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RESUMO

GOZZI-SILVA, S.C. Andlise de células Natural Killer de memdria e da resposta antiviral de
células T CD8+ na infeccdo por SARS-CoV-2. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, 2022.

A COVID-19, doenca infecciosa causada pelo SARS-CoV-2, disseminou-se em escala
pandémica. A infecgdo pelo virus pode evoluir de maneira assintomatica ou gerar sintomas mais
graves, influenciada pela presenca de comorbidades. A linfopenia nos pacientes acometidos
com a COVID-19 de acordo com a gravidade dos sintomas é recorrente, incluindo diminuicao
da frequéncia de células NK (Natural Killers). Contudo, o perfil de células T CD4+, T CD8+ e
NK quanto a funcionalidade ainda ndo bem foram elucidados na infec¢do aguda pelo SARS-
CoV-2. A proposta deste estudo é avaliar o perfil fenotipico e funcional de linfécitos T e células
NKs, incluindo células NK de memdria, em pacientes com quadro moderado e grave/critico de
COVID-19. No periodo de pandemia, iniciamos as analises em uma coorte de 79 pacientes
confirmados com SARS-CoV-2 (31 casos moderados e 48 casos graves/criticos) procedentes
do HC-FMUSP. Observamos nesta coorte prevaléncia de 6bito de 6,5% nos quadros moderados
e de 31,3% nos quadros graves. As comorbidades mais prevalentes foram hipertenséo arterial
sistémica e distarbios cardiacos. Apesar da linfopenia, evidenciamos aumento da expressdo de
marcadores de ativacdo em linfécitos T (CD28, CD38 e HLA-DR), assim como aumento da
frequéncia de células T CD4+, T CD8+ e células NK que expressam a proteina de checkpoint
imunolégico, PD-1, nos pacientes com quadro grave/critico em relacdo aos controles. Em
contraste com a diminuicéo percentual de células NK, houve aumento da frequéncia de NK de
memoria, NKG2C+CD57+, tanto nos casos moderados quanto graves/criticos da infeccdo. Ja
no tecido cutaneo de pacientes que foram a 6bito em decorréncia da doenga, detectamos na
regido dérmica aumento da expressdao de NKG2C e granzima. Considerando que a expansdo
desta populacéo esta relacionada com a exposicdo ao citomegalovirus (CVM), houve elevacao
dos titulos de anticorpos IgG anti-CMV nos pacientes com COVID-19, que se normalizou nos
individuos convalescentes. Quanto ao perfil citotéxico das células mononuclares do sangue
periférico, j& na condigdo basal, foi observado aumento da resposta de células TCD4+ e NK,
entretanto com o estimulo com PMA e lonomicina pouco se alterou. Ja os linfocitos T CD8+
mostraram diminui¢&o da resposta citotdxica, evidenciando um perfil de exaustdo nos pacientes
com COVID-19 grave. Além disto, foi evidenciado aumento da expressdo constitutiva de genes
associados a via das caspases, inflamassoma e fatores antivirais em linfocitos T CD8+
purificados de pacientes com COVID-19 grave, e reducdo da expressdo de TNF-a. O perfil
citotdxico, por células NK de memoria e células T CD4+ citotoxicas, pode compensar a
disfuncdo/exaustdo das T CD8+, contudo presenca de células com potencial citotoxico foram
detectadas na derme de autopsias de pacientes COVID-19. Estes achados podem fornecer um
maior entendimento dos fatores associados a gravidade da infec¢do aguda por COVID-109.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, linfocitos T, NK de mem6ria, fatores antivirais.



ABSTRACT

GOZZI-SILVA, S.C. Analysis of Natural Killer memory cells and the antiviral response of
CD8+ T cells in SARS-CoV-2 infection. Dissertation (Master in Immunology) — Institute of
Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo, 2022.

COVID-19, an infectious disease caused by SARS-CoV-2, has spread on a pandemic scale. The
virus infection can evolve asymptomatically or generate more severe symptoms, influenced by
the presence of comorbidities. Lymphopenia in patients affected with COVID-19 according to
the severity of symptoms is recurrent, including a decrease in the frequency of NK cells (Natural
Killers). However, the profile of CD4+ T, CD8+ T and NK cells in terms of functionality has
not yet been well elucidated in acute SARS-CoV-2 infection. The purpose of this study is to
evaluate the phenotypic and functional profile of T lymphocytes and NK cells, including
memory NK cells, in patients with moderate and severe/critical COVID-19. During the
pandemic period, we started analyzing a cohort of 79 patients confirmed with SARS-CoV-2
(31 moderate cases and 48 severe/critical cases) from HC-FMUSP. In this cohort, we observed
a death prevalence of 6.5% in moderate cases and 31.3% in severe cases. The most prevalent
comorbidities were systemic arterial hypertension and cardiac disorders. Despite lymphopenia,
we observed an increase in the expression of activation markers in T lymphocytes (CD28, CD38
and HLA-DR), as well as an increase in the frequency of CD4+ T cells, CD8+ T cells and NK
cells that express the immunological checkpoint protein, PD- 1, in patients with severe/critical
condition compared to uninfected. In contrast to the percentage decrease in NK cells, there was
an increase in the frequency of memory NK, NKG2C+CD57+, both in moderate and
severe/critical cases of infection. In the skin tissue of patients who died as a result of the disease,
we detected an increase in the expression of NKG2C and granzyme in the dermal region.
Considering that the expansion of this population is related to exposure to cytomegalovirus
(CVM), there was an increase in anti-CMV IgG antibody titers in patients with COVID-19,
which normalized in convalescent individuals. As for the cytotoxic profile of peripheral blood
mononuclear cells, in the basal condition, an increase in the response of TCD4+ and NK cells
was observed, however with the stimulation with PMA and lonomycin little changed. On the
other hand, CD8+ T lymphocytes showed a decrease in the cytotoxic response, evidencing a
profile of exhaustion in patients with severe COVID-19. In addition, increased constitutive
expression of genes associated with the caspase pathway, inflammasome and antiviral factors
in purified CD8+ T lymphocytes from patients with severe COVID-19, and reduced expression
of TNF-a. The cytotoxic profile, by memory NK cells and cytotoxic CD4+ T cells, can
compensate for the dysfunction/exhaustion of CD8+ T cells, however the presence of cells with
cytotoxic potential were detected in the dermis of autopsies of COVID-19 patients. These
findings may provide a greater understanding of factors associated with the severity of acute
COVID-19 infection.

Keywords: SARS-CoV-2, T lymphocytes, memory NK, antiviral factors
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1. INTRODUCAO

1.1 Infecéo pelo SARS-CoV-2

A COVID-19, doenca causada pelo virus SARS-CoV-2 (coronavirus 2 da sindrome
respiratria aguda grave), disseminou-se em escala pandémica desde o relato do primeiro caso
em Wuhan, China, em 2019 (HUANG et al., 2020). De acordo com dados da Organizagéo
Mundial da Satde (OMS), até a data de 20 de junho de 2022, mais de 536 milhdes de individuos
foram infectados em todo mundo e 6,3 milhdes foram a 6bito (WHO, 2022). No Brasil, 0
primeiro caso reportado ocorreu em 25 de fevereiro de 2020 (DE SOUZA et al., 2020) e até o
momento o nimero de pessoas infectadas € superior a 31 milhdes e com aproximadamente 668
mil mortes (WHO, 2022).

