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RESUMO

A COVID-19 é uma doenca infecciosa primordialmente do trato respiratorio, desencadeada
pelo virus SARS-CoV-2, caracterizada por uma hiperinflamacéo atrelada a uma resposta imune
desregulada, tal como ocorre na sepse. Estudos anteriores do grupo evidenciaram que a sepse
induz uma reprogramacao de monacitos que perdura mesmo apos 3 anos apés a alta hospitalar.
A correlacdo entre COVID-19 e sepse instiga a hipotese de uma semelhanca no estado posterior
a tais quadros em relacao a caracterizacao do perfil de monadcitos. Objetivando avaliar o padrdo
transcricional referente aos perfis de polarizacdo de mondcitos e verificar uma possivel
reprogramacao celular apds a alta hospitalar, a pesquisa foi desenvolvida na regido da Baixada
Santista - SP, incluindo individuos atendidos nos hospitais Santa Casa de Santos e Hospital
Municipal Guilherme Alvaro devido a complicagdes do quadro de COVID-19. O estudo contou
com n de 68 individuos distribuidos em: (1) 46 pacientes p6s-COVID e (Il) 22 controles. A
partir da amostra sanguinea coletada, os mondcitos foram isolados e submetidos a gPCR para
a anélise dos padrdfes transcricionais, caracterizando assim os perfis de polarizacdo de tais
células — IL-1a, IL-1p, IL-10, IL-12p35; CXCL10, CXCL11, NF-kB ¢ HMGBI para o perfil
M1 e CCL14, CCL22, PPARy, SRBI1, TGF-B e CASP12 para o perfil M2. A relevancia
estatistica dos dados foi avaliada usando o teste ndo paramétrico de Mann Whitney,
considerando estatisticamente significante p<0.05. Diferentemente do contexto pos-sepse que
apresentava uma polarizacdo de mondcitos tendenciada ao perfil M1, o p6s-COVID exp6s
diminuicdo na maioria dos genes que caracterizam os perfis M1 e M2. No entanto, duas
excecdes foram pontuadas, IL-1a e CASP12, as quais apresentaram-se aumentadas em relagdo
ao controle. Tais resultados inferem uma possivel imunossupressdo causada por uma
reprogramacao celular no que diz respeito a polarizacdo de mondcitos apds o quadro de
COVID-19.

Palavras-chaves: sindrome pos-covid (SPC); mondcitos; M1/ M2; reprogramacao celular. .



ABSTRACT

COVID-19 is an infectious disease primarily of the respiratory tract, triggered by the SARS-
CoV-2 virus, characterized by hyperinflammation linked to a deregulated immune response, as
occurs in sepsis. Previous studies by the group have shown that sepsis induces a reprogramming
of monocytes that lasts even 3 years after discharge from hospital. The correlation between
COVID-19 and sepsis raises the hypothesis of a similarity in the post-hospitalization state in
relation to the characterization of the monocyte profile. With the aim of evaluating the
transcriptional pattern of monocyte polarization profiles and verifying possible cellular
reprogramming after hospital discharge, the study was carried out in the Baixada Santista region
- SP, including individuals treated at the Santa Casa de Santos and Guilherme Alvaro Municipal
hospitals due to complications from COVID-19. The study included 68 individuals distributed
into: (1) 46 post-COVID patients and (1) 22 controls. From the blood sample collected,
monocytes were isolated and subjected to gPCR for the analysis of transcriptional patterns, thus
characterizing the polarization profiles of such cells - IL-1a, IL-1p, IL-10, IL-12p35; CXCL10,
CXCL11, NF-xB and HMGBI1 for the M1 profile and CCL14, CCL22, PPARy, SRB1, TGF-j
and CASP12 for the M2 profile. The statistical relevance of the data was assessed using the
Mann-Whitney non-parametric test, considering p<0.05 to be statistically significant. Unlike
the post-sepsis context, which showed a polarization of monocytes biased towards the M1
profile, the post-COVID context showed a decrease in most of the genes that characterize the
M1 and M2 profiles. However, two exceptions were noted, IL-1o. and CASP12, which were
increased compared to the control. These results infer a possible immunosuppression caused by

cellular reprogramming in terms of monocyte polarization after COVID-109.

Keywords: post-covid syndrome; monocytes; M1/ M2; cell reprogramming.
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1. INTRODUCAO

1.1. SARS-CoV-2 E A COVID-19

Em margo de 2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou estado pandémico
devido a disseminacdo do virus denominado Coronavirus 2 da Sindrome Respiratéria Aguda
Grave (SARS-Cov-2) (SOHRABI et al., 2020). Relatado pela primeira vez em Wuhan, China,
0 SARS-Cov-2, agente causador da doenca infecciosa COVID-19, acomete principalmente o
trato respiratério. Mundialmente, os sistemas de salde tornaram-se rapidamente
sobrecarregados por pacientes infectados, acarretando cerca de 8,5 milhdes de Obitos até o
primeiro semestre de 2023 (COVID, 2020; ZHU et al., 2020).

No Brasil foram registrados, até abril de 2023, 1.157.748 6bitos dentre 46,7 milhdes de
casos de COVID-19 (PAULO, 2023). O estado de Séo Paulo alcangou o nimero de 277.103
6bitos, sendo 10,7 milhdes o total de infectados (PAULO, 2023). No municipio de Santos — SP,
é observado uma incidéncia de mortalidade de 3.540 pacientes dentre os 105.868 acometidos
pelo virus (SANTOS, 2023).

Apesar de tal cenario alarmante, as coronaviroses ndo eram ao todo desconhecidas. Nos
anos de 2002 e 2012, a sociedade foi alvo de dois relevantes virus da familia Coronaviridae,
sendo eles o Coronavirus da Sindrome Respiratdria Aguda Grave (SARS-CoV) e o Coronavirus
da Sindrome Respiratéria do Médio Oriente (MERS-CoV), respectivamente (HU et al., 2021).
O SARS-CoV, em 2002, assim como o atual coronavirus, surgiu na China, porém tomou
proporcdes reduzidas, apresentando 8.422 casos e causando a morte de 916 infectados.
Posteriormente, em 2012, 0 MERS-CoV manifestou-se como uma epidemia nos Paises Arabes,
acometendo cerca de 1.800 individuos (KADAM et al., 2021). No final de novembro de 2019
foram contabilizados 2.294 casos, dentre os quais 858 repercutiram em 6bito (SOUZA et al.,
2021).

Com o aumento de quadros de infecgdes similares a sindrome respiratoria causada pelos
Coronavirus anteriormente descritos e, com particularidades preocupantes quando a conduta
clinica, foi confirmado, no final de 2019, um novo virus. Analisado por técnicas da biologia
molecular, foi observado que seu genoma era incompativel com qualquer outro previamente
sequenciado. Posto isso, 0 novo coronavirus, foi primeiramente denominado 2019-nCoV

(WEISS et al., 2011) porém com pesquisas quanto a sua taxonomia, o virus foi agrupado
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juntamente com o SARS-CoV na classe dos Betacoronavirus. Em margo de 2020, com a
declaracdo de consenso do Comité Internacional de Taxonomia dos Virus, foi renomeado
SARS-CoV-2 (GORBALENYA et al., 2020).

