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RESUMO

Beserra DR. Imunomodulacéo da expressdo de PD-1 em mondcitos e linfocitos T e B na infecgéo por
SARS-CoV-2 [dissertacdo]. Séo Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina; 2022.

No final do ano de 2019 um novo coronavirus, 0 SARS-CoV-2, surgiu em Wuhan na China e
rapidamente se tornou responséavel pela pandemia da COVID-19. Atualmente j& foram infectadas
mais de 585 milhdes de pessoas e registrados mais de 6 milhGes de Obitos. A infeccdo pelo SAR-
CoV-2 pode evoluir de forma assintomatica ou com sintomas mais graves muitas vezes associados a
comorbidades. O SARS-CoV-2 possui diversos mecanismos que ocasionam a deplecdo e exaustdo de
linfécitos causada pela expressao de moléculas inibidoras de checkpoint como PD-1 e seu ligante PD-
L1 que suprimem a funcédo efetora destas células, relacionando com a gravidade da doenca. Neste
estudo avaliamos a expressdo de PD-1 e PD-L1 em células TCD4+, TCD8+, CD19+, mondcitos
CD14+ e as formas soltveis no soro de 125 pacientes moderados (n= 70), graves (n=16) e criticos
(n=39) da COVID-19 procedentes do HC-FMUSP. No periodo de maio de 2020 a setembro de 2021.
Observamos a prevaléncia de 17% de 6bitos nos pacientes moderados, 6% nos pacientes graves e
50% nos pacientes criticos. As comorbidades mais observadas foram de hipertensdo arterial
sistémica/disturbios cardiovasculares e diabetes. Foi observada linfopenia nos pacientes graves e
criticos e diminuicdo da frequéncia de linfocitos em pacientes moderados, graves e criticos. Aumento
da frequéncia do de linfocitos TCD4+ que expressam marcador de memdria CD45RO foi observado
em pacientes moderados, graves e criticos. J4 0 aumento de PD-1 foi observado somente em pacientes
graves e criticos, sendo que o aumento da expressdo de CD19+ PD1+ também foi detectado nos
pacientes moderados. N&do foi observado alteracdo em células TCD8+ quanto a expressdo de
CDA45RO0 e /ou PD-1 Quanto aos mondcitos CD14+ que desempenham importante papel na resposta
imune pelo seu perfil pré-inflamatorio, observamos diminuicdo de frequéncia em pacientes
moderados em relacdo aos controles. J& 0 aumento da expressdo de PD-1 em mondcitos CD14+ foi
observado somente em pacientes graves e criticos, associado ao tempo de infeccdo. No soro dos
pacientes observamos o aumento dos niveis de PD-L1 solUvel nos pacientes graves e criticos, 0 que
esta diretamente associado com a maior expressao de PD-1 nas populacdes estudadas. Em conjunto,
estes dados elucidam a importancia do eixo PD-1/PD-L1 na evolugdo da COVID-19 e podem fornecer
um maior entendimento dos fatores associados a gravidade da infeccao.

Palavras chave: SARS-CoV-2. COVID-19. Linfécitos. Mondcitos. Exaustdo. PD-1/PDL-1.



ABSTRACT

Beserra DR. Immunomodulation of PD-1 expression on monocytes and T and B lymphocytes in
SARS-CoV-2 infection [dissertation]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Medicina; 2022.

In late 2019 a new coronavirus, SARS-CoV-2, emerged in Wuhan in China and quickly became
responsible for the COVID-19 pandemic. Currently more than 585 million people have been infected
and more than 6 million deaths have been recorded. SARS-CoV-2 infection can progress
asymptomatically or with more severe symptoms often associated with comorbidities. SARS-CoV-2
has several mechanisms that cause depletion and exhaustion of lymphocytes caused by the expression
of checkpoint inhibitor molecules such as PD-1 and its ligand PD-L1 that suppress the effector
function of these cells, relating it to the severity of the disease. In this study we evaluated the
expression of PD-1 and PD-L1 in TCD4+, TCD8+, CD19+ cells, CD14+ monocytes and the soluble
forms in the serum of 125 moderate (n= 70), severe (n=16) and critical (n=39) COVID-19 patients
from HC-FMUSP. In the period from May 2020 to September 2021. We observed a prevalence of
17% of deaths in moderate patients, 6% in severe patients and 50% in critical patients. The most
observed comorbidities were hypertension/cardiovascular disorders and diabetes. Lymphopenia was
observed in the critically ill and critically ill patients and decreased lymphocyte frequency in
moderate, critically ill and critically ill patients. Increased frequency of TCD4+ lymphocytes
expressing the memory marker CD45ROwas observed in moderate, severe, and critical patients. An
increase in PD-1 was observed only in critically ill and severe patients, and increased expression of
CD19+ PD1+ was also detected in moderate patients. No alteration was observed in TCD8+ cells
regarding the expression of CD45RO and/or PD-1. As for CD14+ monocytes, which play an
important role in the immune response because of their pro-inflammatory profile, we observed a
decrease in frequency in moderate patients compared to controls. The increased expression of PD-1
in CD14+ monocytes was observed only in severe and critical patients, associated with the time of
infection. In patient serum, we observed increased levels of soluble PD-L1 in critically ill patients,
which is directly associated with higher PD-1 expression in the populations studied. Taken together,
these data elucidate the importance of the PD-1/PD-L1 axis in the evolution of COVID-19 and may
provide a greater understanding of the factors associated with infection severity.

Keywords: SARS-CoV-2. COVID-19. Lymphocytes. Monocytes. Exhaustion. PD-1/PDL-1.
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1.Introducéo

1.1. Pandemiada COVID-19

Os coronavirus (CoV), séo virus de RNA (&cido ribonucleico) pertencentes a familia
coronaviridae e subfamilia coronavirinae, apresentam o0s géneros alphacoronavirus,
betacoronavirus, gammacoronavirus e deltacoronavirus, e podem causar doengas respiratérias
e intestinais em animais e seres humanos (V’kovski, et. al, 2020). Nos anos de 2002 ¢ 2003 foi
responsavel pelo surto da sindrome respiratdria aguda grave (SARS) em Guangdong, China e
em 2012 pela sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS) (Cui, Li e Shi, 2018). No final
de 2019 em Wuhan, na China, foi relatado o surgimento de um novo betacoronavirus altamente
patogénico, causador da sindrome respiratdria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
responsavel pela atual pandemia da doenca coronavirus 2019 (COVID-19), que se tornou uma
ameaca a vida humana e seguranca publica no mundo (Sun, et. al, 2020). Até o dial5 de agosto
de 2022 j& foram registrados 585.950.085 milhdes de casos e 6.425.422 milhdes de mortes pela
COVID-19 (WHO, 2022).

Com o avanco da pandemia variantes de interesse do SARS-CoV-2 (VOISs) surgiram.
As VOIs apresentam marcadores genéticos especificos associados a alteracdes que podem
causar maior transmissibilidade ou viruléncia, reducdo na neutralizacao por anticorpos obtidos
por meio de infeccdo natural ou vacinacdo e capacidade de evitar a detecgdo do virus. Até o
presente momento foram descritas as seguintes variantes: a variante Zeta (P.2) detectada pela
primeira vez no Brasil em abril de 2020; a variante Epsilon (B.1.427 e B.1.429) que surgiu no
EUA por volta de junho de 2020 e apresentou maior transmissibilidade; as variantes Eta
(B.1.525) e lota (B.1.526) detectadas pela primeira vez em Nova York em novembro de 2020,
qgue mostraram potencial na reducdo da neutralizacdo por tratamentos com anticorpos e soros
vacinais; a variante Delta (B.1.617.2) relatada pela primeira vez na india em dezembro de 2020,
a variante Theta (P.3) detectada pela primeira vez nas Filipinas e Japdo em fevereiro de 2021,
a variante Lambda (C.37) detectada pela primeira vez no Peru em junho de 2021, a variante
Kappa (B.1.617.1) detectada pela primeira vez na india em dezembro de 2021, a variante Um
(B.1.621) identificada na Colédmbia em agosto de 2021 e mais recentemente a variante Omicron
(B.1.1.529) relatada pela primeira vez na Africa do Sul em novembro de 2021, que se mostrou
2,8 vezes mais infeccioso do que a variante Delta (Abdul Aleem et al. 2022).