Em 2002 e 2012, respectivamente, dois coronavirus altamente patogénicos de origem
zoonotica, coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV) e coronavirus da
sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV), surgiram em humanos e causaram
doenca respiratoria. Por ser altamente transmissivel, 0 SARS-CoV-2 se espalhou rapidamente

por todo 0 mundo e superou fortemente 0 SARS e 0 MERS em termos de nimero de pessoas
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infectadas e da amplitude espacial das areas epidémicas. O surto continuo de COVID-19
representa uma ameaca a saude publica global (HU et al., 2021).

O SARS-CoV-2 ¢ um B-coronavirus, consiste em um virus ndo segmentado, envelopado
e com diametro variando de 60 a 140 nm. O genoma € constituido por RNA de fita simples
(ssSRNA) com aproximadamente 30 kb de comprimento (MITTAL et al., 2020). O virus é
composto por quatro proteinas estruturais principais, incluindo a glicoproteina de pico (S),
glicoproteina de envelope (E), glicoproteina de membrana (M) e proteina do nucleocapsideo
(N), além de diversas proteinas acessorias (ASTUTI; YSRAFIL, 2020). A glicoproteina S
permite a ligacdo dos virus as células hospedeiras pela enzima conversora de angiotensina 2
(ACEZ2), expressa nas células do trato respiratorio inferior, sendo também expressa em outros
locais como intestino delgado, testiculos, rins, coracéo, tireoide e tecido adiposo (PRINGLE et
al., 2011). As particulas virais utilizam a Serina Protease Transmembranar 2 (TMPRSS2) da
célula para que ocorra a clivagem da proteina S e fusdo da membrana viral, permitindo com
que o virus tenha acesso ao citosol (HOFFMANN et al., 2020). Com a liberacdo do genoma
viral no citoplasma, inicia-se a transcri¢éo, traducao e sintese do RNA gendmico e das proteinas
estruturais S, E e M, que sdo inseridas no reticulo endoplasméatico. No compartimento
intermediério, entre o0 ER e o complexo de Golgi, 0 genoma viral é encapsulado pela proteina
N formando a particula madura (SHANG et al., 2020). A proteina M direciona a maioria das
interacOes proteina-proteina necessarias para a montagem do coronavirus (CoV), mas para a
formac&o do envelope é preciso a coexpressdo das proteinas M e E. E nesta etapa que a proteina
S é incorporada ao virion. Apds a montagem, as particulas sdo transportadas para a superficie
celular em vesiculas e liberadas por exocitose (FEHR; PERLMAN, 2015; SHANG et al., 2020).

Desde a caracterizacdo genémica inicial do SARS-CoV-2, o virus foi dividido em
diferentes grupos genéticos. Devido a varios processos de microevolucgdo e de selecdo, algumas
mutacdes adicionais surgiram, gerando diferencas dentro de cada grupo genético (chamadas
variantes) (WHO, 2021). Embora a proteina S do SARS-CoV-2 tenha exibido cerca de 4000
mutacdes durante a pandemia (WISE, 2020), a maioria delas ndo afetou a funcéo viral.
Entretanto, a variante B.1.1.7 (alfa), também conhecida como a variante do Reino Unido, foi
relatada em setembro de 2020 e mostrou ter 23 mutacbes que beneficiaram a sua
transmissibilidade. Essa variante € 56% mais transmissivel, indicando sua vantagem
competitiva (JOGALEKAR; VEERABATHINI; GANGADARAN, 2021). A variante B.1.351
(beta) surgiu em outubro de 2020 na Africa do Sul e é provavelmente 50% mais transmissivel
(KUPFERSCHMIDT, 2021). A variante P.1 (gama) surgiu em dezembro de 2020 no Brasil e

as evidéncias sugerem que é duas vezes mais transmissivel do que o virus do tipo selvagem e
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levou a reinfecgbes de 25-61% da populagdo de Manaus, Brasil (JOGALEKAR;
VEERABATHINI; GANGADARAN, 2021). As evidéncias sugerem o surgimento de 240
novas cepas, incluindo o B.1.617 (delta), que pode ser responsavel por causar reinfeccdes em
pessoas recuperadas e nas que foram vacinadas (PAL et al., 2018; WHO, 2021). Além disso,
a variante B.1.1.529 (Omicron) foi relatada pela primeira vez na Africa do Sul em 24 de
novembro de 2021 (WHO, 2021). Ela se distingue das variantes anteriores por abrigar em sua
sequéncia gendmica 49 mutacdes (30 das quais ocorrem dentro da proteina spike) - um salto
das 13 mutagBes encontradas na variante delta (GUNL et al., 2021). Ainda ndo esta claro se
Omicron é mais transmissivel ou se causa doenca mais grave em comparacdo com outras
variantes (DYER, 2021).

O SARS-CoV-2 invade as células ciliadas do epitélio superficial da cavidade nasal. Uma
infeccdo viral disseminada com viremia e altas cargas virais nas vias aéreas na admissdo
hospitalar estdo ambas associadas a resultados graves (OSUCHOWSKI et al., 2021). Em
contraste com os virus influenza, que infectam principalmente células das vias aéreas e células
imunes (macrofagos alveolares e intersticiais e células natural Kkiller), o SARS-CoV-2 pode
infectar uma gama mais ampla de células, incluindo cardiécitos e células endoteliais,
testiculares e do ducto biliar (OSUCHOWSKI et al., 2021).

Os sintomas mais comuns da infec¢éo séo febre, fadiga e tosse seca e 0s menos comuns
incluem producdo de expectoracdo, dor de cabeca, hemoptise, diarreia, anorexia, dor de
garganta, dor no peito, calafrios, nauseas e vomitos (GUAN et al., 2020). Alteracdes olfativas
e gustativas também foram relatadas (GIACOMELLLI et al., 2020). A maioria dos individuos
mostrou sinais da doenca ap6s um periodo de incubacdo de 1-14 dias (mais comumente em
torno de 5 dias) e dispneia e pneumonia desenvolveram-se em um tempo médio de 8 dias a
partir do inicio da doenca (HU et al., 2021; WU; MCGOOGAN, 2020). Contudo, as novas
variantes de SARS-CoV-2 podem diferir no periodo de incubacdo e na manifestacdo dos
sintomas clinicos.

Todas as idades sdo suscetiveis a COVID-19, no entanto, as manifestacdes clinicas
diferem com a idade. Geralmente, homens mais velhos (> 60 anos de idade) séo mais propensos
a desenvolver doencas respiratorias graves que requerem hospitaliza¢do ou que levam ao 6bito,
enquanto a maioria dos jovens e criancas tém apenas a doenca leve ou sdo assintomaticos (WU;
MCGOOGAN, 2020). Individuos portadores de comorbidades como hipertensdo, doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus, doencas imunossupressoras, doengas do sistema
respiratorio, renais e obesidade sdo mais suscetiveis as complicagdes da COVID-19
(ALBERCA et al., 2021; GOZZI-SILVA et al., 2021; HUANG et al., 2020). Embora as razdes
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exatas para a associacdo entre essas comorbidades e a gravidade da doenca e o risco de
mortalidade do COVID-19 ndo tenham sido esclarecidos, a desregulacdo imunoldgica e a
hiperinflamacg&o nessas doencas cronicas podem ser fatores contribuintes para a progressao do
COVID-19 (GULER; OZTURK, 2020).