O SARS-CoV-2, agente etiolégico da COVID-19, é classificado como um virus
pertencente a sistematica de ordem Nidoviridales, sendo essa enquadrada na familia
Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae, género Betacoronavirinae e subgénero
Sarbercovirus (RAVI et al., 2022). Caracterizados por possuirem morfologia esférica, com
pontas claviformes projetadas em sua superficie tal como coroas, os virus da familia taxonémica
Coronaviridae sdo responsaveis pelo desencadeamento de quadros infecciosos nomeados como
coronaviroses (RAVI et al., 2022). A familia coronaviridae € descrita por virus de diametro
aproximado de 60 a 140 nm, com genoma RNA de fita-Unica de sentido positivo, contendo de
26 a 32 quilobases de comprimento e, representando assim o grupo de virus RNAs de maior
tamanho genémico (KADAM et al., 2021; RAVI et al., 2022).

Os virus da familia Coronaviridae dispdem-se de um complexo proteico operacional de
grande importancia para seus mecanismos de viruléncia haja visto que tais proteinas, em
conjunto, atuam de forma a viabilizar e garantir a infeccéo viral da célula hospedeira (KADAM
et al., 2021; RAVI et al., 2022). Em seu genoma estdo contidas 14 fases abertas de leitura
(ORFs), as quais codificam 27 proteinas, sendo de principal relevancia em sua patogenicidade
as proteinas estruturais E, N, M e S (Figura 1) (LI et al., 2022).

RNA viral

Figura 1. Estrutura do SARS-CoV-2. O RNA viral é complexado com a proteina N para formar um envelope
helicoidal dentro da membrana viral; S - proteina Spike; M - proteina M; E - proteina de envelope; N - proteina de
nucleocapsideo. Adaptado de (WEISS et al., 2011).

A proteina E é uma fragdo importante do envelope viral altamente expressa em células

infectadas pois participa do maquinario de montagem, brotamento, morfogéneses e
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deslocamento de virions (RAVI; SAXENA; PANDA, 2022). E a menor proteina
transmembrana integral com propor¢des aproximadas de 8 a 12 kD. Atua na interagdo com
receptores Toll-like de classe 2 (TLR2) (BARNETT et al., 2023) e na oligomerizacdo de
moléculas de viroporinas, as quais exercem a funcdo de conducéo de ions para a liberagdo viral
da célula (KADAM et al., 2021; Ll etal., 2022; MANDALA etal., 2020; ZHANG et al., 2021).

A proteina N (~43-50 kDa) participa do controle da replicacdo do material genético e
consequentemente de toda a envoltura helicoidal do nucleocapsideo. Alem disso, participa da
interacdo virus-hospedeiro por meio da regulacédo do ciclo celular da célula infectada, haja visto
que coordena mecanismos apoptoticos para a facilitacdo da disseminacdo viral (KADAM et al.,
2021; LI et al., 2022). A proteina M (~25-30 kDa), por sua vez, é de suma importancia na
estabilidade da montagem dos virions e atua de modo a definir a forma do envelope viral. Sua
interacdo com a proteina S promove a retengdo da mesma no Compartimento Intermediario
Reticulo Endoplasmético-Golgi (ERGIC), atuando na incorporagdo de novas particulas virais
(L1 etal., 2022).

Disposta como uma camada de espiculos na superficie viral, a proteina Spike (S) é uma
glicoproteina dimérica de aproximadamente 150 KDA composta de 1273 aminoacidos. Tal
estrutura conformacional permite a adesao e fusdo do virus a sua célula hospedeira, sendo assim
classificada como uma proteina de fusdo de classe 1. A subunidade S1 é formada pela sequéncia
de sinalizacdo RBD (Receptor Binding Domain), a qual possui o receptor RBM (Receptor
Binding Motif), responsavel pela ligacdo com a enzima conversora da angiotensina 2 (ECA-2)
possibilitando a entrada na célula hospedeira. Essa ligacdo leva a uma mudanca de conformacéo
na subunidade S2, promovendo a fusdo da membrana viral com a membrana da célula

hospedeira e iniciando assim o processo de endocitose (LI et al., 2022; RAVI et al., 2022).

Para além de tais proteinas estruturais mencionadas, 0s mecanismos patogénicos virais
contam com a acdo de proteinas ndo estruturais, categorizadas como nsps (proteinas nédo
estruturais). Dentre as 16 nsps de funcionalidade viral, destacam-se as de correlagdo
fisiopatoldgica nspl, nsp2 e nsp3 (LI et al., 2022; RAVI et al., 2022; ZHANG et al., 2021).

Ligando-se a subunidade 40s ribosomal, a nspl atua na inibicdo da traducdo proteica da
célula hospedeira. Outro mecanismo de interacdo envolve as proteinas humanas prohibitin 1 e
prohibitin 2, as quais quando ligadas a nsp2, acarretam uma disfuncdo na morfologia

mitocondrial e na proliferagdo celular (KADAM et al., 2021). A nsp3, por sua vez, € uma
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proteina de multiplos dominios, sendo um dos quais o ADP-ribose fosfatase (ADRP) que
apresenta um sitio de ligacdo ADP-ribose (ADPr) responsavel pela interacdo com vias de
resposta imunoldgica, como a via de sinalizacdo do fator nuclear kappa B (NF-«xB) (LI et al.,
2022). Seus demais dominios correlacionam-se com processos de desubiquitinacédo, levando ao
escape de protedlise, e com a inibicdo de processos traducionais do hospedeiro (KADAM et
al., 2021).

Apresentando tais caracteristicas patogénicas, 0 SARS-CoV-2 propagou-se rapidamente
por todo 0 mundo demonstrando uma alta capacidade de transmissibilidade e, sendo assim uma
ameaca para a saude publica mundial. Bem como 0s outros coronavirus respiratorios, o contato
direto e as goticulas respiratorias sdo as principais vias de transmissao, podendo ter como via
de entrada a mucosa dos olhos, nariz ou boca quando os infectados tossem ou espirram
(BARNETT et al., 2023; LI et al., 2022; MANDALA et al., 2020; TAY et al., 2020).

Apos a infeccdo, o periodo de incubagdo média é de 4 a 5 dias, tendo inicio dos sintomas
no intervalo de 6 a 9 dias, de modo que 97,5% dos doentes sintoméaticos desenvolvem sintomas
no prazo médio de 11,5 dias (TAY et al., 2020). A carga viral, quando mensurada em individuos
acometidos pela COVID-19, foi correlacionada com um pior progndstico do quadro clinico,
visto que em pacientes mais graves a quantificacdo foi mais elevada e de maior duracdo
(UMAKANTHAN et al., 2020).

A infeccdo da COVID-19 inicia-se com a ligacdo do receptor RBM da subunidade S1 com
o dominio da peptidase ECA-2 (LI et al., 2022), tendo portanto como principais alvos, células
epiteliais das vias respiratorias, células endoteliais vasculares e macréfagos nos pulmdes, uma
vez que essas expressam em abundancia o receptor de entrada (LI et al., 2022; ZHANG et al.,
2021).