O esforco de pesquisadores ao redor do mundo possibilitou o desenvolvimento de
vacinas contra a COVID-19 em uma velocidade impressionante. A primeira vacina aprovada
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contra a COVID-19 foi a BNT162b2 (Pfizer) baseada em mRNA (Lamb, Yvette N. 2021),
aprovada em dezembro de 2020 no Reino Unido e em fevereiro de 2021 no Brasil. Desde entdo
outras vacinas de diferentes modelos vacinais foram aprovadas. No Brasil, até o presente
momento, também foram aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
as vacinas Coronavac (Sinovac Biotech), que utiliza o virus inativado (Wu, Zhiwei, et al. 2021),
a vacina Janssen (Janssen-Cilag) que utiliza vetores de adenovirus sorotipo 26 (Ad26)
(Stephenson, Kathryn E., et al. 2021) e a vacina Astrazeneca que usa vetor adenovirus
recombinante (Hung, Ivan F. N. et al. 2021). Mundialmente ja foram aplicadas 12.248.795.623
bilhGes de doses de vacina contra a COVID-19, sendo que 5.297.790.548 bilhdes de pessoas
foram vacinadas com ao menos uma dose e 4.834.946.693 bilhdes de pessoas com as duas doses
da vacina (WHO, 2022). No Brasil, até o dia 24 de julho de 2022 foram aplicadas mais de 465
milhGes de doses, onde 170 milhdes de pessoas receberam a segunda dose ou dose uUnica
(Ministério da Saude, 2022).

1.2.  Infecgéo pelo SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é formado por quatro proteinas estruturais, a proteina do
nucleocapsideo (N), proteina de pico/spike (S), proteina de envelope (E) e a proteina de
membrana (M) que sdo responsaveis por se ligarem ao genoma do RNA para formar o
nucleocapsideo, pela ligacdo a receptores da célula hospedeira para mediar sua entrada,
formacdo do envelope viral e organizacdo e montagem do virus, respectivamente (Seah, Su e
Lingam, 2020). Além disso, possui dezesseis proteinas ndo estruturais (nspl a nspl6) (Chan,
et. al, 2020), responsaveis pelo processamento e replicacdo do RNA viral, sinalizacdo de
sobrevivéncia da célula hospedeira, separacdo da proteina traduzida, modificacdo das
membranas do RE (reticulo endoplasmatico), participacdo do processo de poliproteina durante
a replicacdo, transcricdo do virus, etc. (Wang et. al 2020).

A transmissdo do SARS-CoV-2 ocorre principalmente por contato com goticulas
respiratorias de individuos infectados ou com fomites. Também pode ser transmitido por via
fecal-oral, por via sanguinea e por aerossois presentes no ar (WHO, 2020). O virus
majoritariamente entra em contato e infecta células epiteliais das vias aéreas respiratorias do
hospedeiro (Thevarajan et. al, 2020). A infeccdo é estabelecida pela ligacdo da proteina S do
coronavirus, composta por duas subunidades (S1 e S2), no receptor ACE2 (enzima conversora
de angiotensina) e na protease transmembranar serina 2 (TMPRSS2) presente na célula do
hospedeiro. Atua na clivagem e ativagdo da proteina S promovendo a absorcao e fuséo do virus
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na membrana celular ou endossomal (V’kovski et al. 2020). Apds, ocorre a liberacdo e
desencapsulamento do RNA génomico que sera traduzido pelas proteinas ORFla e ORF1b,
resultando nas poliproteinas ppla e pplab que formam o complexo de transcricdo e replicacao.
Neste microambiente, 0 RNA gendmico viral e a transcricdo de mRNASs subgendmicos
(mRNAs de sg) responsavel por codificar todas as proteinas virais, possibilita a montagem do
nucleocapsideo. O nucleocapsideo entdo, brotard no limen da cavidade intermediaria RE-Golgi
(ERGIC) e por exocitose ocorre a liberacao de particulas de virus (Li et. al, 2020).

A entrada do SARS-CoV-2 na célula do hospedeiro e seu processo de replicacdo
ocasiona 0 vazamento de Ca?* do citosol para 0 Complexo de Golgi, concomitantemente a
proteina acessoria ORF3a do SARS-CoV-2. Este induz o efluxo de K* da célula hospedeira para
0 meio extracelular, causando seu desequilibrio i6nico, desencadeando ROS (espécies reativas
de oxigénio). A ORF3a também promove a ubiquitinacdo da proteina adaptadora do
inflamassoma AS, mediada por TRAF3, e pode interagir diretamente com o dominio rico em
leucina de NLRP3 (dominio pirina da familia NLR contendo 3), levando a ativacdo do
inflamassoma que induz a formacé&o de poros na membrana celular do hospedeiro, promovendo
a secrecdo de citocinas pro inflamatorias dentre elas a IL-1pB ¢ 1L-18. J& o efluxo de moléculas
de H20 consequente da porosidade celular leva ao inchaco da célula conduzindo-a a piroptose
(Chen, Moriyama, et al 2019; Ren, Shu, Wu et al. 2020). Esse processo resulta na liberacéo de
DAMPs (padrdes moleculares associados a danos), como &cidos nucleicos, ATP e oligdmeros
ASC, e PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos) que sdo reconhecidos por células
epiteliais vizinhas, células endoteliais e macréfagos alveolares que passam a liberar citocinas e
quimiocinas. Entre elas, IL-6, IP-10, proteinas inflamatorias de macro6fagos (MIP1o e MIP1p)
e proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCPL1), que por sua vez atraem mondcitos, macr6fagos
e células T, produtoras de IFNy, para o local da infec¢ao, promovendo mais inflamagio (Zhang
et. al, 2020). Entretanto, foi observado que a rapida replicacdo viral do SARS-CoV-2 consegue
evitar a ativacao da resposta imune inata do hospedeiro durante suas etapas iniciais por acéo de
suas proteinas virais ORF6, ORF8 e as proteinas do nucleocapsideo que inibem a via de
sinalizacdo do interferon tipo | e do promotor responsivo a NF-«xB (Li, Liao et al. 2020). Além
disso, a secrecdo de IL-1p e IL-18 em conjunto com o substrato de caspase-1 gasdermina D
(GSDMD) e lactato desidrogenase (LDH) liberados durante a piroptose por mondcitos e
macrofagos pulmonares infectados, contribuem para a excessiva inflamagéo e gravidade na
COVID-19 (Brewer, R. Camille, et al. 2022). Outro fator associado a gravidade na COVID-19
é a expressdo reduzida de HLA-DR em mondcitos (Silvin, Aymeric, et al. 2020). Este efeito

esta relacionado positivamente com os niveis de fatores imunossupressores soltveis como IL-
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10, TGF-B, VEGFA e AREG (Kvedaraite, Egle, et al. 2021), contribuindo com os niveis de
carga viral, e a gravidade da doenca (Amor, Blanco e Baker, 2020).

Essa supresséo inicial da resposta imune inata causa amplificacdo das respostas pro-
inflamatdrias, levando ao acumulo de células imunoldgicas nos pulmdes, que desencadeia uma
cascata de producdo de citocinas pro-inflamatdrias, ocasionando danos aos alvéolos
pulmonares. Além disso, a tempestade de citocinas pode atingir outros 6rgdos e também causar
danos (V’kovski et.al, 2020).

1.4. Funcao dos Linfdcitos na infecdo por SARS-CoV-2

Na resposta imune adaptativa contra 0 SARS-CoV-2 os linfocitos desempenham papel
crucial no prognostico da doenca. Os linfécitos B atuam, sobretudo, na producdo de anticorpos
neutralizantes, tendo como principal alvo a por¢do RBD da proteina S do SARS-CoV-2
(Thevarajan et al., 2020; Brouwer et al., 2020). Contudo, a persisténcia da imunidade humoral
em pacientes assintomaticos, moderados e graves pode variar (Dan et al., 2021; Long, Liu et
al., 2020; Pierce, Preston-Hurlburt et al., 2020). A imunidade humoral de longo prazo é
dependente de dois tipos celulares derivados de CGs (centros germinativos), as células
plasmaticas de vida longa que secretam anticorpos de maneira continua e as células B de
memdria (MBCs), que podem se diferenciar em células secretoras de anticorpos apds uma nova
infeccdo (Amanna, Carlson e Slifka, 2007; Crotty, Felgner, et al., 2003). MBCs que produzem
anticorpos neutralizantes sdo observadas em pacientes convalescentes para a COVID-19 até 15
meses apos a infecdo, os niveis de anticorpos variaram de acordo com a gravidade da doenca,
sendo mais elevados em pacientes acometidos pela doenca grave do que pacientes com 0s
sintomas leves (Marcotte, Harold, et al. 2022). A resposta de anticorpos 1gG e titulos de
neutralizacdo diminuem 15 a 28 dias apds a infeccgdo, estabilizam ap6s 6 meses. Ciclos repetidos
de CGs e maturacéo de afinidade sugerem que a qualidade de anticorpos gerados aumenta com
o passar do tempo (Wang et al., 2021). Além disso, a forte ativacdo extrafolicular das células B
em pacientes sintomaticos pode prevenir ou atrasar uma resposta imune dependente de CGs
(Woodruff, et al., 2020). Embora a resposta humoral seja imprescindivel no combate a COVID-

19 segue em aberto a durabilidade da resposta de anticorpos especificos para 0 SARS-CoV-2.