Na infeccdo por SARS-CoV-2, sdo observados niveis elevados da velocidade de
hemossedimentacdo (VHS), Proteina C reativa (PCR), ferritina sérica e lactato desidrogenase
(LDH). Marcadores hematoldgicos (com presenca de leucocitose, neutrofilia, linfopenia e
trombocitopenia), marcadores bioquimicos (creatinina) e marcadores de coagulacédo
(D- dimero) podem estar relacionados a gravidade e mortalidade da COVID-19 (FEI; SMITH,;
CAO, 2021). Casos graves tendem a ter uma proporcao mais alta da relagdo entre neutréfilos e
linfécitos (RNL). O RNL é calculado a partir do hemograma, dividindo a contagem absoluta de
neutrofilos pela contagem absoluta de linfocitos e indica o estado inflamatério geral do
paciente. Pacientes em estado grave da infecgcdo por SARS-CoV-2, mostram niveis elevados de
RNL (LIU; XU; LIN, 2020).

A ampliacdo dos protocolos de vacinacdo assim como doses de reforco, estdo
contribuindo para a reducdo dos sintomas e gravidade da infeccdo. A vacinacdo contra a
COVID-19 comecou em Sdo Paulo, Brasil, em janeiro de 2021, primeiramente dirigida a
profissionais da salde e idosos, utilizando a vacina CoronaVac (Sinovac/Butantan), e
posteriormente a vacina Oxford/AstraZeneca (ChAdOx1) (AstraZeneca/Fiocruz-RJ). O
protocolo de vacinacao foi ampliando-se para as demais faixas etarias atingindo também as
criancas (CAMPOS et al., 2021; MARTINS-FILHO; BARBERIA, 2022).

1.2 Sinalizacéo celular e tempestade de citocinas na infeccéo por SARS-CoV-2

Apbs a entrada do SARS-CoV-2 nas células hospedeiras humanas, o0 RNA viral é
liberado e age como padrdo molecular associado a patogenos (PAMP), que é reconhecido por
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) tais como receptores Toll-like (TLR3, TLR7
e TLR9) (NIKOLICH-ZUGICH et al., 2020). A sinalizagdo induz MyD88 que leva a ativacdo
do fator nuclear kappa B (NF-kB) e, portanto, & producéo de citocinas pro-inflamatdrias como
(IL-1, IL-6, TNF-a ¢ IL-8), quimiocinas, proteinas de resposta inflamatoria aguda como a PCR
(PORTELA SOUSA; BRITES, 2020; YANG; HUANG; CHIANG, 2021). A ativacdo dos
fatores de transcrigdo IRF3 e IRF7 leva a producdo de IFN do tipo I que ao se ligar a IFNAR,

promove a ativacdo da proteina tirosina quinase associada ao receptor Janus quinase 1 (JAK1)
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e a tirosina quinase 2 (TYK2), que fosforilam os fatores de transcricéo citoplasméaticos STAT1
e STAT2 e translocam-se para o nucleo. Com isso, STAT1 e STAT2 se agrupam com o fator
regulador de IFN 9 (IRF9) para formar um complexo denominado fator de gene estimulado por
IFN 3 (ISGF3) (IVASHKIV; DONLIN, 2014). ISGF3 liga-se as suas sequéncias de DNA
cognatas, ativando diretamente a transcricdo de ISGs. Assim, a sinalizagdo de IFN do tipo |
induz 1SGs que restringem os patdgenos por varios mecanismos, incluindo a inibicdo da
transcricao, traducéo e replicacao viral (IVASHKIV; DONLIN, 2014; KASUGA et al., 2021;
PORTELA SOUSA; BRITES, 2020).
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Figura 1. Reconhecimento e sinalizagdo celular na infec¢do pelo SARS-CoV. (1) Apds a interagdo do virus com o
receptor especifico, as particulas sdo endocitadas no citosol e entdo reconhecidas por PRRs citosolicos como RIG-I e
MDAS5. O virus também é reconhecido por TLRs endossomais como TLR3, 7 e 9, gerando a ativacdo do NF-«xB e IRF3
por meio do desencadeamento de uma cascata de sinalizacdo. (3) Apos a translocagdo para o nucleo, 0 NF-kB ativado
atua como um ativador transcricional para numerosas citocinas pré-inflamatorias. O IRF3, mediante fosforilagéo via
ubiquitina quinases, homodimeriza e transloca-se para o nlcleo para ativar a transcri¢do de IFNs do tipo 1. (4) IFNs do
tipo | ativam a via de sinalizagcdo JAK — STAT via receptor IFNa /  (IFNAR), seguido por fosforilagdo de STAT1 e
STAT?2 via proteina citoplasmatica JAK1 e TYK2. Os heterodimeros STAT1 e STAT2 translocam-se para o nlcleo e
sdo recrutados para a transcricdo dos ISGs por meio do promotor ISRE. O SARS-CoV e outros coronavirus encontraram
muitas maneiras de inibir a cascata de sinaliza¢do utilizando as proteinas estruturais (proteina M e N) ou NSPs (NSP1,
NSP3b e NSP6), mostrados como nimeros e letras na figura. A producgdo de citocinas pro-inflamatérias e IFNs tipo |
criam um microambiente imunol6gico antiviral que controla a sintese viral e a infec¢do, mas os virus apresentam varias
estratégias para evadir dessas vias de sinaliza¢do para neutralizar a resposta imunolégica. Legenda: RIG-I, proteina do
gene | induzivel pelo &cido retindico; MDADS, Proteina 5 associada & diferenciacdo do melanoma; M, proteina de
membrana; N, Nucleocapsideo; IFNAR, receptor de IFNa / ; ISGs, genes estimulados por IFN; ISRE, elemento de
resposta estimulada por IFN. Adaptado de Shan, 2020.

Embora o sistema imunoldgico inato do hospedeiro possua elaborados programas de
defesa antiviral, os virus desenvolvem continuamente estratégias para evadir da resposta imune
do hospedeiro. E relatado na infeccio por SARS-CoV e MERS, que o virus pode suprimir a
resposta do IFN tipo | por mecanismos de evasdo como ubiquitinagdo de sensores citosolicos,
inibicdo da translocacdo de fatores nucleares ou por meio da diminui¢do da fosforilacdo de
STAT1 (KINDLER; THIEL; WEBER, 2016). E descrito na infeccdo por SARS-CoV-2, em
estudos in vitro, que no inicio da infegdo, ha baixa inducéo das expressdes de IFN-B e ISG56,
embora aumentassem em momentos tardios. Essa resposta antiviral atrasada pode fornecer uma

janela para a replicacdo do virus. De fato, grandes quantidades de transcritos virais foram
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observadas antes da inducéo de IFN em células infectadas com SARS-CoV-2. Assim, a falta de
resposta antiviral adequada pode ser central para a patogénese da COVID-19 (LEI et al., 2020).
Além disso, também é descrito que proteinas do SARS-CoV-2 podem antagonizar a resposta e
sinalizacdo do IFN do tipo I (YUEN et al., 2020), por mecanismos como supressdo da
fosforilagdo de STATZ2, inibicdo da translocacdo nuclear de STATL entre outros (XIA et al.,
2020). No entanto, 0s mecanismos antagonicos dessas proteinas virais e suas contribui¢es para
0 desenvolvimento e transmissdo da COVID-19 sdo mal compreendidos. De maneira geral, 0s
estudos destacam o potencial da deficiéncia de IFN do tipo | na suscetibilidade do hospedeiro
a infeccdo por SARS-CoV-2 e a progressao para a doenca grave (LOPEZ et al., 2020).