A internalizacdo na célula depende da ativacdo da proteina S realizada por diferentes
mecanismos. A clivagem em seus dois dominios, é feita pela acdo enzimatica proteolitica da
furina, resultando em uma mudanca conformacional da subunidade S2. O dominio protease da
TMPRSS2 (host type Il transmembrane serine protease 2), cliva e apara a por¢do S2 expondo
assim o peptideo de fusdo e inserindo-o na membrana da célula hospedeira. Em sequéncia, a
estrutura HR (Heptapeptide Repeat) do dominio S2 forma um complexo com feixes
antiparalelos de 6 hélices, aproximando a particula viral da membrana celular. As proteases

Catepsina B e L sdo de suma importancia para o proceder da infec¢do, uma vez que, em pH
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acido, assumem sua forma ativa e realizam a fusdo com a membrana endossomal, permitindo a
liberacdo do genoma de RNA viral (Figura 2 - Etapa 1) (LI et al., 2022; ZHANG et al., 2021).

Como o genoma do SARS-CoV-2 consiste em uma molécula de RNA de polaridade
positiva, 0 mesmo pode ser imediatamente transcrito pela maquinaria celular, produzindo os
polipeptideos ppla e pplab, pelas fases abertas de leitura ORF-1a e ORF-1b (Figura 2 - Etapa
2). Tais polipeptideos passam por um processo de clivagem proteolitica originando as proteinas
ndo estruturais (nsps) (Figura 2 - Etapa 3) (KADAM et al., 2021; KARKI et al., 2022; L1 et
al., 2022; MALONE et al., 2022; V'KOVSKI et al., 2021; YAN et al., 2022). Para a garantia
da amplificacdo viral, é de suma importancia a formagdo do Complexo Replica¢do-Transcricdo
(RTC), estabelecido principalmente pela nsp 12 em conjunto com as nsps 7 e 8, constituintes
do dominio RARP (RNA polimerase dependente de RNA), o qual atua de modo a replicar o
material gendmico viral formando novas moléculas de RNA de sentido positivo (Figura 2 -
Etapa 4) (KADAM et al., 2021; KARKI et al., 2022; L1 et al., 2022; MALONE et al., 2022;
V'KOVSKI et al., 2021; YAN et al., 2022).

O RTC se responsabiliza pela transcricdo de mRNA de carater subgénomico, codificantes
de proteinas acessorias e estruturais (Figura 2 - Etapa 5), os quais sdo traduzidos na membrana
do reticulo endoplasmatico rugoso (Figura 2 - Etapa 6) e em seguida encaminhadas ao ERGIC.
Em seguida os virions maduros sao montados (Figura 2 - Etapa 7) e liberados por brotamento
em vesiculas pelo complexo Golgiense (Figura 2 - Etapa 8), e ao migrar para a membrana
celular é liberado por exocitose (Figura 2- Etapa 9), iniciando uma nova fase de infec¢do no
organismo (Figura 2 - Etapa 1) (KADAM et al., 2021; KARKI et al., 2022; L1 et al., 2022;
MALONE et al., 2022; V'KOVSKI et al., 2021; YAN et al., 2022).
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Figura 2. Mecanismo de infec¢do e replicacdo do SARS-Cov-2. 1 - Proteina S (Spike) do SARS-Cov-2 interage
com receptor ECA-2 da célula hospedeira, ocorrendo a¢do da protease TMPRSS2 para que ocorra a fusdo,
endocitose e desnudamento do virus; 2 - As fases abertas de leitura ORF1a e ORF1b do RNA viral sdo traduzidas
pelo maquinario celular produzindo os polipeptideos ppla e pplab; 3 - Os polipeptideos passam por um processo
de clivagem proteolitica originando as proteinas nao estruturais (nsps); 4 - O dominio RdRP do complexo RTC
replicao RNA gendmico; 5 - Os RNAs subgendmicos sdo transcritos pelo RTC em RNAm codificante de proteinas
estruturais e nao estruturais; 6 - mMRNA virais sdo traduzidos no reticulo endoplasmatico; 7 - As proteinas
estruturais recém sintetizadas sequem para o ERGIC, juntamente com o novo nucleocapsideo (formado pelo RNA
gendmico e proteina N), para a montagem do virion; 8 - Uma nova molécula viral € formada numa vesicula de
exocitose; 9 - Exocitose e liberagdo de novos virus Adaptado de (KARKI et al., 2022; TUCKER et al., 2022).

A presenca de particulas virais caracteriza-se ao sistema imunologico como moléculas
PAMPs (Padrdo Molecular Associado ao Patdgeno), as mesmas, sdo ativadoras da imunidade
inata por meio da ligacdo com receptores Toll-like (TLRs). Assim como rege o tropismo do
SARS-CoV-2 pelo parénquima pulmonar, sdo ativados TLRs, que desencadeiam uma série de
eventos intracelulares importantes para os processos fisiopatolégicos condizentes a infeccéo
viral (TAY et al., 2020).

Em um panorama geral, a sintomatologia da COVID-19 € heterogénea, variando de acordo

com o grau de severidade do quadro e a capacidade de resposta de cada organismo. Os sintomas
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mais frequentemente observados na clinica médica sdo: febre (>37.5°C), fadiga, cefaléias,
mialgia/artralgia; além daqueles relacionados as vias aéreas como tosse, perda de olfato, perda
de paladar, dor de garganta, rinorreia e congestdo nasal (BIVONA et al., 2021; SALEPCI et
al., 2021).

Contrapondo os casos mais leves em que a homeostase é atingida em um curto periodo de
tempo e sem grandes complicac@es, 0s quadros graves da infeccdo apresentam uma resposta
inflamatoria desregulada e disfuncional desencadeando assim uma exacerbacao de marcadores
imunoldgicos a nivel plasmatico. Essa hiperinflamagdo como mecanismo de resposta ao virus
(Figura 3), esta diretamente correlacionada com a severidade e o mal progndstico do quadro

clinico, tanto a efeitos locais quanto sistémicos (TAY et al., 2020).

Posteriormente a entrada e a realizagdo do ciclo de replicagéo viral, a exocitose de novas
particulas virais desencadeia a piroptose da célula hospedeira (Figura 3 - A), 0 que repercute
em um dispersamento de componentes celulares e, por conta do aumento da permeabilidade
vascular, ha um extravasamento de elementos plasmaticos ao parénguima pulmonar (Figura 3
-B) (GUAN et al., 2020). Com a estimulacao do sistema imune inato a partir do reconhecimento
de PAMPs e de Padrbes Moleculares Relacionados ao Dano (DAMPS), decorre a producao e
secrecdo de mediadores inflamatdrios como IL-1B, IL-6, 1L-8, GM-CSF, TNF-o, IFN-y,
CXCL10, CCL2, CCL3 e CCL4. Assim também, observa-se uma infiltracdo de carater
mononuclear no espaco intersticial por meio da liberagao de determinados sinais quimiotaticos,
(Figura 3 - C) (GUSTINE et al., 2021).

Para além disso, eventuais sintomas pulmonares associam-se ao caracteristico dano
estrutural acarretado pela lise dos pneumdcitos infectados, a qual promove um exsudato
proteico e a consequente formacdo de edema alveolar (Figura 3 - D) e processos fibroticos
(Figura 3 - E). Elevados indices sistémicos de tais citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias
no foco infeccioso sdo usualmente denominados como tempestade de citocinas (Figura 3 - F)
(ATTIQ et al., 2021).
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Figura 3. Mecanismo da hiperinflamagdo causada pela infeccdo da COVID-19. A. Piroptose da célula
hospedeira devido a exocitose de novas particulas virais; B. Aumento da permeabilidade vascular do capilar
pulmonar, favorecendo o edema e a quimiotaxia dos leucdcitos; C. Infiltrado Linfocitario no intersticio; D. Edema
do tipo exsudato; E. Fibrose como mecanismo de reparo tecidual; F. Tempestade de Citocinas — liberacéo
exacerbada de mediadores pro-inflamatdrios. Adaptado de (GUSTINE et al., 2021).

