ 62,5 130+ 70,5 2©9<0,0001
(63-149) (28-479) (65-479) (28-409) 50,3013
Suporte hospitalar, N°
(%)
Enfermaria - 94 (49,7) - 94 (72,90 *%d9<0,0001
Unidade de Tratamento
Intensivo (UTI) - 35 (18,5) - 35(27,1) 2*©d9<0,0001
Dados de
hospitaliza¢éo,
mediana + SD, (IQR)
. e 9+7,3 9+7.3
Dias de hospitalizacdo - (1-36) - (1-36) -
Suporte Respiratério, N° (%)
Canula nasal de : 60 (31,7) i 60 (46,5) ©¢<0,0001
oxigénio
Mascara de Oxigénio/ 20,0001
N&o invasivo i 33 (17.,5) i 33 (25.6) ¢.d< 0,0001
a
Ventilagdo mecénica 27 c 0,0007
invasiva - (14,3) - 27 (20,9) < 0,0001
90,0001
Saturagéo de oxigénio 99+15 94,0+ 8,0 98 +2,0 92 +8,4 a¢d<(0,0001
mediana + SD (IQR) (92-99) (54-99) (90-99) (54-99) b.0,4497
Medicamentos, N° (%)
Glicocorticéides - 103 (54,5) - 103 (79,4) 2°©9<0,0001
Azitromicina - 86 (45,5) - 86 (66,7) *©9<0,0001
Ceftriaxona - 84 (44,4) - 84 (65,1) *©9<0,0001
Oseltamivir - 52 (27,5) - 52(40,3) *©9<0,0001
Colchicina - - - - -
Cloroquina / 20,0005
Hidroxicloroquina i 28 (14.8) i 28 (21.7) ¢d<0,0001
20,0578
. b0,2682
Anticoagulante - 9(4,8) 11,7 8 (6,2) ¢0.0299
40,1730
20,5335
Ivermectina - 1(0,5) - 1(0,8) €0,4508
40,4941

Abreviacdes: SD: Desvio Padrdo; Os dados estdo apresentados como intervalo interquartil (IQR), n
(%), ou n/N, a: Comparacdes entre os grupos Controle e todos os pacientes com covid-19; b: Controles
e Domiciliares; c: Controles e pacientes hospitalizados; d: Pacientes domiciliares e hospitalizados. Os
dados foram comparados usando o teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher para variaveis
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categoricas e andlise de variancia (ANOVA), teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney foi usado para
variaveis continuas, p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

6.2 Niveis plasmaticos da molécula sHLA-G

Quantificamos os niveis plasmaticos da molécula sHLA-G (ng/mL) no sangue
periférico dos grupos controle (n=73), domiciliar (n=60) e hospitalar (n=129) com
covid-19. Na comparacdo entre os grupos de controle saudaveis e com covid-19
(domiciliar e hospitalar) houve diferenga significativa (p<0,0001); j& na comparacao
entre 0os grupos com covid-19 domiciliar e hospitalar ndo obteve diferenca
(p>0,9999). Em relacdo ao género e idade também nado houve diferencas entre os
grupos domiciliar e hospitalar (p>0,9999) (Figura 7).
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Figura 7 - Quantificagdo da molécula sHLA-G (ng/mL) no sangue. (A) No grupo controle (n=73),
domiciliar (n=60) e hospitalar (n=129) com covid-19. (B) No grupo controle masculino (n=26), controle
feminino (n=47) e grupos domiciliar masculino (n=22), domiciliar feminino (n=38), hospitalar masculino
(n=87) e hospitalar feminino (n=42) com covid-19. (C) No grupo controle < 60 anos de idade (n=71),
controle > 60 anos (n=2) e grupos domiciliar < 60 anos (n=57), domiciliar > 60 anos (n=3), hospitalar <
60 anos (n=59) e hospitalar > 60 anos (n=70) com covid-19. As andlises estatisticas foram realizadas
pelo teste de multiplas comparacfes Kruskal-Wallis (ndo paramétrico), seguido pelo pés-teste de
Dunns para comparar os pares. Os dados sdo expressos por mediana com intervalos de Confianca
(IC) de 95% e valor minimo e maximo. Diferenca estatistica entre os grupos para p <0,05.

Analisamos os niveis de sHLA-G em relacdo as comorbidades apresentadas
pelos participantes do estudo. A concentragéo de sHLA-G ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos domiciliares e hospitalizados, com e
sem hipertensdo; com e sem diabetes mellitus tipo 2; com e sem doenga
cardiovascular; sendo ou nao tabagista e com o IMC <30 e >30 (p>0,9999).
Observamos diferencas somente quando comparados com o grupo controle (Figura
8).
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Figura 7 - Quantificagdo da molécula sHLA-G (ng/mL) no sangue. (A) Do grupo controle sem
hipertensdo (n=66), controle com hipertensdo (n=7) e grupos de pacientes com covid-19 sem
hipertensédo (n=113) e com hipertensédo (n=76). (B) Do grupo controle sem diabetes mellitus (n=70),
controle com diabetes mellitus (n=3) e grupos de pacientes com covid-19 sem diabetes mellitus
(n=136) e com diabetes mellitus (n=53). (C) Do grupo controle sem doenca cardiovascular (n=66),
controle com doenca cardiovascular (n=7) e grupos de pacientes com covid-19 sem doenca
cardiovascular (n=170) e com doenca cardiovascular (n=19). (D) Do grupo controle ndo tabagista
(n=64), controle tabagista (n=9) e grupos de pacientes com covid-19 ndo tabagista (n=151) e
tabagista (n=38). (E) Do grupo controle IMC <30 (n=63), com IMC >30 (n=10) e grupos de pacientes
com covid-19 IMC <30 (n=117) e IMC >30 (n=72). As andlises estatisticas foram realizadas pelo
teste de multiplas compara¢des Kruskal-Wallis (ndo paramétrico), seguido pelo pds-teste de Dunns
para comparar os pares. Os dados sdo expressos por mediana com intervalos de confianca (IC) de
95% e valor minimo e maximo. Diferenca estatistica entre os grupos para p <0,05.

Apbs observarmos que os niveis da molécula sHLA-G (ng/mL) no sangue nao
foram significantemente diferentes entre os grupos com covid-19, domiciliares e
hospitalares (p<0,9999); refletimos sobre a possibilidade desta diferenca estar
associada as diferentes gravidades da doenca. Para avaliar essa hipétese,
estratificamos os pacientes com covid-19 em grupos leve (n=39), moderado (n=56),
grave (n=32) e critico (n=62).

Ao avaliarmos o perfil plasmatico do sHLA-G, conforme a classificagdo clinica
da covid-19 (Tabela 1), observamos que todos os niveis de gravidade dos pacientes
com covid-19 apresentaram diferencas significativas em relacdo ao controle
saudavel (controle vs leve: p=0,0004; controle vs moderado: p=0,0011; controle vs
grave: p<0,0001 e controle vs critico: p<0,0001), sendo que as maiores
concentracbes de sHLA-G foram detectadas nos pacientes com as formas mais

graves da covid-19. Observa-se que os niveis plasmaticos de sHLA-G em pacientes
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criticos estdo significantemente menores em comparacdo aos de pacientes graves
(p=0,02) (Figura 9 A).

A partir do perfil plasmatico de sHLA-G por gravidade, estratificamos o0s
pacientes pelos desfechos clinicos de resolutividade da doenca (com alta hospitalar)
e Obito; e analisamos as concentracdes de sHLA-G nesses dois grupos. Desta
forma, observamos maior concentracdo de sHLA-G no grupo de pacientes que
morreram em relacdo ao controle saudavel (p<0,0001), assim como comparado
aqueles que tiveram a resolucdo da doenca e receberam alta hospitalar (p=0,0166)
(Figura 9 B). No entanto, quando analisamos de forma longitudinal, ndo houve
diferencas nos niveis de sHLA-G quando o paciente foi admitido no hospital e

guando obteve alta hospitalar (p=0,9264) ou morreu (p=0,1950) (Figura 9 C).
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Figura 8 - (A) Perfil plasmatico do sHLA-G (ng/mL) no grupo controle (n=73), pacientes leves (n=39),
moderados (n=56), graves (n=32) e criticos (n=62) com covid-19. (B) Quantificacdo da molécula
SHLA-G (ng/mL) no sangue do grupo controle (n=73), pacientes que receberam alta (n=132) e
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pacientes que morreram (n=57) pela COVID-19. (C) Analise longitudinal da concentracao plasmatica
de sHLA-G (ng/mL) no momento da admisséo hospitalar (n=10) vs alta (n=10); e admiss&o (n=31) vs
Obito (n=31) pela covid-19. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste de mudltiplas
comparacdes Kruskal-Walllis (ndo paramétrico), seguido pelo pés-teste de Dunns para comparar 0s
pares. Os dados sdo expressos por mediana com intervalos de confianga 95% e valor minimo e
maximo. Diferenga estatistica entre os grupos para p< 0,05. A andlise estatistica longitudinal foi
realizada pelo teste de Mann-Whitney.