A producéo de citocinas pro-inflamatorias é de grande importancia para o recrutamento
de células imunes até o local de infeccdo e o combate ao virus. Entretanto, a hiperativacédo
imune sistémica devido a infeccdo por SARS-CoV-2 e uma perda de feedback negativo no
sistema imunoldgico, pode gerar superproducdo de citocinas inflamatérias e causar a
tempestade de citocinas (SONG et al., 2020b). As principais citocinas envolvidas sé&o
interleucinas (IL), IFN, fator de necrose tumoral (TNF), quimiocinas entre outras. Nesse
processo, quimiocinas e citocinas sdo cada vez mais liberadas para atrair mais células
inflamatorias, principalmente neutréfilos e macréfagos, que migram dos vasos sanguineos para
o local da infeccdo, causando assim a amplificacdo da resposta inflamatoria. A tempestade de
citocinas € uma causa da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG), que gera resposta
inflamatdria sistémica e faléncia de maltiplos érgdos, levando a baixos niveis de saturacdo de
oxigénio e sendo uma das principais causas de mortalidade na COVID-19 (RAGAB et al.,
2020).

Os eventos tromboticos que ocorrem frequentemente na COVID-19 também estdo
associados ao aumento da gravidade da doenca e piores desfechos clinicos. Entre 21% e 69%
dos pacientes gravemente enfermos com COVID-19 apresentam tromboembolismo venoso,
ultrapassando a ocorréncia de 7,5% relatada em pacientes cirdrgicos na UTI. Além disso,
COVID-19 tem maior prevaléncia de trombose do que a gripe (OSUCHOWSKI et al., 2021).
As anormalidades microvasculares incluem inflamacdo endotelial, ruptura das juncdes
intercelulares e formacdo de microtrombos. Uma coagulopatia associada a COVID-19,
juntamente com aumento de citocinas e ativacdo de plaquetas, endotélio e complemento, ocorre
na COVID-19, sendo mais frequente com o agravamento da doenga (LOO; SPITTLE;
NEWNHAM, 2021). Esse meio pré-inflamatorio pode resultar em imunotrombose, no qual
neutrdfilos e mondcitos ativados interagem com as plaquetas e a cascata de coagulacéo, levando

a formacgdo de coagulos intravasculares em vasos pequenos e maiores. As complicacdes
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microtromboticas podem contribuir para a SRAG e outras disfungdes organicas
(BONAVENTURA et al., 2021).

1.3 Células NK de memoria na infeccdo por SARS-CoV-2

As células NK séo células linfdides inatas citotoxicas que atuam na linha de frente contra
infeccdes e tumores e compreendem de 5% a 20% dos PBMCs em humanos (CALIGIURI,
2008). As celulas NK reconhecem preferencialmente células infectadas por patogenos, células
tumorais e células estressadas que expressam ligantes para os receptores ativadores de NK ou
células que possuem alteracao na expressao de moléculas de MHC de classe | (LANIER, 2008).
As células NK podem ser divididas em CD16-CD569" que sdo responséaveis pela producéo
abundante de citocinas (por exemplo, IFN-y) e possuem fungdo imunorreguladora, ¢ em
CD16+CD56%™ que desempenham um papel fundamental na citotoxicidade celular natural e
mediada por anticorpo (CHAN et al., 2007).

Na infeccdo aguda por SARS-CoV-2, tanto o numero total quanto o subtipo de NK
CD16-CD56"'9" ¢ CD16+CD56%™ diminuem na circulagdo (MAUCOURANT et al., 2020).
Essa queda nos numeros provavelmente reflete o direcionamento das células NK da circulagéo
para o0 pulmdo, considerando que ha relatos de aumento de células NK no
lavado bronquioalveolar (BAL). Este homing € provavelmente mediado por CXCR3, CXCR6
e CCR5 em células NK e as quimiocinas que estdo elevadas no BAL de pacientes com COVID-
19 (LIAO et al., 2020).

A hiperativacdo das células NK, impulsionada por IL-6, IL-6R e IL-18, é uma
caracteristica da COVID-19 grave em comparacdo com a doenca leve ou moderada
(MAUCOURANT et al., 2020). Foi descrito que a producdo de granzima e perforina em células
NK na COVID-19 foi aumentada em relacdo aos controles (AHMADI et al., 2020; JIANG et
al., 2020). A producdo de granzima em células NK nos pacientes com sintomas leves e graves
esta aumentada em comparagao aos controles e com o estado critico da COVID-19. E possivel,
gue seja um devido a um mecanismo compensatorio e quando atinge um estagio critico, o status
imunoldgico da célula torna-se comprometido e ndo mais pode ser compensado (JIANG et al.,
2020).

Em contraste, ha descricdo de producéo reduzida de CD107a, IFN-y, TNF-a ¢ granzima
B em células NK de pacientes COVID-19 em relacdo aos controles (MAZZONI et al., 2020;

ZHENG et al., 2020). Também hé& correlagdo entre aumento de citocinas como IL-6 e IL-8
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Figura 2. Mecanismo interativo entre as células NK e a infec¢do pelo SARS-CoV-2. Em caso de resposta
imune inata eficaz, as células NK expressam o marcador de ativacdo CD107a e liberam IFN-y, IL-2 e TNF (lado
direito). Em caso de exaustdo, as células NK superexpressam o receptor inibitdrio NKG2A, que suprime a funcéo
citotéxica das células NK, favorecendo uma condicdo pré-inflamatéria (lado esquerdo). Adaptado de Masselli,
2020.

séricas com a diminuicdo de perforina em células NK (BORDONI et al., 2020; GARCIA,
2020). Alem disso, as células NK possuem fendtipo de exaustdo, por aumento da expressao de
receptor inibidor NKG2A, PD-1 e TIM-3 (MAUCOURANT et al., 2020; ZHENG et al., 2020).

Ha descricéao de células NK de memoria (também chamadas de adaptativas) que exibem
uma resposta de memoria robusta relatada durante a infeccdo viral e ap6s estimulacdo por
citocinas pro-inflamatérias (CERWENKA; LANIER, 2016). As caracteristicas das células NK
de memoria incluem capacidade aprimorada de produzir IFN-y, assim como se assemelha com
a imunidade adaptativa, devido expansdo clonal, respostas imunoldgicas antitumorais e
antivirais mais eficazes e longevidade (DELLA CHIESA et al., 2016).

As células NK de memoria sdo caracterizadas pela coexpressao de NKG2C e CD57. O
NKG2C ¢é um receptor ativador de células NK codificado pelo gene KLRC2, que se liga ao
HLA-E nas celulas infectadas, levando a ativacdo das células NK (VIETZEN et al., 2021). O
CD57 ¢é marcador de células NK terminalmente diferenciadas e provavelmente foram
expandidas clonalmente por infecgbes (LOPEZ-VERGES et al., 2011; SUN et al., 2011).

A infeccdo por citomegalovirus humano (HCMV) pode causar expanséo das celulas NK
de memoria. Em humanos, o epitopo UL40 apresentado por HLA-E é reconhecido por NKG2C,
gerando a expansdo da populacdo de células NK de memdria nos individuos infectados por
CMV (JOUAND et al., 2018). Em camundongos C57BL/6, as células NK expressam o receptor
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de lectina tipo C de ativacdo Ly49H, semelhante a0 NKG2C em humanos. Assim, é capaz de
ligar diretamente a glicoproteina M157 expressa em células infectadas por CMV murino
levando a diferenciacdo em células NK de memdria que persistem por varios meses apos a
infeccdo (TONG et al., 2014).