Tal quadro imunomolecular atua de modo a recrutar leucdcitos para o sitio da inflamacao
em um mecanismo de feedback positivo, destacando-se mondcitos, que polarizam-se em
subtipos classicos - macr6fagos M1 - e/ou subtipos alternativos de carater pro fibrético -
macrofago M2 (GUSTINE et al., 2021; PROMPETCHARA et al., 2020; SAGHAZADEH et
al., 2020; YUKI et al., 2020). Um aspecto complementar ao quadro é causado por linfdcitos de
funcao citotoxica, subtipos CD4+ e CD8+, os quais liberam IL-6 e IL-8 de forma significativa,
sendo essas, responsaveis pelo aumento da proliferacédo celular e intensificacdo do recrutamento
de novas células leucocitéarias ao foco infeccioso, respectivamente (YUKI et al., 2020).

Tais mediadores sdo responsaveis pela intensificacdo e extensdo do dano tecidual podendo
induzir o desencadeamento da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS), quadros de
pneumonia viral, choque séptico, faléncia maltipla de 6érgdos (FMO) e em muitos casos a morte
(CAMERON et al., 2008; GUSTINE et al., 2021; PROMPETCHARA et al., 2020).

Dado todos os eventos fisiopatologicos, é evidente uma diminui¢cdo na capacidade de
hematose pulmonar, notada clinicamente por dispneia e diminui¢do da saturacdo de oxigénio,
podendo assim levar a necessidade de intervengdes médicas criticas como ventilacdo mecanica

e oxigenacdo por membrana extracorporea (ECMO) (HU et al., 2021).



22

A vista das divergéncias levantadas quanto as evidéncias clinicas da infeccdo por SARS-
CoV-2, foi observado uma ndo restricdo a por¢do broncoalveolar, sendo demonstrado efeitos
nocivos da afeccdo em sistemas extrapulmonares. Exames post-mortem de tecido cardiaco,
renal, hepatico (MONTEIL et al., 2020), assim como hemato linféide, vascular e de cunho
nervoso central (BRYCE et al., 2021) de infectados indicaram efeito direto da COVID-19 sobre
tais sistemas(BRYCE et al., 2021; MONTEIL et al., 2020). A Figura 4 explicita a
sintomatologia extrapulmonar da infeccao por SARS-CoV-2 representando os principais 6rgaos
afetados (ATTIQ et al., 2021; GUPTA et al., 2020).
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Figura 4. Manifestagdes Extrapulmonares da infecgdo por SARS-CoV-2. Sintomatologia da COVID-19 nos
principais sistemas extrapulmonares como sistema nervoso, muscular, cardiaco, renal, gastrointestinal, hepético,
vascular, tegumentar e pancreético. Adaptado de: (ATTIQ et al., 2021; GUPTA et al., 2020).

1.2. MONOCITOS E SEUS PERFIS FUNCIONAIS

Proveniente da hematopoiese medular, os mondcitos sdo ceélulas leucocitarias
pertencentes a imunidade inata, parte do Sistema de Fagocitose Mononuclear (SMF),
juntamente com células dendriticas e macrofagos (KNOLL et al., 2021). Acendem-se da
linhagem mieldide por um progenitor em comum (CMP) em conjunto com eritrécitos, plaquetas
e leucocitos granulares (GUILLIAMS et al., 2018).

Definidos como células sanguineas circulantes, 0s mondcitos constituem aproximadamente

10% dos leucdcitos periféricos (GUILLIAMS et al., 2018). Tais células, quando parte da
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circulagdo sanguinea, categorizam-se como mondcitos naive (M@), os quais apresentam uma
meia-vida curta de aproximadamente 9 horas (ZAGO et al., 2013). Podem ainda ser
distinguidos em trés diferentes ordens, sendo essas pautadas na expressao dos marcadores de
membrana CD14 e CD16. A fenotipagem do tipo classica é caracterizada pela expressdo CD14*
CD167/CD14"9" CD16", os quais ditam a prevaléncia dos mon6citos humanos (85-90%). As
demais quantificacdes (10-15%) dividem-se nas subclassificagdes: CD14* CD16" /CD14M9"
CD16* — fenétipo intermediario; CD149™ CD16*/CD14* CD16** — fenGtipo ndo classico
(ALEXANDER et al., 2019; KNOLL et al., 2021).

Sabe-se que a caracterizacdo da funcdo monocitaria é decorrente da heterogeneidade de
tais células, as quais apresentam uma significante plasticidade fenotipica diferenciando-se, de
acordo com as demandas do microambiente e com a regéncia de imunomediadores
(ALEXANDER et al., 2019; GUERMONPREZ et al., 2019; JUHAS et al., 2015). No decurso
de um processo inflamatdrio, direcionam-se aos tecidos por um processo intitulado diapedese.
Diferenciam-se entdo por estimulos dependentes em células dendriticas, as quais atuam na
apresentacdo de antigenos e ativacdo de células T naive (GUILLIAMS et al., 2014), e em
macrdfagos (ESPINOZA et al., 2023).

Em cada tecido, para além dos macro6fagos derivados de mondcitos circulantes, encontram-
se macrofagos residentes, que desenvolvem-se durante a fase embrionaria derivando-se do saco
vitelino e do figado fetal, antes do estabelecimento da hematopoese definitiva. Os macrofagos
originados a partir do embrido perduram o potencial de auto renovacdo, ou conforme
necessario, sdo repopulados pelos mondcitos classicos, 0s quais possuem uma reprogramacao
da expressdo génica que Ihes permite migrar para os tecidos mesmo quando em homeostasia
(GUILLIAMS et al., 2018).

De acordo com o sistema em que se localizam, desempenham funcBes especificas
conforme as diferentes demandas teciduais e sendo assim, dispdem-se de nomenclaturas
distintas. Tendo como exemplo células da micréglia no tecido nervoso, células de Kupffer a
nivel hepatico, osteoclastos em tecidos 6sseos, células de Langerhans na derme e macréfagos
alveolares no parénguima pulmonar (GUERMONPREZ et al., 2019; ZAGO et al., 2013). Seu
percentual de sobrevida como células ja diferenciadas extravascularmente pode variar em
meses ou anos (ZAGO et al., 2013).
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Em vista das trocas gasosas durante a respiracdo, a arvore bronquica é um facil acesso
para entrada de patdgenos devido a exposicao do limen alveolar, tornando-se alvo de afecgdes.
Considerando a vulnerabilidade das células pulmonares, os macréfagos residentes sdo as
celulas imunes de maior abundancia tecidual em condi¢cGes homeostaticas, sendo a primeira
linha de defesa contra antigenos que adentram o sistema respiratdrio, quer esses de carater
patogénico, ou ndo. O fenotipo funcional desses macréfagos alveolares depende fortemente do
microambiente local, portanto, em condicdes fisiologicas, mantém-se em um estado de
quiescéncia com pouca atividade fagocitaria, evidenciada pela expressdo desregulada do recetor
fagocitico CD11b (KNOLL et al., 2021; LAMBRECHT, 2006).