Apés verificar o perfil do sHLA-G em relacdo a gravidade da doenca,
analisamos os niveis de sHLA-G e os tratamentos farmacolégicos adotados para 0s
pacientes hospitalizados com covid-19. Os medicamentos glicocorticéides (p>0,999),
azitromicina (p=0,990), oseltamivir (p=0,0637) e cloroquina/hidroxicloroquina
(p=0,7783) parecem nao interferir nos niveis plasméaticos de sHLA-G, visto que nao
houveram diferencas entre os grupos de pacientes tratados e néo tratados com
esses farmacos. Entretanto, os pacientes tratados com ceftriaxona apresentaram
maiores niveis plasmaticos de sHLA-G em relacdo aos que ndo utilizaram essa

medicacéao (p=0,0129) (Figura 10).
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Figura 9 - Quantificacdo da molécula sHLA-G (ng/mL) no sangue no grupo controle (n=73) e
pacientes hospitalizados com covid-19. (A) Que nao utilizaram Glicocorticoide (n=26) e que utilizaram
Glicocorticéide (n=103). (B) Que nao utilizaram Azitromicina (n=43) e que utilizaram Azitromicina
(n=86). (C) Que néo utilizaram Ceftriaxona (n=45) e que utilizaram Ceftriaxona (n=84). (D) Que nao
utilizaram Oseltamivir (n=77) e que utilizaram Oseltamivir (n=52). (E) Que n&o utilizaram
Cloroquina/Hidroxicloroquina (n=101) e que utilizaram Cloroquina/Hidroxicloroquina (n=28). As
andlises estatisticas foram realizadas pelo teste de mdltiplas compara¢cBes Kruskal-Wallis (nédo
paramétrico), seguido pelo pés-teste de Dunns para comparar os pares. Os dados sao expressos por
mediana com intervalos de Confianca (IC) de 95% e valor minimo e maximo. Diferenca estatistica
entre 0s grupos para p <0,05.
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Em seguida, analisamos a correlacao entre os niveis plasmaticos da molécula
sHLA-G com as variaveis idade, indice de massa corporal (IMC), dias de infeccéo,
dias de hospitalizagdo, concentragdo de O:2 infundido, Raz&o Normalizada
Internacional (INR), total de leucécitos, neutrdfilos, linfocitos, Razdo Neutrofilo-
Linfocito (RNL), glicemia, proteina C reativa (PrCR), e as citocinas IL-12, TNF-alfa,
IL-10, IL-6, IL-1B, e IL-8. Para a interpretacdo da magnitude das correlacdes foi
adotada a classificacdo dos coeficientes de correlacdo, sendo: <0,4 (correlagcéo
fraca), >0,4 a <0,5 (moderada) e > 0,5 (forte) (HULLEY et al, 2003).

Os niveis plasmaticos da molécula sHLA-G apresentaram correlactes
positivas com idade (r=0,3; p<0,0001); IMC (r=0,1; p=0,0389); dias de hospitalizacao
(r=0,3; p<0,0001); pontuacéo clinica (r=0,4; p<0,0001); concentracao de Oz infundido
(r= 0,3; p<0,0001); total de leucocitos (r=0,1; p=0,0174); neutrdfilos (r=0,2;
p=0,0033); RNL (r=0,2; p=0,0035); glicemia (r=0,3; p<0,0001); IL10 (r=0,3;
p<0,0001); IL6 (r=0,3; p<0,0001) e IL8 (r= 0,4; p=<0,0001) e negativa com linfécitos
(r=-0,2; p=0,0033).

Com relacdo a pontuacgéo clinica de gravidade dos pacientes, os resultados
mostram correlacdes positivas com idade (r=0,6; p<0,0001); IMC (r=0,3; p<0,0001);
dias de infeccdo (r=0,4; p<0,0001); dias de hospitalizacdo (r=0,8; p<0,0001);
concentracdo de O:2 infundido (r=0,9; p<0,0001); total de leucécitos (r=0,3;
p<0,0001); neutrdéfilos (r=0,7; p<0,0001); RNL (r=0,7; p<0,0001); glicemia (r=0,6;
p<0,0001); PrCR (r=0,3; p0,0012); TNF-alfa (r=0,1; p=0,0367); IL-10 (r=0,7;
p=<0,0001); IL-6 (r=0,8; p<0,0001); IL-1B (r=0,1; p=0,0322); IL-8 (r=0,8; p<0,0001), e
0 sHLA-G (r=0,4; p<0,0001), e negativa com linfocitos (r=-0,7; p<0,0001) (Figura 11).
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Figura 10 - Matriz de correlacao entre a molécula de sHLA-G e os parametros clinicos e imunoldgicos
da covid-19. Foi realizado o teste de correlagdo de Spearman (r), a barra lateral apresenta a escala
de cores, o vermelho representa correlagdes positivas e 0 azul correlagdes negativas. A intensidade
das cores representa uma maior correlacdo. Correlagdes significativas entre o sHLA-G e a pontuagao
clinica, com p<0,05, estdo apresentadas com um asterisco (*).

Na analise multivariada de regressao logistica binomial, observamos que o
SHLA-G parece nao estar associado com a gravidade [OR: 1,0 (% IC 0,99 — 1,00)
p=0,001] e também né&o estar associado com a mortalidade [OR: 1,0 (% IC 1,0 — 1,0)
p=0,012] pela covid-19 na presenca das variaveis confundidoras como idade, sexo,

comorbidade, glicemia e RNL (Figura 12).
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Figura 11 - Andlise multivariada de regressao logistica binomial tendo como desfecho a gravidade
(A) e a mortalidade (C) pela covid-19 (controle n=73, leve n=39, moderado n=56, grave n=32 e critico
n=62). Curvas caracteristicas de operacdo do receptor (ROC) das concentragBes de sHLA-G para
prever a gravidade e a mortalidade entre pacientes com covid-19. A area sob a curva (AUC) e os
valores de p para diferencas significativas entre pacientes com covid-19 e o desfecho gravaidade e
mortalidade. (B, D). RNL: Raz&o Neutrdfilo Linfécito. OD: Odds ratio. IC: Intervalo de confianca.
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7. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo referente aos niveis de HLA-G soluveis (sHLA-G) no
plasma de individuos brasileiros com covid-19. Inicialmente, comparamos 0s niveis
de HLA-G do grupo controle saudavel com o grupo de pacientes com covid-19 e
mostramos diferencas significantes (p<0,0001). Ao estratificarmos o grupo de
pacientes com covid-19, de acordo com a gravidade clinica da doenca, observamos
que todos os niveis de gravidade dos pacientes com covid-19 apresentaram
diferencas significantes em relacdo ao controle saudavel (controle vs leve:
p=0,0004; controle vs moderado: p=0,0011; controle vs grave: p<0,0001 e controle
Vs critico: p<0,0001), sendo que as concentracfes de sHLA-G foram detectadas
com aumento gradativo nos pacientes conforme aumento da gravidade clinica da
doenca. No entanto, contraditoriamente, pacientes com covid-19 critica
apresentaram reducdo dos niveis de sHLA-G em comparacao aos pacientes com
covid-19 grave (p=0,02).

Nossos dados corroboram com estudos anteriores (BORTOLOTTI et al.,
2021; RAMZANNEZHAD et al., 2022) e sugerem que a infecgdo pelo SARS-CoV-2,
e a maior gravidade clinica da doenca, influenciam para maior expressao da
imunoinibicdo por sHLA-G. No entanto, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas na quantidade de sHLA-G na comparag¢do dos grupos, em termos de
género, comorbidades e tratamento farmacoldgico, também em consonancia com
outros estudos (BORTOLOTTI et al., 2021; RAMZANNEZHAD et al.; 2022; RASHIDI
et al., 2022).

A partir do perfil plasmatico de sHLA-G por gravidade, estratificamos os
pacientes pelos desfechos clinicos de resolutividade da doencga (com alta hospitalar)
e Obito; e observamos maior concentracdo de sHLA-G no grupo de pacientes que
morreram em relacdo ao controle saudavel (p<0,0001), assim como comparado
aqueles que tiveram a resolucdo da doenca e receberam alta hospitalar (p=0,0166).

O HLA-G é conhecido por ter efeitos supressores no sistema imunologico. Os
resultados revelados neste estudo, com aumento dos niveis de sHLA-G na vigéncia
da infeccdo pelo SARS-CoV-2, e nas maiores gravidades clinicas e morte, sugerem
que a presenca aumentada de sHLA-G pode estar relacionada ao pior prognéstico

da doenca.
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Outro dado a ser considerado em nossos resultados foi a idade dos pacientes
com covid-19. Destaca-se que a mediana de idade dos pacientes em cuidados
domiciliares foi de 38 anos e a dos pacientes hospitalizados foi de 62 anos,
indicando que a idade mais avancada é um fator de risco para a gravidade da
doenca, dado que corrobora aos da literatura (AL-BAYATEE; AD, 2021; MUELLER;
MCNAMARA; SINCLAIR, 2020; TIAN et al., 2020; BORTOLOTTI et al., 2021). Para
testar a hipotese de que os niveis de sHLA-G podem ser afetados pela idade, os
grupos de pacientes domiciliares, pacientes hospitalizados e controles foram
agrupados em individuos com 60 anos ou mais, e a quantidade de sHLA-G foi
verificada nesses grupos. Observou-se que pacientes com 60 anos ou mais nao
apresentaram um aumento significante nos niveis de sHLA-G em comparagdo com
0s grupos controles saudaveis. Nossos resultados sugerem que a idade néo teve
efeito nos niveis de sHLA-G, estudo anterior apresentou dados diferentes (AL-
BAYATEE; AD, 2020). Em relacdo ao género, 67,4% das pessoas pertencentes ao
grupo de pacientes hospitalizados eram do sexo masculino, isso pode ser explicado
pela maior vulnerabilidade masculina & covid-19, pois os niveis circulantes de ECA2
(receptor para infeccdo do SARS-CoV-2) em homens sdo maiores que em mulheres
(PATEL; VELKOSKA; BURRELL, 2013; JIN et al., 2020). No entanto, os niveis de
sHLA-G nao foram afetados pelo género.