Os linfocitos TCD8+ desempenham papel citotdxico agindo diretamente na eliminagao
da célula infectada (Peng et. al, 2020). Na fase aguda da COVID-19 células T CD8+ especificas
para SARS-CoV-2 mostram altos niveis de moléculas ligadas a fungdes efetoras citotoxicas,

21


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2211124722000614?via%3Dihub#bib56

como [FNy, granzima B, perforina ¢ CD107a, importantes para o prognostico da doenca
(Moderbacher et. al, 2020). J& a resposta de células TCD4+ contra o0 SARS-CoV-2 é
caracterizada principalmente pela produgdo de IFNy, TNF e IL-2, gerando uma resposta de
perfil Thl (Weiskopf et. al, 2020). Esse perfil pro-inflamatoério pode contribuir para a gravidade
da doenga, contudo, as células TCD4+ sdo cruciais para o controle da SARS. A rapida inducao
de células TCD4 * durante a fase aguda esta associada a doenca leve (Tan et al. 2020), ja a
auséncia de células TCD4 * esta associada a doenca grave ou fatal ( Braun et al., 2020). Além
disso, sdo geradas diferentes células TCD4+ especificas para 0 virus que irdo desempenhar
diversas funcGes auxiliares e efetoras. As células Thl pela producdo de IFNy desempenham
uma resposta anti-viral, células T auxiliares foliculares (Tfh) que sdo importantes para auxiliar
as células B na maturacdo de afinidade e producdo de anticorpos. Além disto, ha as células
TCD4+ que auxiliam na proliferacdo de células TCD8+, as células T CD4-citotoxicas que
podem ser citotoxicas contra as células infectadas e as células TCD4+ produtoras de IL-22 que
desempenham papel importante no reparo tecidual (Sette e Crotty, 2021).

Pacientes com COVID-19 mostram importantes alteracdes imunoldgicas decorrentes
pelo SARS-CoV-2, como neutrofilia, tempestade de citocinas e a deplecdo e exaustdo de
linfocitos, o que pode favorecer também a infeccdo direta de células T através do receptor ACE2
(Yang et al., 2020). A capacidade do SARS-CoV-2 de destruir diretamente 6rgédos linfaticos,
como 0 baco e o nddulo linfatico, é observada pela atrofia do baco e necrose de nodulos
linfaticos, causando ainda mais linfopenia (Li, Chen, et al., 2020). Além disso, a diminuicéo do
namero de células T mostra uma correlagdo inversa com os niveis de TNFa, IL-6 e IL-10
indicando que a tempestade de citocinas inflamatdrias pode promover a deplecdo e exaustdo
desses linfocitos (Moon, 2020). Também € descrito que pacientes COVID-19 com niveis
elevados de acido latico possuem maior risco de morte intra-hospitalar (Bahl et al., 2020). Altos
niveis deste marcador j& foram associados com a inibicdo da ativacdo e proliferacdo de

linfocitos T em tumores, prejudicando suas fungdes efetoras (Fischer et al., 2007).

1.5 O eixo PD-1/PD-L1 na COVID-19

O receptor inibitorio de morte programada 1 (PD-1) e seu ligante de morte programada 1 (PDL-
1) sdo importantes mediadores da tolerancia imunoldgica central e periférica e de exaustdo
imunoldgica. O PD-1 é expresso em diferentes células imunes, como linfdcitos T e B, células
natural killer (NK), macrdfagos, células dendriticas (DCs) e mondcitos, sendo um dos

principais marcadores de inibicdo e exaustdo de células do sistema imune (Ahmadzadeh,
22


https://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(21)00007-6?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0092867421000076%3Fshowall%3Dtrue#bib16

Mojgan, et al. 2009). Quando ocorre a ligacdo de PD-L1 com o PD-1 expresso nas células, as

vias de sinalizacdo como PI3K/Akt sdo inibidas através da supressdo da fosforilacdo de PIP2 a

PIP3, causando a reducdo da proliferacdo dos linfocitos, estimulacdo da apoptose e aumento da

exaustdo de linfocitos e outras células que expressam PD-1. A via de sinalizagdo
Ras/MEK/ERK também ¢ afetada pelo eixo PD-1/PD-L1, inibindo a proliferacdo e
diferenciacdo de células T, por meio da desfosforilacdo de LCK e ZAP-70 que inibe a via MHC-

TCR. Além disso, o eixo PD-1/PD-L1 influencia o metabolismo das células através da

supressdo da glicdlise, direcionando as células para o uso da lipolise e oxidacdo de acidos

graxos para o metabolismo, contribuindo para o quadro de exaustéo das células (Ashrafizadeh,

Milad, et al. 2020).

Ve, ' W
@y > / 1111\\\\\
P PRIR R

PD-L1

MHC

v

’ PD-1

AR
u\l“”‘” Jeer ey bk
U e
\\\\ ) S i | SHI" 0 //
N o < N\ )
N \ | T ”
% PIP2 - PIP3 \ / ) //

, RAS/MEK/ERK
Glicose Q\P}SK/A“) S i
/'/,l’ /

Lipdlise gordurosa e oxidagdo

{ 1

N Proliferaco
' decélulas T
Expressdo de PD-1apos
C-FOS I—-P reconhecimento de Ag
TRCCRBTTTTTTTTTT
PDCD1 gene

Figura 1. Apresentacdo esquematica do eixo PD-1/PD-L1. Adaptado de Ashrafizadeh,

Milad, et al. 2020.
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Nos mondcitos a expressao de PD-1 afeta transportadores de glicose, assim a expressdo
de moléculas glicoliticas sdo reduzidas e afetam o metabolismo da célula, diminuindo sua
capacidade fagocitica (Qorraj, M., et al. 2017). Além disso, o aumento da expressdo de PD-1
em monocitos é associado com a gravidade em patologias como carcinoma hepatocelular (Yun,
Jin, et al. 2020) e disfungdes imunometabdlicas de mondcitos na leucemia linfocitica cronica
(Qorraj, M., et al. 2017), considerado um importante marcador de progndstico. Contudo, a
influéncia do eixo PD-1/PD-L1 em mondcitos na COVID-19 ainda ndo esta estabelecida.

Em linfocitos a expresséo de altos niveis de PD-1 € a principal caracteristica de exaustdo
dessas células (Sakuishi et al., 2010). Altos niveis de PD-1 em células T sdo associados a
exaustdo em infecgdes virais como HIV, Hepatite B e Hepatite C (Day et al., 2006; Urbani S.
et al. 2006; Boettler et al., 2006). Em células TCD8+ a alta expressao de PD-1 acarreta na
incapacidade da secrecdo de citocinas, impede a proliferacdo celular e diminui sua capacidade
citotoxica (Parry et al., 2005; Hui et al., 2017). Altos niveis de expressdo de PD-1 em células
TCD4+ também estdo relacionados com a inibicéo da proliferagdo celular e diminuicao de suas
funcOes efetoras. Também, é descrito que linfocitos B com altos niveis de expressdo de PD-1
sdo capazes de suprimir linfécitos TCD4+ e TCD8+ por meio da via dependente de PD-1 e PD-
L1 (Wang et al., 2019). Outro marcador associado a exaustdo de células T € a imunoglobulina
mucina de células T (Tim-3), que é expresso principalmente em células Thl e TC1 secretoras
de IFN-y. A intera¢do de Tim-3 com seu ligante, galectina-9, é capaz de induzir a morte celular
em células T (Monney et al. 2002). Pacientes infectados por HIV mostram regulacdo positiva
de Tim-3 em células TCD8 exauridas (Jones, et al. 2008), como também em pacientes
infectados por HCV (Golden-Mason et al. 2009). Em ambos os estudos o bloqueio de Tim-3 é
capaz de restaurar a proliferacdo de células T e aumentar a producdo de citocinas.

O bloqueio da via PD-1 também ja se mostrou eficaz na restauracdo da proliferacdo e
acao efetora de células T. Estudos em camundongos mostraram que o bloqueio de PD-1 foi
capaz de aumentar a migracdo de células T para tumores, elevando quimiocinas induziveis por
IFN-y (Peng et al. 2012). Também foi demonstrado em camundongos que o bloqueio de PD-1
em Tregs foi capaz de restaurar a proliferacdo de células TCD8+, além de reduzir a producao
de citocinas como TGF- e IL-10 em tumores (Duraiswamy et al. 2013). Em infec¢es virais,
0 blogueio da via de PD-1 também foi capaz de reverter a exaustao de células T. Na infeccao
por HIV o bloqueio in vitro de PD-1 em células TCD4+ e TCD8+ levou ao aumento da
proliferacdo, producdo de citocinas e sobrevida (Day et al., 2006). Em camundongos
humanizados infectados com HIV o bloqueio das interagdes PD-1 e PD-L1 por anticorpos anti-

PD-L1 foi capaz de elevar os nimeros de células TCD4+ e TCD8+ e reduzira carga viral
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plasmética de HIV (Trautmann et al., 2006). O bloqueio in vitro de PD-1 e PD-L1 na infec¢do
por HCV, foi capaz de aumentar a proliferacdo e funcéo efetoras de células TCD8+ especificas
para HCV (Golden-Mason L. et al., 2013).