Perante a perspectiva de processos inflamatorios, as particulas antigénicas detectadas
através de Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs) sdo indicadores de perigo para a
homeostasia. Logo, tem-se como necessidade o recrutamento de mais células leucocitérias,
mecanismo este, realizado através da liberacdo de citocinas e quimiocinas (GUSTINE et al.,
2021; JUHAS et al., 2015; KNOLL et al., 2021). Nesse foco inflamatério recém-formado, os
monacitos circulantes sdo um eixo fundamental, visto que irdo adquirir fendtipos funcionais.
Primordialmente, estabeleceram-se dois principais fenétipos dicotdmicos entre si — macrofagos
M1 (pro-inflamatorio) e macréfagos M2 (anti-inflamatorio), ativados respectivamente pelas
vias classica e alternativa (GUILLIAMS et al., 2014; JUHAS et al., 2015; LAWRENCE et al.,
2011; WEBER et al., 2020).

O perfil M1 surge em resposta a diferentes vias de estimulo, dentre as quais, destacam-se
as inducbes por mediadores quimicos pré-inflamatérios como interferons (IFN) e fator de
necrose tumoral (TNF); PAMPs como moléculas de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e a
proteina Spike (S) e; DAMPs como HMGB1 (High Mobility Group box 1), ATP e proteinas de
choque térmico (HSP). A polarizacdo classica de mondcitos expressa um amplo espectro de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias — TNF, IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IL-23, IL-27
e CXCL9, CXCL10, CXCL11, respectivamente — como relacionado na Tabela 1
(ALEXANDER et al., 2019; GHARAVI et al., 2022; GORDON, 2003; LAWRENCE et al.,
2011; MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZ et al., 2014; PORTA et al., 2015; VIOLA et
al., 2019).
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Polarizacio Estimulos Mediadores Inflamatérios

IFN; TNF; PAMPs (ex. LPS, proteinaS) ~ TNF, IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18,

M1 e DAMPs (ex. HMGB-1, ATP e HSP) IL-23, IL-27, CXCL9, CXCL10 e CXCL11

Tabela 1. Caracteristicas do Perfil Pré-Inflamatério — M1. Fendtipo M1, seus estimulos e 0s consequentes
mediadores inflamatérios secretados. IFN - Interferons; TNF - Fator de Necrose Tumoral; PAMPs - Moléculas
padrdes associadas a patégenos; LPS - Lipopolissacarideo; DAMPs - Moléculas padrBes associadas a dano
endogeno; HMGB1- High mobility group box 1; ATP - Adenosina trifosfato; HSP - Proteina de choque térmico;
IL - Interleucina; CXCL - Chemokine (C-X-C motif) ligand.

Em decorréncia a cada estimulo, diferentes cascatas de sinalizagdo intracelular serdo
sucedidas, dispondo-se de adaptadores especificos para a ativacdo de diferentes fatores de
transcricdo do genoma celular, como a sinalizacdo de IFNs e TLRs; ativacdo de NF-xB e
STAT1 (Signal Transducer and Activator of Transcription-1); e, um programa transcricional
de mediadores pro-inflamatorio (PORTA et al., 2015).

Além da producdo significativa de intermediadores inflamatorios, a polarizagdo pela via
classica é tipificada pelo aumento da sua atividade de apresentacdo de antigeno por meio da
inducdo da expressdo do gene CIITA, codificante de moléculas MHC de classe Il (MHCII)
(GORDON, 2003; LAWRENCE et al., 2011). Ademais, atua assiduamente no controle de
patdgenos, na supressao tumoral e na resposta Thl de linfécitos (PORTA et al., 2015; VIOLA
et al., 2019).

Em contraponto a incitacdo do processo inflamatorio e, em vista da manutencdo da
homeostasia, macréfagos do perfil M2 atuam de modo a conter e reparar os efeitos da
inflamacdo. Tal polarizacdo provem de estimulos pertencentes a via alternativa de ativacdo
macrocitaria como moléculas anti-inflamatdrias como IL-4, 1L-13, IL-10, DAMPS resultantes
de apoptose celular, imunocomplexos (IC) e glicocorticdides (ALEXANDER et al., 2019;
GHARAVI et al., 2022; GORDON, 2003; LAWRENCE et al., 2011; LOCATI et al., 2013;
MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZ et al., 2014; PORTA et al., 2015; VIOLA et al.,
2019).

O padréo transcricional caracteristico da polarizagdo alternativa M2 consiste na expressao
de altos niveis de receptores SR-B1 (scavenger receptor type B1l) e PPAR-y (peroxisome
proliferator-activated receptor gama); enzimas imuno regulatorias como CASP12 (Caspase
12); moléculas anti-inflamatérias como TGF, IL-1R tipo I, IL-1Ra; e, as quimiocinas CCL 14,
CCL17,CCL18 e CCL22 (ALEXANDER et al., 2019; MANTOVANI et al., 2004; PORTA et
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al., 2015), como representado na Tabela 2. Sua atribuigdo funcional correlaciona-se
diretamente com a ativacdo de fatores transcricionais por intermédio de auxiliadores e fatores
de transcricdo proprios a cada cascata de sinalizacdo intracelular, dentre eles STAT6 e STAT3
(ALEXANDER et al., 2019; GHARAVI et al., 2022; GORDON, 2003; LAWRENCE et al.,
2011; LOCATI et al., 2013; MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZ et al., 2014; PORTA et
al., 2015; VIOLA et al., 2019). Portam-se de uma grande capacidade imuno regulatéria, sendo
crucial na contencédo do perfil M1 e na regeneracao de tecidos pés-inflamados (ALEXANDER
etal., 2019; LAWRENCE et al., 2011; PORTA et al., 2015).

Polarizacio Estimulo Mediadores Inflamatérios

IL-4, IL-13, IL-10, DAMPs,

M2 : L
Imunocomplexos e Glicocorticoides

TGF-B, CCL14, CCL17, CCL18 e CCL22

Tabela 2. Caracteristicas do Perfil Anti-Inflamatério — M2. Fen6tipo M2, seus estimulos e os consequentes
mediadores inflamatérios secretados. IL - Interleucinas; DAMPs - Moléculas padrdes associadas a dano; TGF-R -
Fator de transformacéao do crescimento beta; CCL - Chemokine (C-C motif) ligand.

Para além das alteracBes de expressao génica correlacionadas com ambos os perfis de
macrofagos, as polarizagdes contam com diferentes padrdes metabdlicos relacionados com suas
atividades funcionais, envolvendo o biometabolismo de ferro, aminoécidos, glicose e lipidios
(ABBAS et al., 2019; BISWAS et al., 2012; GALVAN-PENA et al., 2014; PORTA et al.,
2015). A Figura 5, ilustra de modo comparativo as diferencas que conceituam os fendtipos

classicos e alternativos de mondcitos.
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Figura 5. Comparativo entre os Fenotipos Funcionais M1 e M2 de Mondcitos. Principais diferencas que
conceituam as polariza¢des Pro-Inflamatoria (M1) e Anti-Inflamatéria (M2), incluindo estimulos, moléculas
caracteristicas e mediadores inflamatorios liberados. IFN - Interferons; TNF - Fator de Necrose Tumoral; PAMPs
- Moléculas padrdes associadas a patégenos; DAMPs - Moléculas padrdes associadas a dano endégeno; HMGB1-
High mobility group box 1; NF-kB - Fator Nuclear Kappa B; STAT1 - Signal Transducer and Activator of
Transcription-1 ; MHCII - MHC de classe 1l; IL - Interleucina; CXCL - Chemokine (C-X-C maotif) ligand.; SR-
B1 - scavenger receptor type B1; PPAR-y - peroxisome proliferator-activated receptor gama; CASP12 - Caspase
12; TGF-R - Fator de transformacédo do crescimento beta; CCL - Chemokine (C-C motif) ligand.