Além da imunossenescéncia e senescéncia celular, que estdo associadas ao
envelhecimento e podem causar respostas imunolégicas ineficientes na covid-19
(ZHOU; BORSA; SIMON, 2021), é importante ressaltar que comorbidades como
hipertenséo, diabetes mellitus tipo 2, e doencas cardiovasculares, se associam com
0 avanco da idade e elevam a suscetibilidade a covid-19 (SANYAOLU et al., 2020).
No presente estudo, observamos que os pacientes com covid-19 hospitalizados
tinham mais comorbidades comparados aos pacientes com covid-19 domiciliares,
como no caso da hipertensao arterial, 54,3% dos pacientes hospitalizados tinham
hipertenséo, sendo que os pacientes em cuidados domiciliares somente 10% tinham
a comorbidade. No entanto, os niveis de sHLA-G em pacientes que tinham
comorbidades n&o mostraram diferencas estatisticamente significantes quando
comparados aos de pacientes que nao tinham comorbidades, nem aos do grupo
controle.

O espectro das manifestagdes clinicas da covid-19 pode ser: assintomatico,

leve, moderado, grave e critico, podendo levar a morte (MACHHI et al., 2020; LIN;
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YAN, 2021). Nossos resultados mostraram que os niveis de sHLA-G em pacientes
com covid-19, quando comparados aos controles saudaveis, apresentaram aumento
gradual, estatisticamente significante, iniciando naqueles com formas leve
(p=0,0004), moderada (p=0,0011), grave (p=0,0001) e critico (p=0,0001). E
paradoxalmente, apresentou uma reducdo estatisticamente significante dos seus
niveis em pacientes criticos quando comparados aos pacientes graves (p=0,02).
Especula-se que este evento pode ocorrer dado a exaustdo do sistema imunologico
nos pacientes criticos com covid-19.

Estudos tém mostrado que durante as infec¢des virais ocorre a exaustdo das
células T, mediante disfuncdo progressiva destas células decorrente da
superexpressao de receptores inibidores de controle imunologico (FENWICK et al.,
2019). As células T esgotadas apresentam disfuncdo e ndo podem mais responder
aos virus ou elimina-los. Portanto, além da linfopenia, a disfuncéo linfocitaria
também parece ser efetiva ha patogénese da covid-19 (MODABBER et al., 2021).

Existem varias vias reguladoras negativas da resposta imune, que envolvem a
exaustdo das células T. Durante algumas doencas infecciosas virais, as células T
CD4+ esgotadas revelam capacidade proliferativa diminuida e falta de resposta
multifuncional de citocinas, particularmente producdo diminuida de IL-2, o que
resulta na progressdo da doenca viral (MODABBER et al., 2021). Assim, pacientes
com covid-19 criticos apresentam varias desregulacdes nas respostas do sistema
imunolégico, como linfopenia, tempestade de citocinas e aumento da frequéncia de
linfécitos CD4+ e CD8+ esgotados (ZHENG et al., 2020; MODABBER et al., 2021).
Essas caracteristicas, consequentemente, podem aumentar a taxa de mortalidade
nestes pacientes (MODABBER et al., 2021).

Outro estudo mostrou que o0 numero total de células T citotéxicas, NK e CD8+,
diminuiu acentuadamente em pacientes com infeccdo por SARS-CoV-2; e que a
funcdo destas células foi esgotada, com o aumento da expressdo de NKG2A
(receptor inibitorio para HLA-G) em pacientes com covid-19 critico. Por outro lado,
em pacientes convalescentes, ap0s a terapia, o0 numero de células T NK e CD8+ foi
restaurado e a expressao de NKG2A foi reduzida (ZHENG et al., 2020).

Interessante salientar que o estudo conduzido por Zheng et al. (2020), mostra
gue na admisséo hospitalar, a contagem de neutrofilos foi notavelmente maior nos
pacientes com covid-19 grave do que nos casos de covid-19 moderada, enquanto a

contagem de linfécitos foi significativamente menor nos casos de covid-19 grave do
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que nos casos de covid-19 moderada. Ademais, Ramzannezhad et al. (2022)
avaliaram a frequéncia de linfécitos T CD4+ e mondcitos, e mostraram que pacientes
com covid-19 critico tinham uma frequéncia significativamente menor de linfocitos T
CD4+ HLA-G+ e mondécitos CD14+ HLA-G+ em comparagdo aos pacientes com
covid-19 moderada e controles saudaveis. Por outro lado, a frequéncia destas
células foi significativamente maior em pacientes com covid-19 moderada em
comparagao com controles saudaveis. Esses resultados indicam que pacientes com
covid-19 moderada tém mais propriedades imunoldgicas do que pacientes com
covid-19 criticos, e esse recurso pode ajudar pacientes com covid-19 moderada a
modular as condic¢des inflamatérias (RAMZANNEZHAD et al., 2022). Estes dados
podem ser contrastados aos nossos resultados que mostraram que 0s niveis de
SsHLA-G em pacientes com covid-19 hospitalizados apresentaram aumento gradual
naqueles com formas leve a grave, e uma reducdo em pacientes criticos.

Especificamente para o sHLA-G, nossos resultados também sugerem a
exaustdo da resposta imune contra 0 SARS-CoV-2, na qual os niveis de sHLA-G
estdo maiores no inicio da infeccdo, e vai gradualmente crescendo conforme a
gravidade clinica da doenca progride, entretanto, quando os parametros clinicos
avancam para a covid-19 critica, os niveis de HLA-G caem, sugerindo a exaustao,
apos a superexpressao deste inibidor de controle imunolégico.

A dindmica da expressdo de sHLA-G em diferentes gravidades clinicas da
covid-19 pode indicar que o status da infeccdo por SARS-CoV-2 pode estar
envolvido na regulacdo da expressao de sHLA-G. Nossos resultados revelam que os
niveis de sHLA-G, importante molécula de controle imuno-inibitério, aumentam
gradativamente na infeccdo por SARS-CoV-2, durante a progressdo da doenca,
desde covid-19 leve até covid-19 moderada e grave, e reduz na covid-19 critica. Tais
dados reforcam as evidéncias de que pacientes com covid-19 moderada tém mais
propriedades imunomoduladoras do que pacientes com covid-19 critico, e desta
maneira, 0s pacientes com covid-19 moderada, que apresentam niveis aumentados
de sHLA-G, ainda podem modular as condi¢des inflamatérias (RAMZANNEZHAD et
al., 2022), e conforme dados revelados por Bortolotti et al. (2022), que mostraram
gue niveis aumentados de sHLA-G estavam associados com a melhora do status de
covid-19. Ainda, os niveis reduzidos de sHLA-G, em pacientes com covid-19 critica,
mostrados neste estudo, corroboram dados apresentados por Zheng et al., (2020)

que sugerem exaustao da resposta imune contra SARS-CoV-2 devido reducgéo de
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linfocitos citotoxicos hiperexpressando o receptor inibitorio para HLA-G (NKG2A)
nestes pacientes.

Portanto, em pacientes com covid-19 grave, a expressdo de NKG2A induzida
por SARS-CoV-2 pode estar correlacionada com a exaustdo funcional de linfécitos
citotoxicos desde o estagio inicial, o que pode resultar na progressao da doenca, e
na reducdo do sHLA-G na fase critica da doenca. Além disso, os receptores de
“checkpoint” inibitérios imunes que resultam na exaustao das células NK e T foram
demonstrados em infec¢cdes cronicas (RAMZANNEZHAD et al., 2022). Por outro
lado, € importante ressaltar que os inibidores de “checkpoint”, como HLA-G, ajudam
a revigorar respostas esgotadas de células T ou NK no contexto de infeccéo cronica
(BARBER et al., 2006). Em conjunto, esses dados destacam a importancia de
melhorar a resposta imune no estagio inicial da infec¢éo por SARS-CoV-2.

Esses dados destacam a importancia da molécula HLA-G no contexto de
infeccbes virais, como SARS-CoV-2, revelando as perspectivas promissoras para
futuras pesquisas sobre essa molécula e sua potencial capacidade de interacdes
para planejamento de terapias para gerenciar a infeccdo, progressao e prognostico
da covid-19.

No entanto, nosso estudo tem limitagcbes notaveis. Primeiro, este estudo é
baseado na andlise dos niveis plasmaticos de sHLA-G em pacientes com covid-19,
entretanto, as expressdes de outros biomarcadores imunolégicos no contexto da
covid-19, e suas relacdes, ainda é desconhecido. Em segundo lugar, os resultados
foram obtidos pela coleta de amostras no momento da inclusdo no estudo, dados
longitudinais durante a hospitalizacdo ndo foram avaliados; assim, a variacdo da
expressdo de HLA-G pode estar subestimada. Terceiro, 0s mecanismos subjacentes
envolvidos na dindmica do HLA-G, como seus receptores e 0s hiveis de citocinas
ainda precisam ser explorados. Portanto, coortes mais detalhadas e maiores da
doenca precisam ser investigadas. Assim, S80 necessarios mais estudos para

melhor avaliar o papel das moléculas sHLA-G no contexto da covid-19.
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8. CONCLUSAO

e Este é o primeiro estudo acerca da analise dos niveis plasmaticos de sHLA-G
em pacientes com covid-19 brasileiros;

e Ao realizar a andlise dos dados sociodemograficos e clinicos dos pacientes
com covid-19, observamos que o perfil de pacientes acometidos pela doenca
e sua gravidade assemelha-se ao encontrado na literatura, consolidando o
conhecimento sobre a covid-19;

e Em relacdo as variaveis clinicas e laboratoriais houve diferenca entre o grupo
controle saudavel e os pacientes com covid-19. Todos os niveis de gravidade
dos pacientes com covid-19 apresentaram diferencas significantes em relacéo
ao controle saudavel (controle vs leve: p=0,0004; controle vs moderado:
p=0,0011; controle vs grave: p<0,0001 e controle vs critico: p<0,0001), sendo
que as concentracfes de sHLA-G foram gradativamente aumentando nos
pacientes com covid-19 leve a grave. Contraditériamente, os niveis de sHLA-
G estavam significantemente menores entre pacientes com covid-19 critico
guando comparados aos com covid-19 grave (p=0,02);

e Nao foi verificada associacao estatisticamente significante entre os niveis
plasméticos de sHLA-G com as caracteristicas demogréficas, comorbidades,
e tratamento farmacologico dos pacientes com covid-19;

e Para os desfechos clinicos da doenca (com alta hospitalar) e Obito,
observamos maior concentracdo de sHLA-G no grupo de pacientes que
morreram em relacdo ao controle saudavel (p<0,0001), assim como
comparado aqueles que tiveram a resolu¢cdo da doenca e receberam alta
hospitalar (p=0,0166).
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Nome da Pesquisa: “Avaliacdo prospectiva de expressdo génica e resposta
humoral em COVID-19 grave: busca de potenciais biomarcadores para evolucéo
da doenca em pacientes infectados por SARS-CoV-2”