Estima-se que 83% da populacdo global seja soropositiva para CMV, sendo que sua
soroprevaléncia aumenta com a idade (ZUHAIR et al., 2019). A infeccdo priméria é geralmente
assintomatica em individuos imunocompetentes e o virus gera uma infecgéo latente, sendo que
eventos de reativacdo viral sdo controladas pela resposta imunolégica. Por outro lado, em
individuos imunocomprometidos e imunossuprimidos, como em transplante de 6rgéos solidos,
transplante de células-tronco hematopoiéticas e portadores de HIVV/AIDS, a reativacdo do CMV
pode ser responsavel por morbidade e mortalidade significativas (GOZZI-SILVA et al., 2021,
STERN et al., 2019). A expansdo das células NK de memdria, também é descrita em resposta
a infeccdes por hantavirus, chikungunya, virus da hepatite C, influenza e HIV no contexto da
infeccdo subjacente por CMV (GONDOIS-REY et al., 2017; PAUST et al., 2010).

Uma breve exposicao in vitro de células NK de camundongo com citocinas como IL-
12, IL-15 e IL-18 resulta no desenvolvimento de células NK e apos reestimulacdo com IL- 12
e IL-15, mostram uma capacidade sustentada de produzir altos niveis de IFN-y por pelo menos
4 meses apoés a transferéncia adotiva de células NK para camundongos deficientes em RAG2
(KEPPEL; YANG; COOPER, 2013). Ceélulas NK de memoria induzidas por citocinas também
podem ser geradas a partir de células NK humanas (CERWENKA; LANIER, 2016; ROMEE
etal., 2012).

Na infec¢do por COVID-19, embora 0 numero absoluto de células NK esteja diminuido
nos pacientes graves, ha descricdo de aumento da frequéncia de células NK de memoria, mesmo
nos individuos soronegativos para CMV (MAUCOURANT et al., 2020). Contudo, o percentual
e a contagem absoluta de células NK NKG2C+ CD57+ ndo mostrou correlagdo com o0s niveis
de 1gG anti-CMV, sugerindo que a expansao de células NK adaptativas pode ndo ser subjacente
a reativacdo do CMV (MAUCOURANT et al., 2020). Além disto, h& auséncia de proliferacdo
de células T CD8+ especificas para CMV em pacientes com quadro agudo de COVID-19
(SEKINE et al., 2020). Estes achados podem sugerir um envolvimento especifico do SARS-
CoV-2 com as células NK adaptativas durante a infecgdo por SARS-CoV-2.

1.4 Funcao dos linfdcitos T CD4+, T CD8+ e linfopenia na infecgdo por SARS-CoV-2
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Uma resposta imune eficaz contra infec¢des virais € mediada pela ativacao de células T
citotoxicas que podem eliminar a infecgdo eliminando as células infectadas, além de participar
da ativacdo de outras celulas imunes, producdo de citocinas e regulacdo das respostas
imunolodgicas (ACTOR, 2014).

Os linfécitos T sdo células imunes adaptativas, que se desenvolvem no timo e expressam
o receptor de células T (TCR), capaz de reconhecer peptideos de patégenos apresentados pelo
complexo principal de histocompatibilidade (MHC). O reconhecimento de antigenos
apresentados pelo MHC, juntamente com a ligacdo de CD28, proteina expressa nas células T
que providencia sinais coestimulatorios, promove a ativacdo e sobrevivéncia das células T.
Além de ser um sinal potente para a producdo de varias interleucinas (RUHWALD;
PEDERSEN; CLAESSON, 1999).

As células T CD4+ reconhecem peptideos antigénicos derivados do compartimento
fagossomal apresentados por MHC de classe Il (ACTOR, 2014; LIEBERMAN, 2003). Um
papel fundamental das células T CD4+ é otimizar a resposta de outros linfécitos como na
geracdo de células T CD8+ citotoxicas e de memdria e na promocéo da producéo de anticorpos
pelas células B. As células T CD4+ geradas em resposta a infeccdo viral, possuem um fendtipo
do tipo Thl e produzem grandes quantidades de IFN-y e expressam T-bet. Este fenotipo
depende da exposicdo a altos niveis de IL-12 e IFNs do tipo I (SWAIN; MCKINSTRY;
STRUTT, 2012).

Modelos murinos in vivo confirmam que as células T CD4 + citotdxicas (CTL CD4) sdo
um subtipo de células T CD4 com capacidades citoliticas (TAKEUCHI; SAITO, 2017). No
contexto de infec¢des virais, como virus do Nilo Ocidental (BRIEN; UHRLAUB; NIKOLICH-
ZUGICH, 2008), influenza (BROWN et al., 2012) entre outros, foi mostrado que as células T
CD4 + citotdxicas sdo prontamente detectaveis ex vivo e que contribuem na contencéo viral
mesmo na auséncia de células T CD8 + antigeno-especificas. Além disso, as células T CD4 +
citotoxicas podem desempenhar um papel protetor nas infeccdes virais cronicas, promovendo
controle da replicagdo viral na infeccdo por EBV e CMV. Na infecgdo por HIV, as células T
CD4 + citotoxicas ex vivo expressam grandes quantidades de moléculas efetoras citoliticas,
como perforina e granzimas (PHETSOUPHANH; PILLAI; ZAUNDERS, 2017).

Os linfécitos T CD8+ reconhecem peptideos antigénicos no contexto de molécula de
MHC de classe I. Quando ativadas, sdo capazes de atacar diretamente as células e promover
apoptose de células malignas ou infectadas com virus. Para exercer essa funcéo, as células T
CD8+ citotoxicas induzem apoptose por liberacdo de grénulos citoliticos ou por expressédo de
ligantes de receptores de morte como FasL (CD95) (LIEBERMAN, 2003).
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Na COVID-19, ha circulacdo de células T especificas para SARS-CoV-2 7 dias ap6s o
inicio dos sintomas (BOECHAT et al., 2021). Nos convalescentes, ha deteccdo de células T
CD4+ e T CD8+ circulantes especificas para o virus, o que evidencia o potencial de desenvolver
memoria de células T (GRIFONI et al., 2020). No entanto, a capacidade dessas células de
proteger infecgdes futuras, em especial pelas variantes, ainda precisa ser determinada.

Embora as respostas de células T sejam importantes no combate de infeccbes virais
respiratorias (VASILEIOU et al., 2020), respostas exacerbadas ou disfuncionais podem
colaborar com a patogénese da COVID-109.

Na infeccdo por SARS-CoV-2, o virus infecta o tecido epitelial respiratdrio e ativa as
celulas imunes inatas locais para liberar citocinas inflamatorias e quimiocinas. Estas citocinas
e guimiocinas entdo recrutam células imunes inatas e ativam células imunes adaptativas que
podem agravar ainda mais o dano pulmonar e propiciar infiltrados linfociticos (YANG et al.,
2021). Niveis de IL-2R, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a sdo mais elevados em pacientes graves em
comparacdo com os nao graves (LIU et al., 2020). Neste contexto, no tecido pulmonar de
pacientes com a doenca grave, € observado intenso infiltrado de células T CD4+ e CD8 +, com
forte expressdo de granzima B (SONG et al., 2020a).