Na infeccdo por SARS-CoV-2 células TCD4+ e TCD8+ apresentam exaustao, fator
diretamente associado com o aumento da expressdao de PD-1 e Tim-3 na superficie dessas
células (Diao et al., 2020). Também foi demonstrado que pacientes com COVID-19 que
evoluiram a oObito possuiam expressao significativamente aumentada de PD-1 e Tim-3 em
células TCD4+ e TCD8+. O aumento da expressdo de PD-1 e Tim-3 também foi observada em
células TCD4+ produtoras de IFN-y de pacientes convalescentes apds 1 ano da infecgdo por
SARS-CoV-2, mostrando perda de sua multifuncionalidade (Hou, Zhang et al. 2021). Em
monocitos, a via PD-1/PD-L1 também pode causar inibicdes no metabolismo e
funcionabilidade. Um estudo de caso demonstrou que o bloqueio de PD-1 em paciente com
melanoma metastatico infectado com SARS-CoV-2 levou a recuperacdo do paciente sem
sequelas da COVID-19 (Pala, Laura, et al. 2021). O blogueio de PD-1 em pacientes
convalescentes da COVID-19 foi capaz de reverter anormalidades imunes, por estimular a
resposta imune (Loretelli, Cristian, et al. 2021).

Com isso, tendo em vista a importancia do eixo PD-1/PD-L1 em diversas patologias e
na COVID-19, mais estudos sdo necessarios para analisar o envolvimento desta via no curso da
infeccdo pelo SAR-S-CoV-2.
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2.0Dbjetivos

Analisar a expressdo de PD1 em mondcitos, linfocitos T e B na infeccdo por SARS-CoV-2.

Determinar os niveis séricos de PD1 e PDL1 soltvel.

2.1. Objetivos especificos

- Avaliar a expressdo de PD1 em linfécitos B, linfocitos CD4/CD8+ e mondcitos de pacientes
moderados, graves e criticos na infeccdo pela COVID-19 e controles ndo infectados e ndo
vacinados,

- Determinar os niveis séricos de PD-1 e PD-L1 em pacientes com COVID-19,

- Correlacionar os resultados com os dados laboratoriais e gravidade de doenga.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Casuistica e selecao das amostras

Foram utilizadas amostras de sangue em EDTA de pacientes com a COVID-19
provenientes da Divisdo Clinica de Laboratorio Central (DLC) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP). As amostras foram
mantidas a 4°C e utilizadas no dia seguinte. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do HC-
FMUSP (CAAE 30800520.7.0000.0068-2020). Para critério de inclusdo no estudo foram
utilizadas somente amostras de pacientes com confirmacgdo do diagndstico para COVID-19
através da deteccdo do RNA do SARS-CoV-2 por reacdo em cadeia de polimerase-transcriptase
reversa (RT-PCR). Pacientes com idade superior a 75 anos, com neoplasias, transplantados,
gestantes e que ndo possuiam resultados positivos para 0 SARS-CoV-2 foram excluidos do
estudo. Como grupo controle saudavel foram selecionados individuos sem infeccéo ativa para
SARS-CoV-2 e idade acima de 18 anos. As amostras foram coletadas entre maio de 2020 a
setembro de 2021.

Para delimitacdo dos grupos de estudo a classificacdo dos pacientes foi realizada de
acordo com a “escala ordinal para melhora clinica” do documento “Therapeutic Trial
Synopsis” da Organiza¢do Mundial da Satude (2020), onde s&o aplicadas pontuacgdes/score para
classificar os pacientes de acordo com o estado clinico decorrente da COVID-19, conforme a
Tabela 1.
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Tabela 1.Classificacdo da coorte de pacientes com a COVID-19 e controles saudaveis
utilizados no estudo.

Escala Ordinal para Melhora Clinica

Classificagao coorte de controles e pacientes com COVID-19 |Pontuagéo| Classificacao

Saudavel Controle . Controle

Sem oxigenoterapia 3
Doenga leve

hospitalizada Moderado

Oxigénio por mascara ou canula nasal (CNO2) 4

Ventilagcdo ndo invasiva (VNI) ou oxigénio de alto fluxo

(CNAF) 5 Grave

Doenca grave |Ventilagdo mecanica invasiva com suporte de outro
hospitalizada |6rgdo (VMI)

Ventila¢do invasiva com suporte de outro 6rgao (por
exemplo, oxigenagdo por membrana extracorpérea 7
(ECMO), terpia de substuicdo renal continua (CRRRT),

A classifica¢do foi realizada de acordo com as diretrizes “Therapeutic Trial Synopsis”, WHO,

2020.

3.2. Analise fenotipica de linfécitos T CD4+, T CD8+, CD19+ e mondcitos CD14+ em
sangue periférico por citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi realizada utilizando 100 uL de sangue total periférico coletado
em tubos EDTA. As amostras foram incubadas com marcador de viabilidade LIVE/DEAD
Fixable Red Dead Cell Stain Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 20 minutos a temperatura
ambiente e posteriormente incubado com anticorpos de superficie descritos na Tabela 2, 3 e 4
por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram fixadas com formol 4%
por 15 minutos e as hemacias foram lisadas com o reagente FACS Lysing (BD Biosciences,
Califérnia, USA) por 15 minutos a temperatura ambiente. Em sequéncia, as células foram
lavadas e ressuspendidas em tampdo fosfato (PBS). No citbmetro de fluxo LSR Fortessa (BD
Biosciences) foram adquiridos aproximadamente 100.00 eventos por amostra. Para anélise dos
dados obtidos foi utilizado o software FlowJo™. A estratégia de analise de linfocitos TCD4+,

TCDB8+, CD19+ e mondcitos CD14+, estdo ilustradas nas Figuras 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Marcador Fluordocromo Clone Empresa

CD45RO FITC UCHLI Exbio
CD4 V500 RPA-T4 BDBioscence
CD3 BV605 SK7 BDBioscence
CDS V450 RPA-TS BDBioscence
PD-1 APC MIH4 BDBioscence

Marcador Fluorocromo Clone Empresa
CD19 PE Cy7 SJ25C1 BDBioscence
CD3 BV605 SK7 BDBioscence
PD-1 APC MIH4 BDBioscence

Marcador Fluorocromo Clone Empresa
PD-1 APC MIH4 BDBioscence
CD14 PERCP MOP9 BDBioscence

Tabela 2. Painel de anticorpos utilizados para avaliagdo fenotipica de linfécitos TCD4+ e
T CD8+ por citometria de fluxo

Tabela 3. Painel de anticorpos utilizados para avaliacédo fenotipica de linfocitos B/CD19+
por citometria de fluxo

Tabela 4. Painel de anticorpos utilizados para avaliacdo fenotipica de monécitos/CD14+
por citometria de fluxo
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Figura 2. Estratégia de anélise de linfocitos TCD4 em sangue periférico.

Primeiramente foram selecionados os singlets para SSC e FSC, em seguida a populagéo de
células vivas. Dentro da populacdo de células vivas, foi selecionada a populacdo de linfdcitos,
e posteriormente a populacdo CD3+. Em seguida foi selecionada a populacdo CD4+ onde foram

avaliados os marcadores de PD-1 e CD45RO0.
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Figura 3.Estratégia de analise de linfocitos TCD8 em sangue periférico.

Primeiramente foram selecionados os singlets para SSC e FSC, em seguida a populagéo de
células vivas. Dentro da populagéo de células vivas, foi selecionada a populacéo de linfdcitos,
apos a populagdo CD3+. Em seguida foi selecionada a populagdo CD8+ onde posteriormente

foram avaliados os marcadores de PD-1 e CD45R0.
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Figura 4. Estratégia de analise de linfocitos B em sangue periférico.

Primeiramente foram selecionados os singlets para SSC e FSC, em seguida a populagéo de

células vivas. Dentro da populacdo de células vivas, foi selecionada a populacao de linfdcitos,

apos a populacdo CD3+. Em seguida foi selecionada a populacdo CD19+ onde posteriormente

foram avaliados o0 marcador de PD-1.
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Figura 5.Estratégia de analise de Mondcitos em sangue periférico.
Primeiramente foram selecionados os singlets para SSC e FSC, em seguida a populacédo de

celulas vivas. Dentro da populacédo de células vivas, foi selecionada a populacdo de mondcitos,
apos a populagdo CD14+, onde posteriormente foi avaliado a expressao de PD-1.