Pesquisadora responsavel: Dra. Cristina Ribeiro de Barros Cardoso, professora
e pesquisadora da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
USP, onde a pesquisa sera feita.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar da pesquisa chamada
“Avaliacdo prospectiva de expressao génica e resposta humoral em COVID-
19 grave: busca de potenciais biomarcadores para evolucdo da doenca em
pacientes infectados por SARS-CoV2”, que sera realizada por um grupo de
pesquisadores coordenado pela Professora Dra. Cristina Ribeiro de Barros
Cardoso. O objetivo dessa pesquisa € avaliar como estd o sistema de defesa do
organismo durante a COVID-19, causada pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2).
Essa pesquisa podera ajudar a entender a doenca e a criar novos tratamentos no
futuro. Os avancos na area da saude ocorrem através de pesquisas como essa e,
por isso, sua participacdo é importante.

Nessa pesquisa vamos precisar de sangue, saliva, de secrecao
nasal/garganta e/ou pulmonar (material biolégico) das pessoas. Essas
pessoas serdo divididas em 5 grupos:

- GRUPO 1: sangue e saliva; grupo de pessoas CONTROLE NEGATIVO, que sdo
aquelas que ndo tém o coronavirus. Precisaremos também de secrecdo coletada
por cotonete da garganta e do nariz, se vocé nao tem exame recente de COVID-
19.

- GRUPO 2: sangue e saliva; grupo de pessoas POSITIVO ASSINTOMATICO ou
LEVE, que sédo aquelas que tém resultado positivo para COVID-19 e apresentam
sintomas leves ou nenhum sintoma,;

- GRUPO 3: sangue e saliva; grupo POSITIVO MODERADO, que sao aquelas
pessoas que tém resultado positivo para COVID-19 e precisam de internacdo sem
respirador;

- GRUPO 4: sangue e fluido aspirado do pulméo; grupo POSITIVO GRAVE, que
sdo aquelas pessoas que tém resultado positivo para COVID-19 e precisam de
internacdo UTI com uso de respirador.
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- GRUPO 5: sangue e saliva; grupo POSITIVO CURADO, que sédo aquelas
pessoas que tiveram resultado positivo para COVID-19 e que ndo apresentam
nenhum sintoma e ja passaram da fase de quarentena.

Vocé podera entrar em um desses grupos dependendo do resultado para o
coronavirus e dos seus sintomas. Vocé ou um representante poderdo assinar este
documento para concordar com a sua participacdo na pesquisa. Para participar da
pesquisa vocé precisa ter mais que 12 anos de idade (para entrar nos grupos 3 ou
4) ou mais que 18 anos para os grupos 1, 2 e 5.

Como sera a sua participacdo na pesquisa? Vocé ou o seu responsavel
devera:
1°) Responder um questionério, presencialmente ou por telefone. Ficar a vontade para
responder honestamente as perguntas, porque as respostas serdo mantidas em
segredo. As perguntas serdo sobre dados pessoais (home, idade), habitos de vida
(fumo, bebida alcodlica, exercicios fisicos), doencas existentes e uso de medicamentos.
Neste dia nés combinaremos o dia e o lugar para colher o material bioldégico, ou
autorizar usar os dados do prontuario médico (quando estiverem internados e
impossibilitados de responder perguntas).
2°) Autorizar/doar uma amostra de sangue (16 ml para os participantes do GRUPO
3 ou GRUPO 4 e 28 ml para os GRUPOS 1, 2 e 5). Essa quantidade é igual a duas
colheres e meia de sopa ou pouco menos e, se vocé for dos GRUPOS 1, 2,3 e 5
um pouco de saliva, que sera coletada da sua boca com algodao. Se vocé for do
GRUPO 4, também doard 20 ml de aspirado de fluido pulmonar, que é uma
secrecdo que os médicos/enfermeiros retiram do pulmdo de quem esta intubado,
para melhorar a respiracao (essa secrecao € retirada de rotina, independentemente
da pesquisa e normalmente é descartada no lixo. Neste caso, serd doada a
pesquisa).
3°) Autorizar coleta, uma Unica vez, de secrecdo do nariz e da garganta com um
cotonete, para exame de infec¢do pelo coronavirus, se vocé for GRUPO 1 e néo
tiver feito este exame recentemente.

As coletas desses materiais biol6gicos serdo realizadas por um profissional
capacitado, usando material esterilizado e descartavel.

Quantas vezes vocé devera doar estes materiais? Dependera do grupo
gue voceé estiver:

- Se voceé estiver nos GRUPOS 1, 2 e 5 vocé doara uma Unica vez.

- Se vocé estiver nos GRUPOS 3 e 4, vocé doara nos seguintes momentos: no
dia que estiver internado e receber o diagnéstico POSITIVO para 0 novo coronavirus,
dois dias depois e uma vez por semana até vocé sair do hospital.
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Quais os riscos ao participar da pesquisa?

Vocé podera ter algum desconforto, como dor pela picada da agulha, e
podera aparecer uma pequena mancha roxa no local da picada, que devera
desaparecer em poucos dias.

O que seré feito com os materiais biolégicos colhidos?

As amostras de sangue, de saliva e de aspirado pulmonar serdo usadas para
estudar as células e as substancias produzidas pelo sistema de defesa do
organismo. Alguns exames de laboratorio clinico serdo realizados no sangue.
Caso algum desses exames apresente resultados que possam indicar algum
problema de saude diferente daquele causado pelo coronavirus, uma enfermeira
ligada a equipe da pesquisa, a Profa. Dra. Ana Paula Moraes Fernandes ou
Dra. Angelina Lettiere Viana entrard em contato com vocé para entregar o
resultado do exame, para orienta-lo e indicar o acompanhamento em uma UBDS
do municipio de Ribeirdo Preto/SP. Dessa mesma amostra de sangue, nés iremos
separar o DNA e 0 RNA, que sdo os materiais genéticos das células que tém as
receitas para a producédo das substancias de defesa, e também separar a parte
liguida do sangue que se chama soro ou plasma, que contém essas substancias
de defesa.

Que outras informagdes serdo necessérias para a pesquisa?

Caso vocé seja atendido em algum servico de saude (SUS, hospital,
convénios), nés precisamos da sua autorizagcdo para consultar as informacfes
(exames e outras doencas) que os médicos anotam na sua ficha de atendimento.
Essas informacGes serdo importantes para a pesquisa e serdo mantidas em
segredo.

Se houver sobra do seu material biol6gico, serd muito importante
guarda-lo para futuras pesquisas sobre o0 novo coronavirus, uma vez que muitas
coisas ainda precisdo ser estudadas sobre a doenca causada por ele. Assim,
solicitamos também sua autorizacdo para guardar essa sobra de aspirado de
pulmao, assim como material do seu sangue, que serdo células chamadas
leucdcitos, plasma ou soro (parte liquida do sangue), DNA, RNA e/ou saliva. Esse
material serd armazenado sob a responsabilidade da Professora Cristina Ribeiro
de Barros Cardoso. Todo o material sera identificado com codigo e ficara
guardado por no maximo 10 anos e, posteriormente, serdo jogados fora. Para
cada nova pesquisa a ser feita com esse material e aprovada pelo Comité de
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Etica, vocé sera consultado para dizer se concorda ou ndo com o uso do seu
material na nova pesquisa.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados em congressos e trabalhos
cientificos, o seu nome nunca sera divulgado, sendo guardado em segredo. A
sua participacdo é voluntaria e vocé nao tera despesas nem ganhara dinheiro
para participar dessa pesquisa. Para as coletas dos materiais biologicos os
pesquisadores irdo até vocé na sua casa ou no hospital. Vocé podera tirar davidas,
conhecer os resultados da pesquisa e tera toda a liberdade de recusar-se a
participar ou retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa sem
gualquer problema e sem prejudicar seu atendimento no servico de saude. Basta
avisar a pesquisadora Dra. Cristina ou 0 Comité de Etica em Pesquisa em um dos
enderecos e contatos que aparecem no final desse documento. O Comité de Etica
em Pesquisa é responsavel por defender os interesses dos participantes da
pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da
pesquisa dentro de padrbes éticos. Como participante da pesquisa vocé tem o
direito de procurar obter indenizacdo por eventuais danos decorrentes da sua
participacédo na pesquisa.

Se ao final da leitura deste documento vocé estiver sem qualquer
duvida e concordar em participar da pesquisa, vocé e a pesquisadora deverdo
assinar esse documento em duas vias. Uma das vias serd sua e a outra da
pesquisadora.

Ribeirdo Preto, de 20 .