A ativacdo de células T esta correlacionada com a gravidade da doenca em pacientes
com COVID-19, pois uma maior frequéncia de células T CD8+ ativadas (definidas por CD38+
e HLA-DR+) ocorre em pacientes graves por maior tempo apdés inicio da doenca. As células
TCDB8+ exibem um papel controverso na COVID-19, onde é observado producdo reduzida de
CD107a, IFN-y, IL-2 e granzima B, em comparacdo com os individuos controles (ZHENG et
al., 2020); enquanto ha descricao de células T CD8+ com producdo aumentada de granzima A
e B e perforina na COVID-19 (AHMADI et al., 2020).

E conhecido que a linfopenia é uma caracteristica frequente na infeccdo por SARS-
CoV-2 com nameros reduzidos de linfocitos T CD4+, T CD8+, linfocitos B e células NK, com
forte associ¢do com taxa de mortalidade (HUANG et al., 2020; JAFARZADEH et al., 2021).
A linfopenia, como uma anormalidade imunolégica importante, € observada em até 96,1% dos
pacientes com COVID-19 grave (QIN et al., 2020), sendo descrito que a infeccdo por SARS-
CoV-2 tem um impacto preferencial nas células T CD8+ (CHUA et al., 2020; MATHEW et
al., 2020). A linfopenia pode causar imunossupressao geral e promover tempestade de citocinas,
desempenhando um papel importante na persisténcia e replicacéo viral (JAFARZADEH et al.,
2021).
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Figura 3. Resposta funcional de linfécitos T na infeccdo por SARS-CoV-2. A resposta imune antiviral é crucial
para alcangar a eliminacdo do patégeno. Pacientes com COVID-19 apresentam diminuigdo do numero total de
células T. Alguns estudos indicam que essas células podem apresentar capacidade de producdo de citocinas
antivirais reduzida. Além disso, um potencial citotoxico reduzido foi identificado em pacientes com COVID-19,
particularmente naqueles que necessitam de cuidados intensivos. Também h& correlagdo entre aumento de
citocinas como IL-6 e IL-8 com a diminuicdo de perforina em células T CD8+ na COVID-19 (BORDONI et al.,
2020; GARCIA, 2020), sugerindo que a inflamag#o e respostas imunoldgicas desreguladas favorecem a exaust&o
funcional dessas células. Apos o combate a infecgdo, é observada recuperagdo da contagem de linfdcitos (LI1U et
al., 2020).

Diversos mecanismos podem estar associados a ocorréncia de linfopenia na infeccdo
por SARS-CoV-2. Umas das hipoteses, baseia-se que as células T sdo atraidas para locais de
infeccdo, ocorrendo o sequestro de linfdcitos em 6rgaos-alvo, com o objetivo de controlar o
virus havendo consequentemente uma reducao de linfdcitos na periferia (LI et al., 2004). Além
disso, também é relatada redistribuicéo desses linfdcitos apos a infeccdo. Supde-se que o rapido
aumento na contagem sanguinea de linfocitos durante a recuperacao néo seja devido a linfocitos
recém-produzidos pelo timo, mas provavelmente devido a recirculacéo de linfécitos entre os
orgdos e o sangue periférico (LIN et al., 2020). Tanto o MERS-CoV quanto o0 SARS-CoV
infectam diretamente células T priméarias humanas e induzem apoptose e linfopenia (CHU et
al., 2016). Ha descricdo que uma pequena proporc¢édo de linfécitos podem ser infectados pelo
SARS-CoV-2 (XU, H. et al., 2020). Alem disso, os linfocitos infectados com coronavirus
podem entdo ser eliminados por células T CD8+ citotdxicas, através da interacdo FasL-Fas e

liberacdo de perforina e granzima (JAFARZADEH et al., 2021). No entanto, mais pesquisas in
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vitro e in vivo precisam ser realizadas para determinar 0s mecanismos envolvidos na ocorréncia
de linfopenia.

A exaustdo das células T é um estado de disfuncdo que surge durante muitas infeccdes
cronicas. E definida por diminuida funcdo efetora, aumento da expressdo de receptores
inibidores e um estado transcricional distinto das células T efetoras funcionais ou de memoria.
As células T CD4+ e T CD8+ na infec¢do por SARS-CoV-2, possuem niveis de expressao mais
elevados de PD-1 e TIM-3, particularmente em pacientes com a doenca grave (DIAO et al.,
2020; MOON, 2020). Apo6s o reconhecimento e ativacdo do antigeno, as células T regulam
positivamente a expressdo de PD-1, com o0 objetivo de prevenir uma resposta
excessiva. Portanto, no contexto de uma infec¢do aguda, PD-1 também pode ser considerado
um marcador de ativacdo, enquanto durante a estimulacdo cronica, as células T tornam-se
progressivamente disfuncionais e exauridas, persistindo a expressdo de PD-1 (SCHONRICH;
RAFTERY, 2019; ZENARRUZABEITIA et al., 2021).

1.5 SARS-CoV-2 e acometimento cutaneo

A COVID-19 esta sendo entendida ndo apenas como uma infecgdo respiratoria, mas
uma doenca multissistémica envolvendo uma integracdo complexa das cascatas imunoldgicas,
inflamatorias e de coagulacdo (MENTER et al., 2020). Além de sinais clinicos como febre,
tosse, fadiga entre outros; as manifestacGes cutdneas tém sido cada vez mais relatadas em
associacdo com a pandemia da COVID-19. Apesar do aumento da relevancia, muito permanece
desconhecido a respeito da caracterizagdo, incidéncia e patogénese desses sintomas
dermatoldgicos (RECALCATI, 2020; SINGH et al., 2021).

As manifestacdes cutaneas nos casos de COVID-19 encontram sua primeira mengdo em
um estudo inicial da China, que relatou sintomas cutaneos em 0,2% a 1,2% de seus 1.099 casos
hospitalizados por COVID-19 (XU et al., 2020). Isso foi seguido por outro estudo na Italia, que
encontrou erupcbes cutaneas em 20,4% de 88 pacientes confirmados com COVID-19
(SODEIFIAN; MUSHTAQ); REZAELI, 2021).

O primeiro grande estudo clinico sobre envolvimento cutdneo em COVID-19 foi
descrito por Galvan-Casas em um grupo de 375 para avaliar as lesdes cutaneas. As
manifestacOes cutineas descritas foram areas acrais de eritema com vesiculas ou pustulas
(pseudo-chilblain) (19%), outras erupgOes vesiculares (9%), lesdes urticariformes (19%),
erupces maculopapulares (47%) e livedo ou necrose (6%) (GALVAN CASAS et al., 2020).
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A presenca de particulas virais de SARS-CoV-2 no endotélio e a evidéncia histologica
de dano vascular, levando a inflamacdo direcionada aos vasos e favorecendo eventos
hemorragicos e isquémicos, pode constar como mecanismos da patogénese de lesGes cutaneas
na COVID-19 (FARINAZZO et al., 2021; LIU et al., 2020). E provavel que o SARS-CoV- 2
use a ACE2 para entrar nos vasos, uma vez que a ACE2 é amplamente expressa pelas células
endoteliais (HAMMING et al., 2004). O acimulo de angiotensina Il contribui para o dano
pulmonar, disfuncéo dos vasos e aumento da permeabilidade vascular. Disfuncfes vasculares
como vasculite, microvasculopatia, microtrombose e neoangiogénese podem levar a erupcoes
cutaneas na COVID-19 (SODEIFIAN; MUSHTAQ; REZAEI, 2021).