Apesar da classificagdo simplificada em polarizagdes M1 e M2 e, considerando a acentuada
complexidade do microambiente e a proeminente plasticidade de tais células, se faz necessario
conjecturar que as ativacbes ocorrem de forma dindmica e principalmente de modo tecido-
especifico. Sucedendo assim um amplo espectro de perfis funcionais, ainda nao elucidados por
completo, sendo necessario maiores estudos acerca dos demais subpadrfes fenotipicos
(GHARAVI et al., 2022; VIOLA et al., 2019).

Salienta-se que as vias de estimulo atuantes sob os mondcitos recrutados ao foco
inflamatorio ndo somente sdo controladas pelos mecanismos supracitados, mas também por
microRNAs (miRNASs), RNAs potenciadores, enzimas epigenéticas (MARTINEZ et al., 2014)
e exossomos (GHARAVI et al., 2022). Posto isso, tem-se que 0 conjunto de marcadores de
superficie, sinalizadores de cascata, alteragdes transcricionais e produtos secretados descrevem

0 papel dos macrofagos no contexto fisiologico e fisiopatologico (LAWRENCE et al., 2011).
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1.3. DO AGUDO AO CRONICO: DESENVOLVIMENTO DA SINDROME POS-
COVID

O acompanhamento clinico dos pacientes acometidos pela COVID-19 evidenciou que,
uma parcela destes individuos, apresentavam disfuncdes persistentes por ao menos dois meses
no periodo subsequente ao quadro agudo da infecgdo por SARS-CoV-2. Tal condigdo foi
caracterizada pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS) em outubro de 2021 como “COVID-
longa” (OMS, 2021). Conceituada entdo por manifestagdes sintomaticas constantes e
subsequentes ao quadro infeccioso e ndo podendo estas ser explicadas por diagnostico
alternativo, a COVID-longa tem apresentado intrinseca relacdo com a qualidade de vida de tais
individuos (KOHN et al., 2022; SHERIF et al., 2023).

Pautado em estudos epidemioldgicos, estima-se que, em parametros mundiais, pelo
menos 65 milhdes de individuos sdo acometidos pela COVID-longa, também referida como
Sindrome p6s-COVID (SPC) (BALLERING et al., 2022). Em virtude da exponencial
prevaléncia de tal quadro, a SPC é considerada um problema de salde publica tanto no cenério
nacional quanto mundial, visto que dificulta a reintegracdo dos individuos em suas atividades
diarias (YONG et al., 2022).

Os sintomas observados ndo diferem quanto a forma da doenga experienciada pelos
individuos, acometendo desde os pacientes que foram hospitalizados com quadros mais graves
de COVID-19 aos acometidos por formas brandas e assintomatoldgicas. Diferem-se, portanto,
guanto a variaveis de duracdo, natureza da infeccdo aguda e caracteristicas proprias a cada
organismo (EL-SABER BATIHA et al., 2022).

Mais comumente reportado como sintoma da COVID-longa, a fadiga é prevalente em
17 a 72% nos pacientes. Outra sintomatologia frequente é a de cunho respiratério, incluindo
dores toracicas (22%), dispnéia (10-40%) e intolerancia a exercicios fisicos (10-40%) (EL-
SABER BATIHA et al., 2022). Assim como, é observado déficit cognitivo, queda de cabelo,
sintomas gastrointestinais, cefaleias, perturbacdes de sono, artralgias e dentre outros.
Manifestagcdes em diferentes graus de severidade também sdo evidenciadas no cenério pos-
COVID como doengas vasculares; trombdticas; cerebrovasculares; diabetes de tipo II;
encefalomielite mialgica, conhecida também como sindrome da fadiga crénica; e, disautonomia
(DAVIS et al., 2023; SHERIF et al., 2023).
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InUmeras causas foram elencadas na tentativa de esclarecer e melhor elucidar a COVID-
longa. Quanto a patogénese da infeccdo, sugere-se a formacéo de reservatorios persistentes de
SARS-CoV-2; desregulacdo imunoldgica apresentando ou ndo a reativacdo de patdgenos
subjacentes; desregulacdo de microbiota; autoimunidade e ativacdo de respostas imunes por
mimetismo molecular; coagulacdo sanguinea microvascular com disfungdo endotelial; e,
sinalizacé@o disfuncional no tronco cerebral e/ou nervos (DAVIS et al., 2023; KOHN et al.,
2022).

Outra hipétese para a ocorréncia da Sindrome pés-COVID é embasada em um
mecanismo de contrabalango da resposta anti-inflamatoria frente & hiperinflamacdo observada
na fisiopatologia da fase aguda da infec¢do por SARS-CoV-2. Mecanismo este que repercute a
um quadro de imunossupressao, visando atingir a homeostase frente aos efeitos nocivos
causados pela exacerbacdo da atividade pré-inflamatéria (EL-SABER BATIHA et al., 2022).

Quando comparadas clinicamente, os quadros de Sepse e COVID-19 assemelham-se
em sua fisiopatologia, tendo em vista que ambas as sintomatologias correlacionam-se
fisioldgica e imunologicamente. A equivaléncia em tais manifestacdes enfatiza sintomas como
insuficiéncia respiratoria, coagulopatia, alta producao de citocinas e a latente evolucao a choque
séptico ou FMO (VERAS et al., 2020).

Propdem-se que a similaridade de tais quadros advém de uma resposta imune
desregulada e disfuncional, desencadeando uma producdo exacerbada de mediadores
imunoldgicos e um consequente quadro de tempestade de citocinas (SONG et al., 2020).
Devido a esses fatores ou parte deles, muitos pacientes com COVID-19 grave apresentam
sintomas que se enquadram no Terceiro Consenso Internacional para Sepse (SINGER et al.,
2016).

Haja vista as inumeras manifestacGes clinicas apresentadas por individuos que foram
acometidos pela COVID-19, torna-se necessario e de suma relevancia que tais aspectos sejam
estudados e elucidados para que seja mais bem estabelecida e caracterizada a SPC. E, dentre as
alteracGes expressas como decorréncia da infecc¢do pelo virus SARS-CoV-2, a polarizagao de
monocitos exple-se como um parametro importante a ser estudado por conta do
estabelecimento de uma disfuncdo imunoldgica mesmo apds a recuperacdo da doenca, 0 que

coloca em pauta a vida de inmeros pacientes acometidos pela Sindrome p6s-COVID.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivo avaliar os perfis de polarizagdo de mondcitos — M1
e M2 — em pacientes no periodo aproximado de 2 anos ap0s serem hospitalizados devido a
COVID-19, por meio da expressdo dos diferentes mediadores inflamatdrios caracteristicos
destes dois perfis.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Objetivando contribuir para a caracterizacéo e elucidacdo da Sindrome P6s-COVID, o

presente trabalho visou verificar se ha reprogramacéo celular apos a alta hospitalar.
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3. METODOLOGIA

A proposta do presente estudo foi submetida e aprovada pelos Comités de Etica em
Pesquisa (CEP) da instituicdo proponente (Anexo A) e pelos Hospitais em que foram coletados
0S prontuarios (CAAE 51925221.5.0000.5436, 51925221.5.3001.5448 e
51925221.5.3002.0139) (Anexos B e C). No que tange aos pacientes selecionados, a todos foi
concedido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) com explicacGes sobre a

pesquisa (Anexo D).