Profa. Dra. Cristina Ribeiro de Barros Cardoso
Pesquisadora responsavel

Eu, e
concordo em participar dessa pesquisa e concordo com a guarda de
material para pesquisas futuras.

Ou

Eu, : li e
concordo em participar dessa pesquisa, mas ndo concordo com a guarda de
material para pesquisas futuras.

Ribeirao Preto, de 20

Assinatura do participante da pesquisa ou responsavel
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Enderecos e contatos:

Professora Dra. Cristina Ribeiro de Barros Cardoso

Endereco: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP; Av.
do Café, sem numero, bairro Monte Alegre, Campus USP Ribeirdo Preto -
Bloco S - 2° andar — sala 066-A; CEP 14040-903 - Ribeirdo Preto — SP.
Telefones: (16) 3315-0257 / (16) 98150-3000; Email: cristina@fcfrp.usp.br

Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP. Endereco: Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP

Avenida do Café, sem nuamero, bairro Monte Alegre, Campus USP Ribeirdo
Preto - Bloco H - Sala 116; CEP 14040-903 - Ribeirdo Preto — SP - Telefone:
(16) 3315-4213; Fax: (16) 3315-4892; Email: cep@fcfrp.usp.br
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WAL : o
PRI, RACTIND:

WAL DREE:,
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FAOBAL: ]
PATenti e FACTTHO:

FROREL: DORSE:
AT T MOTTHI:

FROME: DE5E:,
T o BACTTRO:_

FI D EI:I..IEI'IEIHERI'D PESSOAL

LAY

INICIO DO QUESTIONARIO OBSERVACIONAL

[NGo perguntar noda @ pessoa, somente observar e anotar)
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AFARTRTA RUTRECADT
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CUTRAS oEsDavRcirs:

PSS LTl LAY

AFARLHTA

DAUTRAS I:Iﬂ'.l'ulii:ﬁu:

FIM DO QUESTIONARIC OBSERVACIOMNAL

L]

INICIO DAS ANOTACOES DO PRONTUARIO

{obter o prontudric no LBS ou o5 resultodos com o pociente)
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infectados por SARS-Covz

PERGUNTE AO PACIENTE SE ELE POSSUI 05 RESULTADOS DOS ULTIMOS EXAMES/
CONSULTAS/ ANOTAGOES.

RESULTADOS INFORMADOS PELD PACIENTE OU DO PRONTUARID
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EASOFILD Bk S0 PR
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infeCtacos por SARS-CoVE
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Anexo A - Aprovacao comité de ética

e USP - FACULDADE DE
@ CIENCIAS FARMACEUTICAS W
R DE RIBEIRAC PRETC DA USP-

FCFRP/USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMEND A

Titulo da Pesquisa: AvalingSo prospectiva da capressio glnka a resposta humaral am COVID-19 grove:
bersc die potancials blomancadones para evolucio da doangy am pacientes infectados

P S SO0
Pesquisador: Cristirm Aibain de Barnos Cardosn
Aroa Temdtica:
Varsfo: 2

CAAE: 062500, 7.0000. 5203
Iinstituigdo Proponante: Faculdade da Cilndas Farmacluticas de Ribeirio Prato - LGP
Patrocinador Principal: Firencimenta Pridpro

DADGS O PARECER
Momero do Parecar: 400188

Aprasontagio do Projeto:

A presenie sprecisgio rata de solidiangso de smenda. Ma carta de anmminkamanto pam justficatha da
ernenda, o pesquisadons responsived deciarn gue devido & camcieristicas inerentes & pripria pandemia,
poma 8 evalugio dos quadnos prves @ o cresoenbe ndmen de pacientes aoomalidos pesy COVID-18 kv
ro municipio des AibeicSo Prelo, o projeio original fol amplisdo. Dentne as prindpais alaragSes, destoam-se:
= 1 inclusSo de nowos grupos de estudos (especiaiments pacenies oom sinlomas ves ow cormalesoanies],
i serilo proserriecies de ieshes realtmdos via Unidades Bdsions de Sadde do municlpio.

= o InchesSo de novo cendro hospialar adicloral, pam coleta de amosiras de padentes com guadros
maderados ou graves (Hospilal Santa Casa de Missriodrdia de Ribeiio Preta)

= o Irchuesfio de nowos tipos de amostms coleladas (Suiva o aspimdo de Suido puimonarg

= @ InclussSa de nowas melodologias para trabalbo das novas amosiras, incluindo asames labomionais de
ratire (bloquimicos a bareickigioos), dantre outras.

= o Irnclusfio de nowos pesguisadones, para sluansm no projelo, agom maor s ampliado.
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Objotivo da Posquisa:

Chr spoxoedio: com o pesguissdions

DELIETIVO PRIMARIC:

Dwterminar, por medo da avalisgso da mmsposta imunolégics da pacentes infectados por SARSCONZ,
polancirk blomarcadores para o evolugio grave da COVID-18 a novos alvos terapdutioos.

OELETIVD SECUNDARID:

= Imasstigar os pels da MN-glicaras de imunoglobulinas & ctocinas prd ou arfi-inflamaléedas, nos indkfducs
infectadas com SARS-COV2, nas dilersnbas apresentagies olinices da COVID-18, @m comparagio a
individuos sawdivals.

= Caractartzar as imuncglobulings plasmibticas o presantes na salhva, das classes M, G e Igh anti-
carboidrabos, pam dalerminagdo da relagio enire os padries de anlicopos anti-carboldralos ocom o
diagnéstico ¢ prognistico para as dierantes formas dinlcas da doenga.

= Avaliar perfil @ expressSo génica de macrdfagos alveolares obiidos de aspiredo de Nuido pulmonar de
packentes inlubados, essim como avaliar pedis lipldicos @ profeico do Tquido sudactania pulmonar.

= Avallar, por andlise transcriptfimica, a eapressdo génica da recapiores, tatoms de tansoricfio,
erzimasestemidoginices, ereimas do metabolsmo de medisdorns lipidioes, oiocines @ outros medisdornes
relaclonades & mesposta Imuncldgica dos Individucs infectades com SARS-COV2, nas diferentes
aprassntagdes clinicas da COVID-19, em comparagio a individuos sauddveis.

= Determinar, por aspaciromatria de massas de alla resolugio (LC-MEMSE), o pedfil de produgio de
shosanoldas, homénics esterckies, andocarabincides, esfingolipldics/iceramidas @ seus darivadas
mainbdiios athwas, momo também matabdibos do melnabolismo energdtioo adultar em plasma de Indsduos
infectados ras dierenies apresentagles dinlcas da COVID-16, em compargio a indhviduos suddveds.

= Associor o5 pardfis de resposia imumolégica e inflamabiria delarminados ocom o8 desfechos clinioos
documantados da COVID-16.

= Baquendar o axoma e indiddues Infectados oom SARS-C0N2, rems dilerentes apresentapies dinkas da
COWID-18, pam dentificagio de polimofEmes gendtioos que predspiem ao deservoldmenta da forma
grve da doanga & mudanGas epigendlicas elencanda fafores gendilicos da bales & allo rsco & doenga.

= Quaniificar os nhvels plasmétioos de HLA-G soliivel am difrenies condipies clinices de pacientes com
Cavid-19.

= Produsr femementes bickeonoibgicis que permilam o estudo das relagSes entre o vines, sos
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bvos oedulanes @ artioomaos.

= Analisar as axpeciincies posithvas & negalivas de alendimenio  Covid-19 nos servipos de sadcde pliblion
o municipio de RibeinSs Preto-5P.

= Relacionar as varifels sbolo-demogrifices, dinkas, antropomdincas, comportementals o de fsoo oom oS
parimelros imunoligioes, bioqguimicos, gendlicos & melabdlioos aralksdos.

#Avaliagdo dos Riscos o Beneficios:

Dhr spcwoerio oM & s Lasan oy -

RISCOE:

Mo momants das coletas de sangue pode haser risoos flsioos como dor ou incdmodo, formagso de
hamatoma phs-oolbala, gue serfio minmiados por uma esoolifa bea e critadosa do kool onde serd retirsdo
0 Sanguer pan gue o paciente seja padurado uma Onlca vee. As amosims para pesquisa dos packenies
hospitalirados seno oolbidas apares quando s frarem neossshias oulms oolelns par mealizagio de
exames laboratodals de rolire, pam acompanbamenio do estado de salde dos packentes dos grupos maks
pravess, (33 a G4

Sarf solicilada acs paciantes aulorizagfio para acesso aos saus respectivos pronbuiros mbdoos
hospitalares, de forma que of pesquisadones possam comalacionar informagies como dade, seao, das de
interreglo, msuitados dos seus exames mbormiodaks, dinkoos e de imagemn, oom os resuitados da pesquisa.
Sard também solicitado aoesso o relaibios da Vigidinda Epidemioldgica & ao sistema Hygla, para
wvanguacss dos dados dos paricipanies testados para SARS-00VE nas UBS do municipio de RibeirSo
Preto.

BEMEFICITS:

Mo e baneficics dirnstos para cs participanies do peojelo; mas, dursments, Fevendo confimmagdo das
hipdbeses desia trabalho & aoeilagio dos msukados, os pacienies poderio ser beraficiados durante o
poompanhamenio médioo apds o irmtamanto da doenga. O estude busca promover 8 ardiss de futuros
marcadores que poderio auxiiar as condutas clinicas o lerapduticas para o retamenio da infecgdo &
sequeins provocados pala COVID-14. Sabando do polendal imuromoduladar do sistera Imunosnddoning,
s slocsanokdes, de anlicompos & dos madidores dertvados de esfingesidessicaramidas ra resposta
Irunoitgica, & placsivel supor ques o enlendimenio dessas interagies possa sar uilbmds como lermamea
futura para o dessrreohdmento de novos irtamentios pam esia dosnga. Com a juniio dos dados clinkoos &
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laboratorials, esparamos enconirar biomarcadomnes que possam diferenciar individuos sadios de
wssiniomiitioos poriadones do vinus, assim como doenles sindordtioos Hospitalimdos nfio grves de doanles
simomitioos hospitalizados graves. Alédm disso, dentre os beneficios do estuedo esid a possibilidade
identificarmos delerminantes imporiantes da evalugio da doanga.