E possivel que as particulas de COVID-19 presentes no sistema vascular cutaneo
possam conduzir a vasculite linfocitica e secrecdo de citocinas. As particulas virais podem criar
complexos imunes com linfécitos cutaneos e células de Langerhans e resultar na secrecdo de
IL-1, INF-y e TNF-a e recrutamento de eosinofilos, células T citotoxicas CD8 +, células B e
NK que induz arterite trombofilica linfocitica (SODEIFIAN; MUSHTAQ; REZAEI, 2021). A
resposta imune da infiltracdo de linfdcitos na pele é provavelmente induzida pela infeccdo por
SARS-CoV-2. A presenca de células necréticas na epiderme e infiltracdo de linfocitos na
derme, assim como celulas inflamatorias, incluindo CD3+,
linfécitos T CD8 + e macrofagos CD68+ sdo descritos em autdpsias (LIU et al., 2020).

Considerando a presenca de infiltrados de linfocitos e a necessidade de maiores
caracterizacdes celulares no tecido cutdneo da infeccdo pelo SARS-CoV-2, é proposta
caracterizar a populacdo NKG2C+ assim como a produc¢édo de granzima, para verificar se esta

populacdo pode estar associada a patogénese da doenca.

A hipétese do trabalho é que a infec¢do por SARS-CoV-2, em contrapartida com a
reducdo das células NK, promove expansao da populacdo de NK de memdria, assim como 0s
linfocitos T e células NK encontram-se com producao alterada de fatores citotdxicos, e reducéo

da expressdo de fatores antivirais, associados a gravidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar o perfil fenotipico e funcional de linfocitos T e de células NK em pacientes

infectados por SARS-CoV-2, moderados e graves/criticos.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar fenotipicamente as populagdes de células T CD4+, T CD8+, células NK e
subpopulacdes no sangue periférico;

e Determinar os titulos de anticorpos IgG anti-CMV e correlacionar com a frequéncia de
células NK de memoria;

e Auvaliar a atividade funcional de linfocitos T e células NK pela producdo de fatores
citotoxicos;

e Analisar a expressdo de PD-1 em linfdcitos T e células NK;

e Avaliar a expressao de fatores antivirais em linfécitos T CD8+ por PCR array;

e Caracterizar células NK de memoria no tecido cutaneo por IHQ;

e Correlacionar dados laboratoriais com a frequéncia de células T e NK.
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6. CONCLUSAO

Em conjunto, esses achados destacam o envolvimento de células T e NK na
imunopatogénese da COVID-19. Os linfocitos T mostram um fenotipo ativado e de exaust&o,
de acordo com a gravidade dos sintomas. No perfil citotoxico, foi evidenciado aumento da
resposta de células NK e células TCD4+ ja na condigdo ex vivo. Os linfécitos T CD8+ mostram
um perfil mais disfuncional e exausto na resposta citotoxica, contudo, pro-inflamatdrio visto o
perfil transcricional antiviral. As células NK, apesar de reduzidas na frequéncia, houve inducéo
de células NK adaptativas pela infeccdo por SARS-CoV-2, que estdo presentes nas autopsias
cutaneas. Esses achados podem fornecer um maior entendimento dos fatores associados a
gravidade da infeccdo. Mais estudos sao necessarios para avaliar o envolvimento dessas células
no curso da doenca COVID-109.
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que precisar. Todos os participantes terdo acesso aos resultados de seus exames no momento em que quiserem e

com as explicagdes necessarias para seu entendimento.

0O individuo ndo é obrigado a realizar estes exames especificos se ndo quiser, o que ndo implica que sofrera alguma
penalidade. Mesmo quem nido concordar em participar do estudo, terd todos os beneficios de atendimento e de
informagdes sobre novas descobertas com relagdo a doenga, do que qualquer outro paciente que participar do
estudo. A qualguer momento, o individuo tem de plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar o seu

consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalizagdo alguma, de sigilo e privacidade.

Garantia de que o participante recebera uma via do termo de consentimento — O participante receberd uma via do

termo de consentimento rubricada pelo pesquisador.

Explicitagdo das garantias de ressarcimento por despesas decorrentes da pesquisa e explicitagdo da garantia de
indenizagdo por eventuais danos decorrentes da pesquisa - Caso acontega algo que prejudique a sua salde e que
esteja relacionado com sua participagdo no estudo, é garantido pela lei brasileira que vocé receba indenizagio de
acordo com o dano ou prejuizo causado durante a pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento
de duvidas. O principal investigador é o Prof. Dr. Alberto José da Silva Duarte que pode ser encontrado no enderego
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470, 3°. andar, IMT Il CEP: 05403-000, Telefone(s) (11) 3061-7499/7194. Se vocé
tiver alguma considerag3o ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 52 andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549, das 7 as
16h de segunda a sexta feira ou por e-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo Avaliagdo de fatores preditivos e biomarcadores na infecgdo
por COVID-19”. Eu discuti as informagBes acima com o Pesquisador Responsdvel (Prof. Dr Alberto José da Silva
Duarte) ou pessoa (s) por ele delegada (s) sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para
mim os objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Data / /
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pacientes
COVID-19

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - Avaliagdo de fatores preditivos e biomarcadores na infecgdo por COVID 19: polimorfismos
genéticos e sinalizagdo de vias inflamatorias

Pesquisador principal - Prof Dr Alberto José da Silva Duarte
Departamento/Instituto - Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da USP

Convite a participacdo — Convidamos o(a) Sr.(a) para participar desta pesquisa, que tem como objetivo estudar e

entender melhor a infecgdo por COVID-19

Justificativa e objetivos do estudo - O surto em curso do COVID-19 representa uma grande ameaga a satde publica

e vem causando uma mortalidade devastadora. A caracterizagdo de marcadores imunolégicos da doenga, e
oferecer, através de seus resultados, futuras perspectivas para novos tratamentos terapéuticos, e contribui¢do ao

entendimento e enfrentamento da infecgdo por COVID-19.

Procedimentos que serdo realizados e métodos que serdo empregados — O paciente selecionado para participar do

estudo devera concordar com a sua participagdo. Serdo coletados exames de sangue sem nenhum custo para o
paciente, que pode aproveitar o dia das consultas para colher os exames. O paciente pode em qualquer momento

ndo concordar em fazer os exames que serdo pedidos.

Explicitacdo de possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participacdo na pesquisa — Sera coletada amostra de

sangue de uma veia. A picada da agulha da coleta, pode levar a um leve desconforto que passard em poucos
minutos. Durante a coleta de sangue, pode haver uma dor minima, parecida com uma picada de formiga, e pode
ficar uma mancha roxa no local que desaparece em poucos dias. Algumas pessoas podem as vezes sentir tonturas
ou até desmaio apds a coleta de sangue, e mais raramente pode haver infec¢do no local que entrou a agulha na
pele.

Beneficios esperados para o participante — O paciente que participar do estudo podera beneficiar-se ou ndo do

estudo. Pode ser que sejam obtidas respostas para algumas dividas que existem sobre a infecgdo por COVID-19 ou

simplesmente descobrirmos algum dado novo que possa contribuir com futuras pesquisas sobre este assunto.

Esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terdo direito os participantes da pesquisa —

Os pacientes continuardo a ser acompanhados como sempre no HCFMUSP. Se houver a necessidade de mais algum
exame, o paciente que concordar com o estudo podera ser ainda convocado via telefone ou carta para vir a uma
consulta, mesmo antes do seu retorno e tera toda a informacdo e assisténcia que precisar. Todos os pacientes terdo
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acesso aos resultados de seus exames no momento em que quiserem e com as explicagdes necessdrias para seu
entendimento. O paciente ndo é obrigado a realizar estes exames especificos se ndo quiser, o que ndo implica que
sofrera alguma penalidade. Mesmo o paciente que ndo concordar em participar do estudo, tera todos os beneficios
de atendimento e de informagdes sobre novas descobertas com relagdo a doenga, do que qualquer outro paciente
que participar do estudo. A qualquer momento, o individuo tem de plena liberdade de recusar-se a participar ou
retirar o seu consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalizagdo alguma, de sigilo e privacidade. O
participante recebera uma via do termo de consentimento rubricada pelo pesquisador.

Explicitagdo das garantias de ressarcimento por despesas decorrentes da pesquisa e explicitagdo da garantia de
indenizagdo por eventuais danos decorrentes da pesquisa - Caso acontega algo que prejudique a sua salude e que
esteja relacionado com sua participagdo no estudo, é garantido pela lei brasileira que vocé receba indenizagdo de

acordo com o dano ou prejuizo causado durante a pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento
de ddvidas. O principal investigador é o Prof. Dr. Alberto José da Silva Duarte que pode ser encontrado no enderego
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470, 3°. andar, IMT Il CEP: 05403-000, Telefone(s) (11) 3061-7499/7194. Se vocé
tiver alguma considerag3o ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 52 andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549, das 7 as
16h de segunda a sexta feira ou por e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo Avaliagdo de fatores preditivos e biomarcadores na infecgdo
por COVID-19”.

Eu discuti as informagdes acima com o Pesquisador Responsavel (Prof. Dr Alberto José da Silva Duarte) ou pessoa
(s) por ele delegada (s) sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os objetivos, os
procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste

estudo, assino este termo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Data / /

Assinatura do participante /representante legal

Nome do participante/representante legal

Data___ / /
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APENCIDE C - Aprovacio do Comité em Etica e Pesquisa

l _USP - INSTITUTO DE
CIENCIAS BIOMEDICAS DA GQWWW
,\ UNIVERSIDADE DE SAO

PAULO - ICB/USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de fatores preditivos e biomarcadores na infecgdo por COVID 19:
polimorfismos genéticos e sinalizagdo de vias inflamatérias

Pesquisador: Alberto José da Silva Duarte

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Verséo: 2

CAAE: 30800520.7.3003.5467

Instituicdo Proponente: Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 4.704.690

Apresentacado do Projeto:

trata-se de resposta de pendéncia emitida por este CEP

Objetivo da Pesquisa:

n&o se aplica a esta avaliagdo

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

ndo se aplica a esta avaliagdo

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Foram anexadas, conforme solicitado por este CEP os comprovantes de matricula das alunas Anna Julia
Pietrobon e Sarah Cristina Gozzi e Silva que conferem o vinculo do Projeto supracitado ao ICB
Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

descrito acima

Recomendacdées:

aprovar

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

aprovado

Enderego: Av. Prof° Lineu Prestes, 2415

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-7733 E-mail: cep@icb.usp.br
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Continuagao do Parecer: 4.704.690

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Qe

mo

De acordo com o parecer do relator e parecer consubstanciado ja constante no processo e dada a

explicacdo para pendéncia dada pelo pesquisador, o Colegiado do CEP - ICB concorda com o parecer do

relator em aprovar o projeto. Cabe aos pesquisadores executantes elaborar e apresentar a este comité
relatérios anuais (parciais ou final) de acordo com o item Il, 11.19 e 11.20 da resolugdo 466/12 do Conselho

Nacional da Saude. Com relagdo as amostras biolégicas, em ndo havendo ainda um biorrepositorio e se

houver retengdo de material devera ser solicitado o devido cadastro conforme modelo constante no "site" do

ICB. Ao pesquisador cabe também finalizar o processo junto a plataforma Brasil quando do encerramento

deste.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1746405.pdf 20:57:32
Outros Carta_Resposta.pdf 09/05/2021 |Alberto José da Silva| Aceito

20:55:53 | Duarte
Outros Ficha_Aluno_SCGS.pdf 09/05/2021 |Alberto José da Silva| Aceito
20:55:32 | Duarte
Outros Declaracao_matricula_SCGS.pdf 09/05/2021 |Alberto José da Silva| Aceito
20:55:09 | Duarte
Outros Ficha_Aluno_AJP.pdf 09/05/2021 |Alberto José da Silva| Aceito
20:54:38 | Duarte
Outros Declaracao_matricula_AJP.pdf 09/05/2021 |Alberto José da Silva| Aceito
20:54:15 | Duarte
Outros FORMULARIO_PARA_SUBMISSAO_D | 15/04/2021 [Alberto José da Silva| Aceito
E_EMENDAS_E_BROCHURAS Milena| 15:54:06 |Duarte
Outros Adendo_projeto_Milena.pdf 15/04/2021 | Alberto José da Silva| Aceito
15:53:26 | Duarte
Outros Subprojeto_Milena.pdf 15/04/2021 | Alberto José da Silva| Aceito
15:52:39  |Duarte
Outros Subprojeto_SCGS.pdf 15/04/2021 |Alberto José da Silva| Aceito
15:52:01 _|Duarte
Outros FORMULARIO_PARA_SUBMISSAO_D | 15/04/2021 [Alberto José da Silva| Aceito
E_EMENDAS_E _BROCHURAS_SCGS. 15:51:23 | Duarte
Outros Adendo_projeto_SCGS.pdf 15/04/2021 | Alberto José da Silva| Aceito
15:50:31 | Duarte
Outros Subprojeto_AJP.pdf 15/04/2021 | Alberto José da Silva| Aceito
15:49:49 |Duarte
Outros FORMULARIO_PARA_SUBMISSAO_D | 15/04/2021 |Alberto José da Silva| Aceito
E_EMENDAS_E_BROCHURAS _AJP.pd| 15:45:58 |Duarte
Endereco: Av. Prof® Lineu Prestes, 2415

Bairro: Cidade Universitéria
Municipio:
(11)3091-7733

UF: SP
Telefone:

CEP: 05.508-000
SAO PAULO

E-mail:

cep@icb.usp.br
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Continuagao do Parecer: 4.704.690

Outros Adendo_projeto_AJP.pdf 15/04/2021 |Alberto José da Silva| Aceito
15:44:48 |Duarte

Projeto Detalhado / |Projeto_Covid19_HCor_v2.pdf 11/09/2020 |Alberto José da Silva| Aceito

Brochura 18:41:16 |Duarte

Investigador

Outros ProjetoCovid19HCor.pdf 24/07/2020 |Alberto José da Silva| Aceito
11:59:16 | Duarte

Outros declaracao_sempatrocinio.pdf 17/04/2020 |Alberto José da Silva| Aceito
08:19:51 _|Duarte

TCLE/ Termos de |[TCLE_COVID_controle.doc 17/04/2020 |Alberto José da Silva| Aceito

Assentimento / 08:16:08 |Duarte

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |TCLE_COVID.doc 17/04/2020 |Alberto José da Silva| Aceito

Assentimento / 08:15:57 |Duarte

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |Projeto_COVID_LIM56_CapPesq.docx 17/04/2020 |Alberto José da Silva| Aceito

Brochura 08:15:08 |Duarte

Investigador

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacédo da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 11 de Maio de 2021

Assinado por:
Camila Squarzoni Dale

(Coordenador(a))
Endereco: Av. Prof® Lineu Prestes, 2415
Bairro: Cidade Universitéria CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-7733 E-mail: cep@icb.usp.br
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