A realizacdo da pesquisa em seus aspectos praticos esta denotada no fluxograma abaixo.

Figura 6.
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Figura 6. Fluxograma Metodolégico. Sequéncia dos protocolos estabelecidos para a realizagdo do presente
trabalho.
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3.1. SELECAO DOS PACIENTES

A pesquisa foi desenvolvida na regido da Baixada Santista - SP, ponderando individuos de
todas as cidades do litoral paulista atendidos nos hospitais Santa Casa de Santos e Hospital

Municipal Guilherme Alvaro devido a complicacbes do quadro de COVID-19.

A apuracgdo dos pacientes foi realizada com base nos critérios de maioridade e resultado
positivo para SARS-CoV-2 no teste molecular de gPCR (swab nasofaringeo). Descartou-se
individuos menores de 18 anos ou que foram comprovadamente diagnosticados com HIV,
hepatites crbnicas, neoplasias e outras doencas autoimunes e inflamatérias. Excluiram-se
também individuos sob terapia continua com uso de antialérgicos (anti-
histaminicos/corticéides) e/ou anti-inflamatorios (ndo esterodides/corticoides) uma vez que o
comprometimento do sistema imunoldgico possui influéncia direta nas analises realizadas e

assim também na veracidade dos resultados obtidos.

O estudo contou com n de 68 individuos, distribuidos em um grupo controle (n=22) e um
grupo de analise (n=46), tal como é esquematizado na Figura 7. Para a caracteriza¢cdo do grupo
pos-COVID foram incluidos pacientes segundo a necessidade de hospitalizacdo e/ou intubacao,

sendo assim atrelados as formas moderadas e graves da infeccao.

3.2. SELECAO DO GRUPO CONTROLE

Pautando-se nos mesmos critérios de selecdo mencionados, os individuos do grupo
controle (n= 22) foram triados e selecionados pareando-os em idade e género. Destaca-se que
para a participacdo no estudo foram considerados individuos que nunca apresentaram resultado

positivo para SARS-CoV-2 no teste molecular de gPCR (swab nasofaringeo).
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Figura 7. Fluxograma da selecdo dos pacientes (n= 68). Ao grupo p6s-COVID foram atribuidos 46 pacientes e
ao grupo controle, foram selecionados 22 individuos. Ambos os grupos foram estabelecidos pautando-se nos
critérios de inclusdo e exclusdo mencionados.

3.3. PRONTUARIOS MEDICOS

Com base nos prontuarios médicos disponibilizados pelos hospitais, foram coletadas
informagdes como género e idade dos participantes; comorbidades (diabetes, hipertenséo, asma,
problemas cardiovasculares, doencas pulmonares etc.); tempo de internacdo; desenvolvimento
de insuficiéncia respiratoria e necessidade de intubacao. Tais informacGes sdo apresentadas na

tabela abaixo: (Tabela 3).

. Feminino 28 (60.87%)
Género .
Masculino 18(39.13%)
Meédia (SD) 47.49(13.43)
Tdade . .
Mediana (min-max) 47 (26-85)
. L Média (SD) 11.11(13.32)
Tempo de internacdo (dias) . )
Mediana (min-max) 6 (2-65)
Infubacio Orot ; Ausente n (%0) Presente n (%0)
ntubacio Orotragquea 30 (84.7) 7(15.3)
Hipertensdo arterial 7(15.22)
Diabetes mellitus 5(10.87)
Comorbidades n (%) Obesidade 9(19.57)
Asma 2(4.35)
Dislipidemia 1(2.17)

Tabela 3. Caracterizagéo dos pacientes do grupo p6s-COVID (n: 46), Santos, 2022-2023. SD: Desvio Padréo;
min: Valor Minimo; max: Valor Maximo.
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3.4. SEPARACAO DE MONOCITOS

Cerca de 40 mL de sangue venoso foi coletado em tubos EDTA e centrifugado por 10
min a 400G, em temperatura ambiente. Depois da centrifugacdo, o sangue foi separado em
partes correspondentes ao plasma e aos elementos figurados. Os elementos figurados foram
transferidos para um tubo falcon e entdo diluidos com PBS na propor¢éo 1:1. Cuidadosamente,
a diluicdo foi transferida a tubos com Histopaque® seguindo a propor¢do 1:2. Centrifugou-se
os tubos por 30 min a 400G em temperatura ambiente para a separagdo da amostra segundo seu
gradiente de concentracdo de modo que uma nuvem de mononucleares (contendo M@) dispos-
se entre os polimorfonucleares e o excedente de plasma e PBS.

O excesso de plasma e PBS foi descartado e a nuvem de mononucleares, transferida a
um tubo falcon e diluida em PBS em uma proporcéo 1:2. Apds uma centrifugacéo de 10 minutos
a 400G/4°C, o sobrenadante foi descartado para obtengdo do sedimento referente a mondcitos
e linfécitos.

O sedimento rendeu um namero de células suficiente para ser distribuido em trés pogos.
Portanto, para ressuspender o sedimento de mononucleares, foram adicionados 3 mL de meio
de cultura RPMI no tubo M@, homogeneizando até se dissolver. Para proporcionar o0 ambiente

adequado, foram adicionados 2 mL de meio de cultura RPMI em cada pogo.

A placa de cultura foi levada para a estufa e incubada por 1-2 horas para permitir a
adesdo dos mondcitos. Apos a incubacdo, os linfdcitos estariam no sobrenadante. Apds retirado
0 sobrenadante, foi adicionado 1 mL de Trizol em cada pogo e homogeneizado vigorosamente.
Em seguida, os mondcitos foram armazenados em tubos eppendorf e levados ao freezer -80°C

para o seguimento da pesquisa.

3.5. EXTRACAO DE RNA

Para a extracdo de RNA das amostras estudadas foi utilizado Trizol® (Invitrogen) e o
kit PureLink RNA Mini Kit® (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA). O RNA total foi extraido
utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen) e, para iniciar o protocolo, foram adicionados 0,2
mL de cloroférmio. Os tubos foram agitados vigorosamente por 15 segundos e incubados a
temperatura ambiente por 10 minutos. A separacdo das fases aquosas e proteicas obtidas foi
realizada por centrifugacao a 12.000G por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa contendo 0 RNA
de interesse foi transferida para outro tubo eppendorf e, para cada 0,1 mL de amostra na fase

aquosa foram adicionados 0,05 mL de etanol 100%. Por diante, iniciou-se o uso de colunas para
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a separacao de RNA, assim foram adicionados 150 pL de amostra sobre a coluna sendo
realizada uma centrifugacao rapida. Tal procedimento foi repetido até que todo o volume da

amostra fosse passado pela coluna.