Comentirios o Considoragbes sobne a Pesquisa:
Dwrsrnin da pesquisa apresentsdo pela pesquisadon: Sendo sslecionados e inclufdos homers o mukenes,

classificados em grupes contmies o dosntes, conforme disgndsion Bbormborial e gravidede da COVID- 16 -
participanies sauddvels da comunidade USSP (Campus FibeinSo Preta), - individuos com beste mobecuiar
pasiive para SARE-0OVE nealiados via Unidades Bisicns de Sadde do municlpio de RibeinSo Preto o que
seqan assiniamdtioos ou apressniem sriomas e, - alim de cormalesoaies & packnies provenkenies de
um hospital privade (Hospial S8c Paulo] ou owto filantndpico (Hospial Santa Casa da Miserdoteda de
Ribairfio Preio), da mesma cidade, que serfio avaliados clinica o Ebomtodaimente, pam o disgndstioo da
doenga, pelos médioos resporssivais palo alendimenio. Apds esta categorizagio, os volunbirios (100 por
prupn) sarfo divididos em: G1: sauddwals com diagndstion molecular negalive pam SARS-COVE, G2
wssintométions ou oligossinomitioos com lesie positivo pam o vines; G3: sSnlomidtioos hospitalizados
modermios com disgnéslico poesithn a8 G4 sintomidlions haspitalirados proves, tambdm oom leste molecular
pasiivo para SARS-00VE, GE: corrvalescanies, iesindos peeviamanie @ oorfimmades positivos para o vires,
panim ra ausinoia afunl de sinals ou srtoras da COVID-14. Termo de Comsenimento Livee @ Esclarecido
(TCLE) asminado pelos packenies ou responsivels @ seefio oolhidos: - amosines de sangue senceso, - salba -
o ispirado de fluido puimonar - pam prooessamanio mboraioral mlenents ao presents projpelo de pesquisy
{alguns participantes controles ferfio mbdm ooleby de swab nasolaringeo pare dagndstion molecular da
infeogso pelo s G1, G2, G5: As amosiras sanSo ooletadas apanns uma wez, par o pesquiss. 53 o G
lario sangue, salva [apenas G3) colelades no momanio da admissfio no hospial @ apds 480, mpatindo-se
o ooletn uma var a cada ¥ dias, abé o fim do perfodo de inlemagdo. G2 sangue & aspirado de fuido
pulmonar (aperes G4) colatadas no momeio da admissio no hospital @ apés 486, repatindo-se a oolaln
wrna v 3 axda T diag, abd o Smodo pariodo de inlemacio. As amaosiras de sangue senio centrfugadas parm
chiengio de plasma o uodolos (bulfy coaf). As odiules oblides sedio imediataments congaladas
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em Trizal, para posiesior axiragio de ARA @ ardise rensciptimica de axpressfio gitnica de recesplones,
[miores die irareacrigio, anzimas esemoidogiinions, cliodnas a oulros mediadores mlaconados & resposta

imuncldgica. Mo plasma sarfio guantificadas diodnas por ensalo mulliplex, alm de slcosanoides,
harmdnios eslernides, sfingolipidecs o commidas, por espactromairts de massa. Albm disso, o5 porfis de N
=glicanas nis Fos de lgGs e artioompos anb-oamboidmios serfio awlindos, pam aveiguar o cormeiagio dos
mEsmos oo oS deshechos dinioos: das infecpies por SARES-COV2. Novas femamanias bioteonoifgions que
parmitam o esludo das relagSes entra o sires, ssus abaos oslules & anticompos seeflo produsddas. Com
eshes msultados em conjurlo, espara-sa compreender mals profundamants a fisiopatologi da COVID-18,
assim oomo estabsheos mancadones de evolugiio @ morbhdade da doeng. A pessquiss descress um ndmess
dir 500 (quinfentos partidpantes) dvididos em & (cinoo) grupos com 104 (oem] paridpantes cada.
Dependendo do msullado para o coromvines o dos ssus sinlomas, o participans deverd doar sangua,
saliva, secoregio rasaligarganta ebou pulmonar & paricipacd de um dos seguintes grupas: - GRALPD 1:
sangue a saliva; grupo die pessoas CONTROLE NEGATIVE, que sSo aquelas que nda bm o ooronavines. E
secreifio ooletada por colonale da gerganta & do nartz, sa o padicipants rfo lem emme moents de COVID-
16 - GRUPD 2: sangue & saliva; grupo da pessoas POSITIVO ASSINTOMATICD ou LEVE, que sio
aquslas qua Mim resuado positive para COVID-1% @ apresantam sintomas evas ou manbum sinkoma; -
GRLUPD 3: sangue ¢ saliva, grupe POSITIVG MODERADD, gue sfio aguedas pessoas que bm resultada
posiivo pam COVID-14 a precisam de infemagio sam respirador, - GRAUPD 4: sargue e Nuldo aspirado do
pulmio; gnpo POSITIVG GRAVE, quis sio aguelas prsoas qua idm esultsdo positivo pam COWIE-18 &
pracisam de internagio UT| com wuso de mspirador. - GRUPOD 6: sangue @ saliva; gropo POSITIVG
CLRADD, gue =80 aquelas pessoas que Bveram resullada positive para COVID-19 & qua rSo apresentam
ranbum sirdors & @ pessaram da fase de queraniers. Pam padicipar da pesguisa o padidpanis pracisa tar
miaks que 12 ancs die idade (pam enlrar nos grupos 3 ou 4) au maks gue 18 anos pam os grapas 1, 2e 6, O
participanie ou um represartane pederSo assinar o TCLE ou Temo de Assentimenio. Como send a
paricipagio na pesquisa serd: 17 Aesponder um guestiondrio, presancialmeanta ou por isksfors. Ficar &
voritade para responder honestamens as panguras, pongue as resposias serfio mantidas em sagredo. As
parguntas ssrio sobee dados pessoaks (noma, idada), Rbbiios de vida [fumo, bebida aloodlion, execldos
lsions), dosnges adsianies o w0 de medicemenios. Resbe dia os pesquisadones combimrio o dia e o lugar
para colher o matedal bioléglon, ou austorizar wsar o dados do promuiio médco (quando astivesam
imamadas & iImpassibllitados de responder panguntas). 29 Audoizas'dosr uma amestra de sangus (16 mi

para
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os participantes do GRAUPG 3 ou GAUPG 4 2 58 mil para os GRUPCES 1, 2 o §). Bz quantidade & igual a
diuas oolhenes @ m de Sopa ou powoo menos &, 58 0 paricipante for dos GRUPCE 1, 2, 3e & um pouon
i salbea, guae sedh oodetads da boon com algodiio. Se o pardicipante for do GRUPO 4, ambém doard 20 mi
da aspirado de fluido pulmonar, que & uma seoreglo qua os mbddoosieniemeains etimm do pulmdo de
o it inftubado, para medborr @ respimgio (esss seoeglo d retimda de noting, independenemants da
peesquiss & nommalmente & desoartada no o Nesis oeso, secld dosda & pesguisy). 3% Autordzar oobesta, uma
(mica wiz, de secreGio do nariz @ da ganggants oom um oolonsle, para aame de imeogio pelo comnnayirs,
s 0 paricipania for GRUPC 1 & rdo tiver feiio esie axame mosniemenie. bs cololns desses moleriais
biokgioos serfio realizadas por um profissonsl capadtado, usando material estailizado @ descartival O
ralimuzen dis wezes ques O participanis fecd que doar matedal biokgioo dependend do grupo gue ale estier -
GRLUPOS 1, 2 e & padicipanie doand uma (nica ez - GRUPOS 3 e 4: padicipanie doack nos seguinies
momenios: mo dia gue esthver inbemado & recsber o disgndstioo POSMTIVO pam o nowo ooronavines, dois
dias depols @ uma wel por semana ald sair do hospital.

FLUXD DE TRABAL MO PARA 05 GRAUPOS G2 o G5 Da forma geral, o uxo de rabakho seel o seguins: «
A Havesd divuigagio pdblion da pesspuisa, vin midies aldrinios (Fooebook, Instagrm o Whatsapp), pam
e partidpanies polencials inferessados em oolaborar se maniesbem. = B) Sgueles gues thwenam imenesss
respondardo, iniclalmente, o formulédrie eletrénice disponivel am
hittpec ipl surseymonioey. comrIUMOCOYID (& nmeo: Cuesliondrio Online), que podedd ser aomsssdo par
mitio da internal em aparsihos aleimdnioos como smariphones, iablets & computsdores. « C) Apds esins
resposlies, aquakes g Sn enguadmnem nos mousios d pesguisa & aoefilarem participar, seclio coniafados
paio islesfone informado no quesSondio online. « ) Mestas ligapio, um pesguissdor desidamente o pacitado
eaplicard ao padicpanie da pesquiss os sequinies fens, de forma olalmente diddtion @ compresereshal: 1. O
imor da pesguiss a sm finalidade; 2 Como a pespuisa beneliciant o sooedade; 3. A quantidade de material
biolégioo & ser doada @ como o prooedimento & realimdo; 4 A& aplicagdo de questiondrio de hibitos,
condigies de saide o afeigho de sinnls vitals. 5. Posshels desconlones gersdes pelos procedimanios:, 8. A
refa oneraEio de quasiguer ousios pam o pardicpanis, luntaiedade & ausénon de benafloios monethos
ou hosphalanes por pate dos pesguisadaones, F. KSo haverd problemas & conlinuidade do alendmento
miidion caso nfo quesira participar. 8. O sigile absoluio em todos os Amblios da pesguisa @ nosso
compremisse com aste item, & Lelura do TCLE na integra o acelte dos larmos sem assinatura
momentfines; 10. Esclarsdmento de eveniuais dicvidas & agendamento does onletes @ pssinabura do TCLE. «
E) Apds astms explioagies a, caso o participants coroomhe, proosdersmos &
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aplicgio de um questiondrio complementar (Aneeo: Coestiorsdnio Goaral). < F) Apds a comeenss o aplimgio
o Cuesdicrdio Gamal via telsiona, a colata de material biokigion & assinatura do TCLE malizar-se-8a no dia