3.3. Dosagem de PD-1 e PD-L1 soltvel

Para a determinacédo de PD1 e PDL1 soluvel foi utilizado o soro de pacientes infectados
com SARS-CoV-2 e de controles saudaveis por ELISA (Duo-set, R&D, Minneapolis, MN,

USA), de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.4. Analise estatistica

Para a anélise estatistica e representacdo grafica dos resultados foi utilizado o programa
Graph Pad Prism 9 (Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Os resultados foram
expressos em mediana e intervalo interquartil (IQR). O teste ANOVA One-way foi utilizado

para a analise de variancia utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis para comparar
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mais de trés grupos de dados. Nas analises de correlagdo foi utilizado o teste de Pearson. O

nivel de significancia foi considerado quando P< 0,05.
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4. Resultados

4.1 Perfil clinico dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2

Foram avaliados 125 pacientes com diagnostico positivo paraa COVID-19 por RT-PCR
procedentes das unidades de Enfermaria e UTI do HC-FMUSP. A coorte de estudo foi
composta por 70 pacientes com quadro moderado, 16 pacientes com quadro grave e 39
pacientes criticos. Para o grupo controle foram utilizadas amostras de individuos ndo infectados
de ambos o0s sexos com idades pareadas, totalizando 21 controles. Na Tabela 5 estdo
representados os dados demograficos dos pacientes e representados nas Figuras 6 e 7.

Quanto ao sexo da coorte foi composto: grupo controle com 52% de mulheres e 48%
homens. Ja os pacientes do grupo moderado, 39% eram mulheres e 61% homens, no grupo
grave 37% eram mulheres e 63% homens, ja no grupo critico 46% de mulheres e 54% de
homens (Figura 6A). Em relacdo a idade dos integrantes do estudo, no grupo controle o sexo
feminino teve uma média de idade de 45,4 anos e o sexo masculino 47,3. anos. No grupo
moderado o sexo feminino apresentou média de 56,6 anos e 0 sexo masculino de 54,7 anos, no
grupo grave ambos 0s sexos mostraram média de idade de 49,7 anos e no grupo critico o sexo
feminino foi de 59,4 anos e 57 anos para 0 sexo masculino (Tabela 5). A figura 6B mostra a
distribuicdo de sexo por idade dos participantes do estudo, evidenciando a paridade e
homogeneidade das amostras.

Quanto a evolucdo clinica dos pacientes, no grupo moderado 80% dos pacientes
obtiveram alta, 17% foram a 6bito e 3% transferidos para outra unidade. No grupo grave 94%
dos pacientes obtiveram alta e 6% foram a ébito; e no grupo critico 45% dos pacientes
obtiveram alta, 50% foram a o6bito e 6% transferidos para outra unidade (Figura 6C e Tabela
5). Percentualmente a taxa de 6bitos foi maior nos pacientes do grupo critico em relacéo ao

grupo de pacientes moderados e graves.
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Figura 6.Representacao gréafica dos dados demogréaficos dos pacientes com SARS-CoV-2.

Os graficos mostram as caracteristicas da coorte: nimero total de individuos de cada um dos
grupos, distribuicdo de idade e sexo e evolucdo clinica dos pacientes. A) Frequéncia do sexo
entre os grupos. B) Distribuicdo do sexo e idade entre os grupos. C) Frequéncia do destino

clinico dos pacientes. Legenda: CS — controle saudavel, N — nimero amostral.

As comorbidades na coorte de pacientes estdo representadas na Figura 7 e Tabela 5.
Hipertensao arterial sistémica (HAS) e/ou disturbios cardiovasculares foi a comorbidade de
maior prevaléncia entre os grupos da coorte, correspondendo a 32 (28%) pacientes no grupo
moderado, 7 (27%) no grupo grave e 26 (31%) no grupo critico. O segundo distdrbio mais
prevalente foi a diabetes mellitus, acometendo 19 (17%) pacientes moderados, 6 (23%) graves
e 15 (18%) criticos. A obesidade estava presente em 8 (7%) pacientes moderados, 3 (11%)

graves e 8 (10%) criticos. Coagulopatias foram apresentadas por 1 paciente (1%) moderado e
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em 1 (1%) critico. O uso de alcool/cigarro foi observado em 5 pacientes (4%) do grupo
moderado e em 3 (4%) do grupo critico. Sorologia positiva para o virus da hepatite B e virus
da hepatite C, foi observada em apenas 1 paciente (1%) do grupo moderado. Distlrbios
hepaticos estavam presentes em 3 (3%) pacientes moderados e 2 (2%) criticos. Disturbios renais
foram apresentados por 13 (12%) pacientes do grupo moderado, 3 (8%) graves e 5 (6%) do
grupo critico, sendo a insuficiéncia renal aguda ou cronica o distarbio renal mais presente.
Distarbios neuroldgicos como ansiedade e depressdao também foram observados na
coorte por 8 (7%) dos pacientes do grupo moderado e 3 (4%) critico. Disturbios respiratorios
como asma e bronquite foram apresentados por 3 (3%) pacientes moderados, 1 (1%) grave e 5
(6%) criticos. Disturbios metabdlicos como hipotireoidismo e dislipidemias estiveram
presentes em 13 (12%) pacientes do grupo moderado, 1 (4%) grave e 7 (9%) criticos. No caso
de doenca autoimune foi observada somente em 1 (1%) paciente do grupo moderado com o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Em toda a coorte houveram pacientes sem nenhuma
comorbidade, sendo 5 (4%) pacientes no grupo moderado, 6 (23%) do grupo grave e 7 (8%)

pacientes do grupo critico.
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23%.

28% 27%
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HAS/Distirbios Cardiovasculares
u Diabetes Mellitus
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= Sorologia + VHB e VHC
= Distirbios Hepaticos
u Distidrbios Renais
m Distirbios Neurologicos
m Distirbios Respiratérios
u Distiirbios Metabolicos
Doencas Autoimune

u Sem Comorbidade

Figura 7.Comorbidades da coorte de pacientes acometidos com a COVID-19.

37



Os gréficos ilustram a presenca de comorbidades; o nimero de comorbidades combinadas
apresentadas em 70 pacientes moderados, 16 graves e 39 criticos. Legenda: HAS — Hipertenséo
arterial sisttmica. VHB — Virus da Hepatite B. VHC — Virus da Hepatite C.

Tabela 5. Dados demograficos dos pacientes acometidos com SARS-CoV-2

CS (N=21) Moderado (N=70) Grave (N=16) Critico (N=39)
Sexo Feminino/Sexo Masculino 11/10 27143 6/10 18/21
Média Média Média Média

Idade (geral) 46,42 55,67 49,74 50,13
Idade (F) 454 56,6 49,7 59,4
Idade (M) 473 54,7 49,7 57

N % N % N % N %

Evolucao
Alta : : 56 80 15 94 18 46
Obito : : 12 17 1 6 19 49
Transferéncia : : 2 3 0 0 2 5
Comorbidades

HAS/Distuarbios Cardiovasculares : : 32 28 7 27 26 31
Diabetes Mellitus : : 19 17 6 23 15 18
Obesidade 8 7 3 11 8 10
Coagulopatias 1 1 0 0 1 1
Uso de alcool/cigarro : : 5 1 0 0 3 4
Sorologia + VHB VHC 1 1 0 0 0 0
Abuso de medicamentos 0 0 0 0 1 1
Distarbios Hepaticos 3 3 0 0 2 2
Distlrbios Renais : : 13 12 2 8 5 6
Distarbios Neuroldgicos : : 8 7 0 0 3 4
Distarbios Respiratorios : : 3 3 1 4 S 6
Distlrbios Metabélicos : : 13 12 1 4 7 9
Doenga Autoimune : : 1 1 0 0 0 0
Sem Comorbidade : : 5 4 6 23 7 8

Dados de idade, evolucdo e comorbidades dos individuos controles e dos pacientes acometidos com a COVID-19
classificados como moderado, grave e critico. Legenda: M — masculino; F — feminino; CS — controle saudavel, N

— namero amostral; HAS — hipertensdo arterial sistémica.
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4.2 Analise fenotipica de linfocitos totais na COVID-19

Em individuos acometidos pela COVID-19 foi observado diminui¢do dos linfdcitos,
levando a linfopenia, de acordo com a gravidade. Primeiramente, a andlise foi realizada com o
valor absoluto de linfocitos totais (Figura 8A) procedente do hemograma dos pacientes e
controles. Em seguida foi realizada a anélise fenotipica dos linfocitos totais (Figura 8B) do
sangue periférico dos pacientes e controles por citometria de fluxo.

A figura 8A evidencia a linfopenia nos pacientes grave/criticos em relacdo aos
individuos controles, pelos dados do hemograma. Ja a anélise fenotipica de linfocitos por
citometria de fluxo (Figura 8B) mostra uma diminuicao da frequéncia de linfocitos em pacientes

moderados e graves/criticos em relacdo aos individuos controles.
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Figura 8.Diminuicdo da frequéncia de linfocitos totais nos pacientes com estado clinico
moderado e grave/critico na infeccdo por SARS-CoV-2.0s gréaficos mostram o valor
absoluto de linfécitos totais em hemograma (A) - grupo moderado (n=19), grave/criticos (11/6)
e controle (n=13) - e a frequéncia de linfocitos totais dentro de células vivas (B) - grupo
moderado (n=18), grave/criticos (7/7) e controle (n=8) no sangue periférico dos pacientes e
controles saudaveis. **P<0.01, ***P<0,001 e ****P<0.0001. Observacdo: na barra de
pacientes “grave/critico” os icones em branco indicam os pacientes graves e os vermelhos os

pacientes criticos.