& horfirio scordados oom o participanie. Mesia sisita domiciliar, algumes obseragies importanies malizadas
ern damiclio deverdio complemantar o preenchimenio do Questiordnio Geral. Allerrativamaents, sacd faila
outra busoy athva por participantes, independentemants da divulgag$o em midias sociaks. Para tal, sanSo
avaliados os ndalinios gerados palo setor de Vigiinda Epidamiokigicn da Prafeiium Municipal de Ribeinda
Prooio & aoesso 305 pronbusdnos vin sisema Hygla (apds as devides aulorimgies), pama omizagio @ contio
lmlaifinicn com packanies sabidamenta dispnostkados positheos par SARS-00VE, slendidos res Unkdades
Begdens da Salde. Em sequinola, os passos da pesguiss seeldo os mesmos lstsdos acima, nos fens D, Ee
F. Os particdipantes do grupo G1 serdio ecntados no Campus LSP, conforme descriio no projsio de
pesguisa, mas mmbdm deverfio respondes ds quesites do Questiondrio Geal @ ssram lesiados por swab
rasolaringen pam SARE-C0V2, ceso no apreseniem stagem rmeosnis pam o wines.

O questiordrios compreendam a colata de dados pessoals @ informapies clinico-laborsionials confarme
desorilos no TOLE

As amosies de maledal bioldgioo oolhidas senfioc

COLETAS DE MATERLLL BIOLOEIC dos grupas: 61, G2 ¢ GE

Sangue - Serdo ookilados o okl Z8ml de sangue dos padicdpanies via acessn wanosn par um profssional
capaciado, serwdio:

= dmil raderenies 3 1 ubo de cimio de stdio pam coaguilograma;

= Bmil am 2 tubos (g 4 mi cada) da EDTA para ersaios especiioos da pesquisa;

= dml em EDOTA destinado ao SAC (parm hemogmme « hemoglobina glioeda);
= 4l eem 1 buba de ativador de oofiguio oom el separsdor, pan dosagpens bioguim s,
= dmil em 1 tubo heparinizado parm dosagem de diooines & oums medisdoms

= 4miL em 1 lubo de gel separdor de codgulo, Embém desirndo o ansalos especifioos da pesguisy.
Saliva - A salhva send coketnda por meio de Salietied, gue oommsisbie ma introdugio de um algodfio bolal mens

el na booa do paciene sob a produgiio de saliva, suficlents para umadeosr o algediic. A colela do
aigodfio da boca do participans send realrada com auxllio de gaze esbéril
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pam Sallwite®, o qual sani identficado @ armasenado em galo & encaminkado a0 Bborabirio de pesguisa
para peOoRearmnio.

COLETAS DE MATERIAL BIOLOGICD GAE G4

Sangue - Serfio coletados no fobal 16 mL de sangue de paclentes vin aorsso senoso por um profissional
capacinda, sendo:

= Bl releesnies a 2 ubos da EDTA

= 4 mlam 1 tubo com gal atreador de oodguin

= d milam 1 tubo de heparina

Salbv - A sallva serd coletads por mesio de Salvetie®, que corsiste ra introducdo de un aigodfo tolalmers
eesbiril ma booa do pacients sob a produgio de saliva, suficiente para umedecsr o algodfo. A oolela do
aigodio da bom dos participanies dos grupo G2 secd mallmsda oom auxilio de gars ekl pamn Salivetiod,
o qual serd identificado & amazenado em palo @ anoyminfado a0 Ehomltno pam processamento. NSo
Faved ooletn de saliva de G4, devido s condipies de inlubagiio dos packenies.

Aspirado da Fluide Pulmonar (AFF) - Estas amosims de fluido pulmonar sfio obtides motinedmmends via
wspiragio por calster imqueal por profEsioral capaciiado @ tsualmente descariadas. Portanto, no dia da
ookt hospitalar de singue pam a pesquisa, estys amostnes de AFF gue seriam descartadas, APENAS dos
pacianias G4 om esindo de infubagio, serfio acondidonadas em ubos ofinioos esiémis pam obiengio de
macridagos & esiudos do muoo. Sendo assim, aproximedamenta 20 mL da AFP serSo Identficados &
armananados am gelo, ssguido por encaminbamanio ao aborstdio para prooessamento. Esta amosira sedh
cbiida apans uma wez duranis o periodo da inberreglio de G2, O AFP serd processado dermn de 2 homs
apds o it & ndas as opempies swiio reslirades em um aboreiddo KB-2. Apds o passgem do AFP em
um fillrg de odlulas da nylon de 100 pm para remover aglomamdos & dedriles, o sobreradante sard
cenirifugado e as oflulas sero ressuspersas em melo complsio APMI 1640 resirado. Em seguida, as
cidulas serSo contades em azul de tripan a 0,4%, eniifugades @ essuspansas o umas conoantrcsa die

201046kl para posterior utilizacia.
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Consideragfas sobre os Tormos da apresentagdo obrigatdriaz

s seguinies documentos foram anaxados: Decloragbes de Ciénocia & Compromisse Eiloo dos
Pesquisadores da eguips listados mo formubinio da Plaaforma Brasi, ansdnecia da Santa Casa de Ribeico
Prifo. nova versillo do projelo; nova versdio de TCLE. Declampbes de esponsabilidade & compromisso
sobrn devoluliva de conmes aos packeniesfolunbiios msinades peles Profas Dra Angelina Letilens Viara o
Ana Paula Moraks Fernandes. nowa folha de rosto. compdindio descresnda os procedimentos & coketas de
dadcs @ sxpmes em cada grupo de participamies; questiondrios pera divulgagio plblica & conviles para
participar da pesquiss; quesSiondeio acs participanies da pesquisa dos grupos G, G2 e G5, questiondria
aos participanies da pesquisa dos grupoes G3 e G4, Dooumento nomeado CompendioFINAL, que apresenta
diatalhadamenis o v de rabalho & cs somes borsiodaks realmdos.

Focomendagdas:

Conclusdes ou Pendéncias o Lista do inadoquagtas:

Consideraptas Finals a crisdrio do CEP:
Emenda aprvida pelo Comild de Efoa em Pesquisa (CEP) da Faoukdade de Clindas Farmachulicas de

Bbeirfio Prelo (FOFRPILUSP ) am sua 197 reunifio eximordindria, de

moordo oom o Comunicado SEMS-001 465764, de 06 de malo de 2020, que fmia das orentagies da
CORNEP pam conduglio de pesguisas ¢ atividade dos CEP dunmie a pandemia provocada palo coromsines
SARS-COV-2 (COVID-16), om sau fem 2.21. "0s demais profoomios die pesquisa reladbvos ao SARS-COV-2
(COVID- 18], qua rdo s enquadram nos nowos orfidirios estabetechdos pals CONEP (tam 2.1.), dewam sar
analisados SOMENTE nas CEP de origam.

Em atandimento s Resalugies viganies, devani ser encaminbado ao CEPFCFRP, atrnks da Plataforma
Erasil, o ralatéclo final da pesquisa conforme modelo de Aelatddo aprosvada pedo CEP, bem coma
comunicada qualquer alleragiio, imerooriénca ou interrupcio da mesma. Informamos que, e acondo oom a
Rescluglo 4552, Bem V.5, ket d, o TCLE deve “ser elaborado em duas vas, nbicedas em lodas as
sups phginas e assinadas, ao seu 1&rming, palo convidado a pardicipar da pesguisa, ou por sau

reprsertanta kgal, assim coma pelo pesquisador responsdved, ou pela (5) pessoa [5) por ale delegada (5],
deneindio 25 phginas de assinelums estar na mesma folfa®. O TCLE

Enderegn: Awsiica do Cabh st

Bairre:  Warde Alegra CEP: 100000
LF- 8P Hisnksipla: RIBERAD PRETO
Telelone  |jEEs S a2l Fag: (1533154812 E-mmit: copd ichp usp by

Flgra e ios T



111

LTS
o’

-

USP - FACULDADE DE
ok CIENCIAS FARMACEUTICAS W
=7 DE RIBEIRAC PRETO DA USP-

FCFRP/USP

L

ConBrusacile: do Pasesr 4 OFE P50

dervey s apresentado ao padicdpania da pesquisa em dooumanio impresso frerie o verso 8 oS assingbones
rafo davam ficar em folhas separadas do edo do TCLE. Cabw a0 pessquissdor nesponsdved manhsr os dados
da pesguisa em erguiva, (ision cu digital, sob sua guarda @ resporsabilidade, por um perdodo da & anos
apis o ifrming di pesguisy.