4.3 Analise fenotipica de populagdes de linfocitos TCD4+ e TCD8+

A linfopenia dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, pode conduzir a uma resposta
inflamatoria desequilibrada em associagdo com a tempestade de citocinas que favorecem ao

quadro de exaustdo dos linfécitos. Para avaliar o fendtipo de exaustao nos pacientes analisamos
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a expressdo de PD-1 (proteina 1 de morte celular programada) marcador de exaustdo de células
T, responsavel por limitar sua atividade em respostas inflamatorias a infecgdes (Quezada, S.,
Peggs, K, 2013). Para avaliar a frequéncia de células T de memdria utilizamos o marcador
CD45R0 (Hu, G., Wang, S., 2017).

Também avaliamos a frequéncia de PD-L1 (ligante da proteina 1 de morte celular
programada) em células TCD4+ e TCD8+, mas ndo foi observada expresséo deste marcador
(dados nao mostrados).

Na Figura 9 podemos observar que a frequéncia de células TCD4+ ndo apresentou
alteracdo entre os grupos e controles (Figura 9A), mas ha aumento da frequéncia de células
TCD4+ CD45R0O+ j& nos pacientes moderados que se acentuam nos graves/criticos em relacdo
ao controle (Figura 9B). Contudo, o aumento percentual de células TCD4+CD45RO+PD-1+
(Figura 8C) e células TCD4+PD-1+ (Figura 9D) foi observado apenas em pacientes
graves/criticos em relagdo aos individuos controles.

O aumento da expressdo de celulas T CD4+ CD45RO+PD-1+ pode ser um fator

associado a gravidade da infeccéo.
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Figura 9.Aumento da frequéncia da expressdo de PD1 e CD45R0O em linfécitos T CD4+
em individuos com a COVID-19. Os gréaficos estdo representados a frequéncia da expressao

de (A) linfocitos TCDA4+; (B) CD45RO+PD1- em linfécitos T CD4+, (C) CD45RO+PD1+ em
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linfocitos TCD4+, (D) PD1+ em linfocitos TCD4+, em individuos controles (n=8) e pacientes
em estado clinico moderado (n=18) e grave/critico (n=7/7). *P<0.05, **P<0.01. Observacao:
na barra de pacientes “grave/critico” os icones em branco indicam os pacientes graves € oS

vermelhos os pacientes criticos.

Também avaliamos a frequéncia e andlise fenotipica de células TCD8+ dentro de
linfocitos totais nos pacientes infectados (Figura 10A) e a frequéncia de células CD45RO+PD-
1- (Figura 10B), CD45RO+PD-1+ (Figura 10C), e PD-1+ (Figura 10D) dentro de células
TCD8+. Néo foi observada diferenca de frequéncia na populacdo de linfécitos TCD8+ e da
expressdao de PD1 entre 0s grupos, o que sugere que a frequéncia de células TCD8+ esta mais
preservada na COVID-19.
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Figura 10.Frequéncia da expressdo de PD-1 e CD45RO em linfécitos T CD8+ em
individuos com a COVID-19. Nos gréaficos estdo representados a frequéncia da expressdo de
(A) linfécitos TCD8+; (B) CD45R0O+PD1- em linfocitos T CD8+, (C) CD45RO+PD1+ em
linfécitos TCD8+, (D) PD1+ em linfocitos TCD8+, em individuos controles (n=8) e pacientes
em estado clinico moderado (n=18) e grave/critico (n=7/7). Observacdo: na barra de pacientes
“grave/critico” os icones em branco indicam os pacientes graves e os vermelhos os pacientes

criticos.
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4.4 Andlise fenotipica de populages de linfocitos B

A frequéncia de células B foi similar entre os grupos analisados (Figura 11A), porém pode-se
notar aumento da frequéncia de células CD19+PD-1+ ja na condi¢cdo moderada e também
grave/critica da doenca em relacdo aos individuos controles (Figura 11B), A frequéncia de PD-

L1 em células CD19+, ndo se alterou entre os grupos (dados ndo mostrados).
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Figura 11.Aumento da frequéncia da expressao de marcadores de exaustdo em linfocitos
B em individuos com a COVID-19. Nos gréaficos estdo representados a frequéncia da
expressdo de (A) linfocitos CD19+; (B) PD1+ em linfocitos CD19+ em individuos controles
(n=8) e pacientes em estado clinico moderado (n=18) e grave/critico (n=7/7). **P<0.01,
***P<0,001. Observacdo: na barra de pacientes “grave/critico” os icones em branco indicam

0s pacientes graves e 0s vermelhos os pacientes criticos.

4.5 Avaliacédo fenotipica de Mondcitos CD14+

A expressdao de CD14 em mondcitos provém um perfil pro-inflamatério por ser
caracterizado como um correceptor de TLRs e também como um PRR, desempenhado
importante papel na resposta imune inata (Kapellos TS et. al, 2019). Assim, avaliamos a
frequéncia de mondcitos totais (Figura 12A) e a expressao de PD1+ em mondcitos CD14+,
classificados como monacitos classicos por citometria de fluxo (Figura 12B) nas amostras dos
pacientes com COVID19. Também avaliamos PD-L1 em células CD14+, mas ndo foi
observada expresséo significativa deste marcador (dados ndo mostrados).

Ha uma queda na frequéncia de mondcitos totais observado nos pacientes moderados
em relagdo aos individuos controles (Figura 12A). Houve aumento da frequéncia de monadcitos

CD14+PD1+ nos pacientes graves/criticos em relacdo aos individuos controles (Figura 12B).
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H& uma frequéncia similar entre os pacientes criticos e graves, mas sugere que a regulacdo

positiva de PD-1 em mondcitos esté presente desde a condicdo moderada da doenca.
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Figura 12. Aumento da frequéncia da expressdo de marcadores de exaustdo em mondcitos
em individuos com a COVID-19. Nos graficos estdo representados a frequéncia da expressao
de (A) mondcitos CD14+; (B) PD1+ em mondcitos CD14 em individuos controles (n=8) e
pacientes em estado clinico moderado (n=18) e grave/critico (n=7/7). * P<0.05. Observacéo:
na barra de pacientes “grave/critico” os icones em branco indicam os pacientes graves € 0s

vermelhos os pacientes criticos.

4.6 Analise fenotipica de linfocitos TCD4+, TCD8+ CD19+ e Mondcitos CD14+ em
pacientes com a COVID-19 em relacé@o ao tempo de infeccéo

Avaliamos nas populacdes de células PD1+, quanto ao tempo de infeccdo, ou seja, a
analise dos pacientes com PCR+ para COVID-19 na primeira semana (1-7 dias do PCR), ou
com mais de 8 dias (8 a 20 dias de PCR+). O aumento da frequéncia de mondécitos PD-1+ nos
pacientes graves/criticos foram identificados a partir do 8° dia de infec¢do, sugerindo estar
correlacionado com o tempo de infeccdo (Figura 13M). J& quanto aos linfocitos TCD4+,
TCD8+ e CD19+ ndo houve alteracdo de expressdao de PD-1 de acordo com o tempo de

infeccdo.
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Figura 13. Frequéncia da expressdo de marcadores de memodria e exaustdo em linfocitos
TCDA4+, TCD8+ e CD19+ no periodo de 1-7 dias e 8-20 dias de PCR+ em individuos com
COVID-19.Nos graficos estdo representados a frequéncia da expressao de (A) linfdcitos totais
dentro de celulas vivas; (B) frequéncia da expressdo de linfocitos TCD4+; (C) PD1+ em
linfocitos TCD4+, ; (D) CD45RO+PD1- em linfocitos T CD4+, (E) CD45RO+PD1+ em
linfécitos TCD4+; (F) linfocitos TCD8+; (G) PD1+ em linfécitos T CD8+, (H)
CD45R0O+PD1+ em linfocitos TCD8+, (I) CD45+PD1- em linfécitos TCD8+, (J) linfocitos
CD19+; (K) PD1+ em linfocitos CD19+; (L) mondcitos totais em células vivas; (M) PD1+ em
mondcitos CD14+ e (N) PD1- em mondcitos CD14+ em individuos controles (n=8) e pacientes
em estado clinico moderado (n=18) e grave/critico (n=7/7).* P<0.05. Observac¢do: na barra de
pacientes “grave/critico” os icones em branco indicam os pacientes graves e os vermelhos os

pacientes criticos.

4.7 Avaliacdo dos niveis séricos de PD-1 e PD-L1 solaveis

Os niveis de sPD-1 e sPD-L1 foram avaliados no soro de 69 pacientes moderados, 43
pacientes graves/criticos e 15 individuos controles. O PD-L1 € o ligante de proteina 1 de morte
celular programada e em conjunto com PD-1 funciona como um mecanismo regulador negativo
de células como linfécitos T e B inibindo sua proliferacdo e producdo de citocinas, também
afeta 0 metabolismo e agdes efetoras de células dendriticas, macréfagos, mondcitos e etc. A
porcdo soluvel de PD-L1 (sPDL1) se da pela clivagem da fracdo extracelular de PD-L1 por
enzimas metaloproteinases da matriz. Os niveis séricos de PD-1 e PD-L1 mostram efeitos
regulatorios opostos, sendo que sPD-1 interage com PD-L1 promovendo a ativacao de células
T, ja 0 sPD-L1 se liga ao receptor PD-1 na superficie de células T inibindo sua ativacdo e
proliferacdo (Yanhua Li et al. 2015).

Niveis similares de sPD-1 foram detectados entre os grupos analisados (Figura 14A). Ja
quanto ao sPD-L1 houve aumento dos niveis nos pacientes graves/criticos em relacdo aos
controles saudaveis (Figura 14B). Estes dados corroboram com o perfil de exaustdo evidenciado
pelos linfécitos da coorte de pacientes infectados, e indicam que o aumento de niveis de sPD-
L1 pode ser uma tentativa de regulacdo da expresséo de PD-1, na gravidade dos pacientes.

N&o houve diferenga na analise dos niveis séricos de PD-1 e PD-L1 de acordo com o
tempo de infeccdo de 1 a 7 dias e de 8 a 25 dias.
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Figura 14. Aumento dos niveis de PDL-1 no soro de pacientes graves/criticos infectados
por SARS-CoV-2. Nos gréficos estdo representados (A) os niveis séricos de PD-1 e (B) PDL-
1 em individuos controles (n=15) e pacientes moderados (n=69) e graves/criticos (n=43) com
COVID-19; (C) os niveis séricos de PD-1 e (D) PDL-1 em pacientes moderados e
graves/criticos no periodo de 1-7 dias e 8-25 dias de PCR+ para SARS-CoV-2. **P<0.01.
Observagao: na barra de pacientes “grave/critico” os icones em branco indicam 0s pacientes

graves e os vermelhos 0s pacientes criticos.

4.8 Analise da correlacdo de sPD-L1 com marcadores laboratoriais associados a

gravidade na infeccdo por SARS-CoV-2

Devido a importancia do eixo PD-1/PDL-1 na evolugdo da infeccdo de pacientes
acometidos pela COVID-19 avaliamos a correlagdo dos niveis sericos de PDL-1 com
indicadores laboratoriais relacionados a gravidade da doenca dos pacientes, tais como: PCR
(proteina C reativa) (Figura 15A), D-dimero (Figura 15B), neutréfilos (Figura 15C), linfocitos
(Figura 15D), relacdo neutrdfilos/linfdcitos (Figura 15E) e plaquetas (Figura 15F). Néo foi
observada correlacdo entre os componentes analisados, indicando que o aumento dos titulos de

sPD-L1 no soro de pacientes com COVID-19 ndo esta associado a esses marcadores.
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Figura 15. Auséncia de correlagdo entre titulos séricos de sPDL-1 e de indicadores de
gravidade em pacientes com a COVID-19. Correlacdo entre os niveis séricos de sPDL-1 em
individuos acometidos por SARS-CoV-2 e indicadores de gravidade em exames laboratoriais
de (A) PCR, (B) D-Dimero; (C) neutrdfilos; (D) Linfocitos; (E) neutréfilos e linfdcitos e (F)

plaquetas em pacientes moderados e graves/criticos.
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5. Discussao

O conhecimento acerca da patogénese da infeccdo por SARS-CoV-2 permanece com
lacunas a serem estudadas. Os linfocitos desempenham importante papel na resposta imune na
eliminag&o do virus e protecéo de longo prazo contra novas infec¢@es. Entretanto, mecanismos
utilizados pelo SARS-CoV-2 ja se mostraram capazes de prejudicar essa resposta causando a
exaustdo dessas celulas, levando a um quadro de linfopenia e com relacdo com a gravidade da
doenca. O eixo PD-1/PD-L1, importante molécula de checkpoint inibitorio da resposta imune,
se mostrou relevante na evolugéo e gravidade na COVID-109.

A coorte de pacientes infectados por SARS-CoV-2 provenientes do Hospital das
Clinicas-FMUSP, foi classificada em grupos de pacientes denominados moderados, graves e
criticos de acordo com as diretrizes “Therapeutic Trial Synopsis” da Organiza¢do Mundial da
Saude. Nos grupos estudados, a progressdo da infeccdo por SARS-CoV-2 foi maior em
pacientes do sexo masculino do que em pacientes do sexo feminino. Estudos sugerem que a
maior expressdo de ACE2 em homens do que em mulheres, fatores imunol6gicos baseados no
sexo impulsionados pelo horménio sexual e pelo cromossomo X e habitos sociais estdo
relacionados com a maior prevaléncia, gravidade e mortalidade pela COVID-19 em homens
(Zhao, Yu, et al. 2020; Gemmati et al. 2020; Shim, Eunha, et al. 2020). Em relacéo ao desfecho
clinico, foi observada maior taxa de Obitos em pacientes criticos, com taxa de 50%. Nos
pacientes moderados a taxa de débitos foi de 17% e em pacientes graves 6%.

As comorbidades mais frequentes dos pacientes em estudo foram hipertenséo arterial
sistémica, distarbios cardiovasculares, diabetes mellitus e obesidade, respectivamente. E
descrito que pacientes graves da COVID-19 possuem maior prevaléncia de hipertensdo (Gold,
Morgan Spencer, et al. 2020). Em boletim epidemiolégico é observado maior incidéncia de
Obitos (83%) no Brasil em pacientes que apresentam comorbidades, sendo doencas cardiacas
cronicas (35%) e diabetes (28,7%) as de maior prevaléncia (Pachiega et al. 2020). Estudos
também evidenciaram o aumento da expressdo de ACE2 em pacientes com obesidade e
diabetes, o que corrobora para maior suscetibilidade a infeccdo pelo SARS-Cov-2 e
agravamento da COVID-19 (Jia et al., 2020). Outro estudo indicou a relagé@o positiva entre 0
IMC (indice de massa corpdrea) e a expressdo de ACE2 (Emilsson, Valur, et al. 2021), além
disso, um estudo de meta-analise mostrou que a obesidade estava relacionada a um risco
aumentado de ventilacdo mecanica durante a admissdo na UTI (unidade de terapia intensiva)

(Zhou, Yue, et al., 2020). Ademais, comorbidades cronicas sdo caracterizadas por um estado
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pré-inflamatorio constante e disfuncdo da imunidade inata e adaptativa, (Brownlee et al., 2001;
Hameed et al., 2015). Em conjunto, esses dados podem ajudar na compreensao da relagéo entre
comorbidades e gravidade da infeccdo por SARS-CoV-2.

Evidenciamos linfopenia em pacientes graves e criticos e reducdo da frequéncia de
linfocitos totais em todos os grupos de pacientes, mais intenso nos pacientes graves e criticos.
Foi demonstrado que cerca de 85% dos pacientes graves da COVID-19 sofrem de linfopenia,
sendo uma caracteristica comum na infeccdo por SARS-CoV-2, fator associado com a
gravidade e mortalidade (Huang et al., 2020; Yang et al., 2020).

Diversos fatores podem contribuir para um quadro de linfopenia, dentre eles a exaustéo
dos linfocitos. Em infeccdes virais os antigenos sdo apresentados as células TCD4+ virgens que
sdo ativadas e passam a produzir TNF-a, IL-2 e IFN-y, promovendo a diferencia¢do dos CTLs
(linfocitos T citotoxicos) que agem na eliminacéo de células infectadas, contudo, a estimulacéo
continua de células T pode levar a exaustdo (Bengsch, Martin et al., 2014).

O PD-1 (proteina de morte programada 1) é um importante marcador de exaustdo de
linfocitos. A expressdo de PD-1 na superficie de linfocitos TCD4+ e TCD8+ e interacdo com
seu ligante PD-L1 (ligante de proteina de morte programada 1) leva a regulacdo negativa do
sistema imune, suprimindo a atividade inflamatéria das células T, levando-as a apoptose. Na
andlise de células TCD4+ observamos aumento da expressdo de PD-1 em pacientes graves e
criticos. Estudos mostram hiper expressdo de PD-1 em células T durante o progresso dos
estagios sintomaticos da COVID-19 (Diao et al., 2020), o que contribui para evolucdo da forma
grave da doenca (H.-Y. Zheng et al., 2020). Além disso, 0 eixo PD-1/PD-L1 pode inibir a
secrecdo de IFN-y pelas células TCD4+ prejudicando a resposta imune antiviral (Keir M.E.
2008).