0 presonin projelo, seguiu nosta dats para andlise da CONEF o sd tom o sou inicio aulorizado apds o

aprovagio pala mosma.
Esin parsoor fol slabomdo bassado nos documentos abaixo miacionados:
Tipo: Documanio droguie P ostngem Avior Situasgiio
Cufros LoumpanGloF AL s i o DENERAED | Clenl Mara Marmooohl|  Aosin
143820 Machado
Cutroes Aprova_ CAPP_final pd (SNERAED | Clenl Mar Marmooohl|  Aosin
21548 | Machads
TCLE J/ Termos da | AsserSmeniodDEMDCE pdi (s | Chenl Mam Marroochi|  Aoedio
At et § 2l Machada
Jusstificative dis
Aursfineiy
Cutros Aprovacan CAPP po (rEEAE | Clonl Mara Marmoodhl) | Aosin
2pan B Dkiachads
informagtes Bdsoes| PE_INFORMACOES BASICAS 156421 010682030 Aomdin
o Projain 4 F1.pdf g =
Dwclaragso da AruenciaoratanCarsalbo pof ONERAED | Cristing Fibeiro de T L]
Prersayuisasckons 18:47: 10 | Bams Candosa
Chutros Hygia ViglancarEpidemiologie. pdl CAGESNED | Cristing Hibelmno de Aoedn
18:38:08 | Bamns Candosa
Projelo Defakndo /| ProjCOVID_ADENDO_FINAL pof D1DER0MD | Cristing Ribeino de Ao
EBmchua 18:35:3 | Bamos Candosa
| Lepysest g o
Dweclaragso da Aruencia Vinkoues pd ONERAED | Cristing Fibeiro de T L]
Prersayuisasckons 18:05: 10 | Bams Candosa
Dwclaracho da Aruencia vV pdl DHERAED | Cristing Hibedro de Ao
Prersayuisascons 18:01:5) | Bamos Candosa
Dweclaragso da Aruercia Mool poi OENEEAED | Cristing FAibeino die Ao
Prerscyuisasckons 18:00:48 | Baros Candosa
Darclaraglia da Arnrreia Mok pdi 020 | Cristing Ribeimno de LT
Prersayuisasckons 18:00:31 | Baros Candosa
Dwolaragso da Arnrrcial il g a2 | Cristing Ribaino de Aol
P issdones 18:00:14 | Barens Candosa
Duclaragia da ArnmrcinEAMILA pdi D1AGR020 [Cristing Ribeio de | Acsio
ubadones 176868 | Bams Candosa
oA Ga Arns i Enbabe pdl D1AGR020 | Crsling Hibelo de | ACEin
ubsdores 1FRE2 | Barns Candosa
Dwolaragso da armrciaGiibato.dooe (nEeAE | Cristing Fibeino de P T L]
Prersayuisascons 120 | Bamos Candosa
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Dok raagalion o ArueroinFabianl doo 1 SRR | Cristing Ribain de Moo
Persquismdons 106147 | Baras Cardoso
Darclaracia da Arusne b Elisa gl O EMSEERD | Crissting Ribavino des Ao
Fressouisaacns 175112 | Bareos Cardoso
Dok reagali i AruerinCassia pdl O AEEAED | Cristing Hibeim die Aondln
Persquismdon:s 174838 | Bamas Cardoso
Darclaracia da AruercinAugusiao.pdi SR | Cristing Ribaino de Aol
Prescyuizzackires 17480 | Barms Cardoso
Dok raagalio o ArueroinAngelire pof o EpSEEH | Cristing Ribein de A oo
Pesquissdonss 154747 | Barmos Candosa
Darclaracia da ArmprcinAraPaulsMonsFemandes pdl|  0UOGER020 | Cristing Ribeino de Aol
Persquismdons 1R47ae | Baros Cardoso
Dok rangalio o Armeroin Thals pdd o EpSE0E | Cristing Ribein de A oo
15471 | Bargs Cardosa
Darclaracia da ArnenciaMayone docx SR | Cristing Ribaino de Aol
Persquismdons 104704 | Bars Cardoso
Derclaragia da Armercinl usnal ko doo DR | Cristing Ribeino de Aol
FPosaquasascbiras 17448 | Barmos Cardosa
Doclaraaa ta RALUER IR Jamibedocs DIOGEED | Cmsling Hibelo de | Acsis
Persquismdons 194 | Barns Cardoso
Derclaraca da ArmrcialngrydCamna re DR | Cristing Ribeino de Aol
FPosaquasascbiras 1748512 | Barmos Candosa
Dok ragaion i Armeroin Giovanna pol o EpSEE | Cristing Ribein de A oo
Persquismdons 194564 | Baras Cardoso
Darclaracia da Armercia Canoline pdl SR | Cristing Ribaino de Aol
FPosaquasascbiras 174410 | Barmos Candosa
Dok rangalio o ArmeroinANGE LD, po o EpSE0E | Cristing Ribein de A oo
14240 | Bamns Cardos
Darclaracia da ArnmrcinAraFlavia pdf SR | Cristing Ribaino de Aol
Fressouisaacns 174068 | Barmos Cardosa
Dok rangalio o ArueroinAreCaroling Xeser pof o EpSE0E | Cristing Ribein de A oo
Lo 174031 | Bams Cardoso
= Arnnciasandra docx DGR | Crstng Hibeino g Ao
Prescyuizzackires 1740012 | Bareos Cardoso
Chutroes CompeandioFIMAL . doox o EpSE0E | Cristing Ribein de A oo
178837 | Bamos Cardoso
SalcEagio Assinmda | Cafa Encaminhamaenio. LEP pdl DGR | Crsting Hibeio g Ao
pala Pesouisador 193248 | Bamas Cardosa
Frsgpoeresive|
Chufroes AMAPALILA_lprmo_resporsabilidade pd| 01062020 | Cristing Ribeino de Ao
| 1Feal | By Candorss
Cutros Angeling_lermo_resporesabilidade pol DR | Cristing Ribeino de Aol
1Ra106 | Bamos Cardoso
Folha de Rt ol DR csiohCY Anssinada pod O EMSEERD | Crissting Ribarino des Aol
1han1? | Bamos Cardoso
Ermbmregn:  demnala oo Cabl s i
Bairrdc  Rrie Alegin CEF: ja 045008
LF: 2F Hunkdpks: FRIBEFRAG FRETO
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Dwclaragio de ArmerciaSANTACAZA pdl OENER0RD | Crissting Ribeino de Aol
Iresatituicdio 1S | Bamos Cardosa
 Irvireeesini
TCLE / Termos da | TCLE final docx OENER0RD | Crissting Ribeino de Aol
Asmentimento J 112318 | Bamros Cardosa
Jusstificativa die
Aursiinoiy
TCLEf Termos o | AsssrSmanioADENDC. pd DLANSEAEMD | Crissting Hibarino de Ao
Assentimento 1REIT | Bamos Candoso
Jusdificat v de
Aumdineis
[Chiros CuesBonanc_onin_Ghamads_Publka. | DUGR2IED | Crstina Fibelin de Aceiln
et 15184 | Bamos Cardoso
Chutres CuessfinnanoCaE4, pdl SR | Cristing Ribaino de Aomdin
IR0 | Bamos Candoso
Outros Cuessfioraiod 1 2565, pdi O AER0D | Cristing Ribeino de Aol
1ROEEE | e Candoss
Cronogrma Cronogramea_de_axed doox O ANSR2020 | Cristing Ribeino de Aol
Ty Barms Candoso
Duclaragio da Aruercia Hospital pa [E42020 | Cristing Ribaino de Aol
Iresatituicdio a 1hEne | Bamos Cardosa
 Iriresindum
DaclaragSo da Irf roaeewsst e i D4R | Cristing Ribaino de Aomdin
Iresatituicdio o 172714 | Bams Cardoso
 Irirsersin g
DaclaragSo da CiamiliaM. p D4R | Cristing Ribaino de Aomdin
Pesguissdon:s 1RE001 | Bamros Candoso
t%m e Aruercikmbal pdi DL4PIeD | Crstina Hibelno g Acein
Pasguissdonms 100847 | Bamos Cardosa
Daclaragho da Aruercia Cmar_equipe pdl DSR4 2020 | Cristing Ribeino de Aol
Py utssdons 170600 | Bamos Cardoso
Durctaracso oa ArLri_Farmando. pdl DREAIED | Crstina Hibeino g AoEin
Presguissdon:s 1Rl | Baros Candoso
Dwclaragho de Aruercia_Pedno g SO 2020 | Cristing Ribeino de Aol
FPresmguissdonss 170808 | Bamos Candoso
Duclaragho da Aruercia_ Lo pdl a0 | Cristing Ribeino de Aol
Py ubssdons 170855 | Bamos Cardoso
Dwclaragio de Aruercia_ Cristing. pdi DEORRD | Cristing Ribeino de Aol
Pesguisadon:s 1F0842 | Baros Candoso
DeclaragSo da Aruercin_Cados pdl A28 | Cristing Ribein de Ao
Pregnoyuissdorss 170314 | Baros Cardoso
Dsclaracho e Aruercia_ Camila pa DS | Crissting Hibaeino de Ao
Py utssdons 1850 | Bamos Cardoso
Dwclaragho de criacn_blorrepaosionio pdl DS | Cristing Ribeino de Aol
Mlaniessio Malerial 16 | Bamos Candoso
Einldygpion
| Elion pecesi] iy |
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Biobanco criacio_blorrepostonio pdf 06042020 | Cristina Ribeiro de Aceilo
165603 | Barmos Cardoso

Situagio do Parocer:
Aprovaco

Necessita Aprociagio da CONEP:
Sim

RIBEIRAD PRETO, 08 de Junho de 2020

Assinado por:
Cleni Mara Marzoochl Machado
{Coordenador(a))

Bakre: Morde Alege CEP: 14 040008
UF: &P Muriciplo:  FIBERAC PRETO
Telefone  |jadsr6a1a Fax: (183154802 Ermll: cop@ictp sty
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