Na anélise de células TCD8+ nao observamos diferenca quanto expressdo de PD-1 nos
pacientes infectados. Ha relatos de aumento de expressédo de receptores inibitorios como PD-1
em células TCD8+ em pacientes COVID-19 (De Biasi et al., 2020; Cancédo e outros, 2020;
Zheng et al., 2020a; Zheng et al., 2020b). Contudo, um estudo demonstrou que células TCD8+
que expressam PD-1 ndo mostrou disfuncionalidade na fase aguda da doenca, sugerindo que a
expressdo de PD-1 nessas células esté relacionada a sua ativagéo, e ndo na exaustdo na COVID-
19 (Rha, Min-Seok, et al., 2021). Além disso, dados acerca do aumento e/ou reducdo da
atividade citotoxica de linfocitos TCD8+ na infeccdo por SARS-CoV-2 também foram
descritos (ZHENG et al., 2020; AHMADI et al., 2020), o que indica diferentes resultados
guanto a funcionalidade das células TCD8+ na COVID-19.
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Em linfocitos B observamos expressdo de PD-1 em todos os grupos de pacientes,
contudo, maior expressao nos pacientes graves e criticos. Estudos demonstraram que células B
podem regular as respostas imunes através da via PD-1/PD-L1 (Gallego-Valle et al., 2018;
Khan et al., 2015; Siewe et al., 2013; Xiao et al., 2016). O aumento de PD-1 pode inibir a
proliferacdo de células B e a producdo de citocinas por meio do BCR (receptor de células B)
(Okazaki T. et al. 2001). Outro estudo demonstrou que células B exaustas podem suprimir a
proliferacdo e viabilidade de células TCD4+ e TCD8+, 0 que pode diminuir a capacidade de
eliminar patdégenos (Wang, Xufu, et al, 2019). Além disso, podem suprimir respostas de
anticorpos especificos dependentes de células TCD4+ (Haro MA et al., 2016). Na infeccao por
SARS-CoV-2 a resposta humoral esta correlacionada com o desfecho da doenga, onde a
resposta eficaz de anticorpos e células T esta associada a resolucdo bem-sucedida de pacientes
moderados da COVID-19 (Grifoni et al., 2020), logo o perfil de exaustdo das células B pode
ser indicativo de gravidade na infec¢do por SARS-CoV-2.

Na analise da frequéncia de células T de memoria observamos aumento células TCD4+
CD45R0+ em pacientes moderados graves e criticos, sendo que as células TCD4+CD45R0O+
PD-1+ foram evidenciadas nos pacientes graves e criticos. Ndo houve diferenca na expressao
de CD45R0 em células TCD8. A expressdo de CD45RO indica ativacdo e memaria em células
T (Hu, G., Wang, S., 2017). A presenca de PD-1 em células TCD45RO+ foi relacionada com
0 processo de reducdo da expressdo de células T de memoria (Bardhan, Kankana, et al. 2019).
Esses achados sugerem o papel de PD-1 em células de memoria, podendo prejudicar a geracao
de resposta imune de longa duracdo na COVID-19.

Na avaliacdo de mondcitos totais houve menor frequéncia em pacientes moderados,
entretanto, ao avaliar mondcitos classicos, caracterizados pela expressdo de CD14, o aumento
de PD-1 foi evidenciado somente em pacientes graves e criticos, estando relacionado com maior
tempo de infeccdo e maior MFI (dados ndo mostrados). Os monadcitos sdo células imunes inatas
fagocitarias circulantes e sob condi¢Bes patolégicas, como infecgBes virais, sdo ativados e
recrutados por mediadores inflamatorios, infiltram tecidos afetados onde se diferenciam em
macrofagos inflamatdrios e fendtipos semelhantes a DCs (células dendriticas) para cumprir suas
funcdes efetoras de atividades prd e anti-inflamatorias, apresentacdo de antigenos e
remodelacdo tecidual (Guilliams M et al., 2018). A expressdo de PD-1 em mondcitos CD14+
foi associada a supressdo de células TCD8+ em pacientes com carcinoma hepatocelular (Yun,
J., Yu, G, Hu, P. et al, 2020) e a indug&o da secrecédo de IL-10, levando a inibicdo da atividade
das células TCD4+ em pacientes com HIV (Said, Elias A., et al., 2010). Niveis elevados de IL-

10 em pacientes COVID-19 podem estar relacionados ao eixo PD-1/PD-L1 no desenvolvimento
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de infeccBes virais agudas e rearranjo de mondcitos (Parackova, Zuzana, et al., 2020). Além
disso, o esgotamento de mondcitos em pacientes moderados e graves foi associado a maior
frequéncia de células T de memdria efetoras que expressam o marcador de exaustdo PD-1 na
COVID-19 (Padgett, Lindsey E., et al., 2020), o que sugere importante papel dos mondcitos no
curso da resposta imune adaptativa ao SARS-CoV-2.

Ao analisar o eixo PD-1/PD-L1 no soro de pacientes infectados, foi observado aumento
de sPD-L1 nos pacientes graves e criticos. Niveis séricos de sPD-1 e sPD-L1 sdo marcadores
imuno-reguladores importantes descritos em diversas patologias. Doencas inflamatorias como
pancreatite aguda (AP) apresentam niveis elevados de sPD-L1(Pan, T et al. 2017). Em pacientes
com artrite reumatoide (AR) foi observado aumento de sPD-1 no soro e liquido sinovial estando
relacionado a titulos de fator reumatoide e o escore de atividade da doenca (Liu, C et al., 2015).
Em pacientes com hepatite C crénica o aumento de sPD-L1 foi relacionado a progressao e
gravidade da doenca (Yamagiwa, S et al., 2017). Em pacientes HIV niveis elevados de sPD-L1
também foram observados, considerados como possiveis indicativos de progndstico no
tratamento (Avendafio-Ortiz et al., 2020). Além disso, niveis aumentados de sPD-L1 podem
induzir efeitos supressores em células T ativadas através da ligacdo ao receptor PD-1 na
superficie dessas células, inibindo sua proliferacdo e producédo de IFN-y (Yanhua Li et al. 2015).
A hiper expressédo de sPD-L1 também foi observada no soro de pacientes com fibrose pulmonar
idiopética (FPI) (Geng, Y et al., 2019), patologia relacionada a maior risco de COVID-19 grave
(Taz, T.A et al. 2021). Ademais, niveis elevados da porcéo sérica de PD-L1, TIM-3 e MMP-7
foram indicados como biomarcadores promissores para diferenciar pacientes com COVID-19
que requerem ventilagdo mecénica invasiva (Chavez-Galan, Leslie, et al., 2022). Outro estudo
demonstrou que os niveis de sSPD-L1 mostra um papel prognéstico em pacientes com COVID-
19, onde 0 aumento esta associado a patogénese da COVID-19 (Sabbatino, Francesco, et al.
2021).

Apesar de ndo observarmos correlagdo de sPD-L1 com marcadores laboratoriais
associados a gravidade na COVID-19 como PCR, relacdo de neutréfilos/linfocitos, plaquetas e
d-dimero, nossos achados indicam potencial papel do eixo PD-1/PD-L1 na gravidade da

COVID-19, podendo ser um biomarcador de interesse na infeccdo por SARS-CoV-2.
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6. Conclusao

Em conjunto, este estudo destaca o papel potencial do eixo PD-1/PD-L1 na COVID-19
e sugere sPD-L1 com um possivel marcador de gravidade na infecgdo pelo SARS-CoV-2. O
fendtipo exausto de mondcitos, linfocitos B e TCD4+ pode estar relacionado a evolucgdo e
gravidade da infeccdo. Mais estudos sdo necessarios para avaliar o envolvimento da via PD-
1/PD-L1 no curso da doenca COVID-19.
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entender melhor a infecgdo por COVID-19, como controle saudavel, sem infecgdo pelo COVID-19.

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

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

entendimento e enfrentamento da infecgdo por COVID-19.

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

do estudo devera concordar com a sua participagdo. Serdo coletados exames de sangue, sem nenhum custo para o
participante. O participante pode em qualquer momento ndo concordar em fazer os exames que serdo pedidos.

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

sangue de uma veia. A picada da agulha da coleta, pode levar a um leve desconforto que passara em poucos
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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 poderéd beneficiar-se ou ndo do

estudo. Pode ser que sejam obtidas respostas para algumas duvidas 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 informagéo 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 necessarias para seu
entendimento. O paciente ndo é obrigado a realizar estes exames especificos se ndo quiser, o que ndo implica que
sofrerd alguma penalidade. Mesmo o paciente que ndo 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 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
indenizacdo por eventuais danos decorrentes da pesquisa - Caso acontega algo que prejudique a sua saude 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 terd 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 dvida 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 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.
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