Ainda na coluna, a amostra foi lavada com a solucdo de lavagem 1 e por mais duas
outras vezes com a solugédo de lavagem 2, ambas fornecidas pelo kit. Terminada as lavagens, a
coluna foi colocada em um novo tubo eppendorf de 1,5 mL. Foi adicionado 50 puL de agua
RNAse-Free ao centro da coluna, a qual foi incubada em temperatura ambiente por 1 minuto e,
apos a incubacdo, a coluna foi centrifugada a 12.000G por 2 minutos obtendo-se ao final do
procedimento a amostra de RNA para as experimentagdes do estudo.

As amostras foram submetidas ao tratamento de 1 ug de RNA com 1pL de DNase |
Amp Grade (100 U, ThermoFisher) acrescido de 1 puL do tampéo 10 X (10X DNase | Reaction
Buffer) completando o volume para 10 pL com dgua RNAse-free. Logo apos, as amostras foram
incubadas por 30 minutos a 37°C e posteriormente a isso, foi adicionado 1 pL de EDTA (25

mM) e realizada a incubagé&o por 10 minutos a 65°C.

A concentracdo do RNA foi determinada por espectrofotometria utilizando o
equipamento Thermo Scientific NanoDrop®  (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA).

3.6 SINTESE DE cDNA DOS MONOCITOS

A sintese de cDNA foi realizada a parte de 1ug de RNA total extraido e tratado
conforme descrito acima. Para tal protocolo foi utilizado 1 uL de “Random primers” (High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, ThermoFisher); 50 U da enzima transcriptase
reversa (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, ThermoFisher); 2 uL do tampao da
enzima (10X); e, 0,8 uL de dANTP (100 mM) em um volume final de reagdo de 20 pL. Tal
mistura foi incubada por 10 minutos a 25°C para permitir a hibridizacao dos oligonucleotideos
randomicos ao RNA e, em seguida, aquecida a 37°C por 120 minutos e em 85°C por 5 minutos.
Assim, o cDNA foi obtido e armazenado a -80° até a realizacdo da anélise de gPCR em tempo

real.

3.7.gPCR

As sequéncias dos primers utilizados para as analises de expressdio de mMRNA
estipuladas para o estudo foram obtidas de acordo com padronizac¢des anteriores do grupo de


https://www.google.com/search?sxsrf=ACYBGNRJ2icmaYQBfenq6kYAOvEc6QYRjA:1573507520780&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzASq74qtOAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj8jM-mjOPlAhVQF7kGHeckAuwQmxMI7QEoATAR&sxsrf=ACYBGNRJ2icmaYQBfenq6kYAOvEc6QYRjA:1573507520780
https://www.google.com/search?sxsrf=ACYBGNRJ2icmaYQBfenq6kYAOvEc6QYRjA:1573507520780&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzASq74qtOAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj8jM-mjOPlAhVQF7kGHeckAuwQmxMI7QEoATAR&sxsrf=ACYBGNRJ2icmaYQBfenq6kYAOvEc6QYRjA:1573507520780
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pesquisa (GRITTE, 2022). Os genes determinados como caracterizacdo dos perfis de

polarizacdo de mondcitos — M1 e M2 — e seus respectivos primers sao apresentados na tabela

abaixo: (Tabela 4).

Gene Forward sequence Reverse Sequence
M1
IL-1a TCGCCAGTGAAATGATGGCT TGGAAGGAGCACTTCATCTGTT
IL-1p CCTGAGCTCGCCAGTGAAAT TGTCCATGGCCACAACAACT
IL-10 AAGACCCAGACATCAAGGCG AATCGATGACAGCGCCGTAG
IL-12p35 GATGGCCCTGTGCCTTAGTA TCAAGGGAGGATTTTITGTGG
CXCL10 CCACGTGTTGAGATCATTGGC TTCTTGATGGCCTTCGATTC
CXCL11 CCTGGGGTAAAAGCAGTGAA TGGGATTTAGGCATCGTTGT
NF-kB TTGGGAAGGCCTGAACAAATG AGGTATGGGCCATCTGCTGT
HMGEB1 CGGACAAGGCCCGTTATGAA CCTCTTGGGTGCATTGGGAT
M2
TGF-p CCAGCGACTCGCCAGAGTGG GGCCGGTAGTGAACCCGTTGA
SR-B1 GTGTGGGTGAGATCATGTGG GTTCCACTTGTCCACGAGGT
PPARy TTCAGAAATGCCTTGCAGTG CCAACAGCTTCTCCTTCTCG
CASP12 TCCAATGTGAGTGTGCCTGT GTTTTGGTCCACTCCACCGA
CCL14 CCATTCCCTTCTTCCTCCTC GACGCGGGATCTTGTAGGTA
CCL22 ATTACGTCCGTTACCGTCTG TAGGCTCTTCATTGGCTCAG

Tabela 4. Genes alvos e seus respectivos primers. IL - Interleucina; CXCL - Chemokine (C-C motif) ligand;
NF-kB - Fator Nuclear Kappa B; HMGB1 - High mobility group box 1; TGF-$ - Transforming Growth Factor
Beta; SR-B1- Scavenger Receptor Class B type 1; PPAR-y - Proliferadores de Peroxissoma tipo Gama; CASP12
- Caspase 12; CCL - Chemokine (C-C motif) ligand

A temperatura de hibridacdo dos primers foi previamente padronizada para compor o

modelo de ensaio da PCR em tempo real em estudos anteriores do grupo.

A quantificacdo do mRNA foi determinada utilizando-se o kit Power SYBR Green PCR
Master Mix (Thermo Fisher) utilizando o equipamento StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific)
e os resultados, analisados utilizando o software, StepOne Software v2.3 (Thermo Fisher). O
valor da quantificacéo relativa de cada gene alvo foi expresso por meio do método comparativo
de CT (Ct = threshold cycle; nimero de ciclo no qual o produto da PCR atinge o limiar de
deteccdo) (Livak and Schmittgen 2001, Pfaffl 2001).

Para os resultados, foram realizados o calculo de 22A°T. Todos os protocolos
empregados em testes com mondcitos e macréfagos foram validados por estudos anteriores do
grupo (Gritte et al., 2022 - n°® Processo FAPESP 2017/13715-9).
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3.8. GENE CONSTITUTIVO

Um gene constitutivo € caracterizado como aquele que o nivel de expressdo ndo se altera
por condi¢des experimentais variaveis. Possibilita assim a normalizacéo dos resultados obtidos

nos genes de interesse ao estudo (Tanaka, To et al. 2017).

De acordo com estudos anteriores do grupo, foram selecionados quatro genes
referéncias mais bem caracterizados em suas expressoes, sendo eles: GAPDH, HPRT1, PGK1
e STX5A (Gritte, Souza-Siqueira et al. 2020) (Tabela 5).

Gene Forward Sequence Reverse Sequence
GAPDH TTCAACAGCGACACCCACT TTCCTCTTGTGCTCTTGCT
HPRT! CCTGGCGTCGTGATTAGTGA CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
PGKl1 CCACTGTGGCTTCTGGCATA ATGAGAGCTTTGGTTCCCCG
STx5A GAACACGGATCAGGGTGTCTA ACGTTCTCGTCGATCCTCTG

Tabela 5. Genes Constitutivos e seus respectivos primers. GAPDH- gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase;
HPRT1- hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; PGK1- Phosphoglycerate Kinase 1;STx5A- Syntaxin 5.

Como normalizagdo das analises de expressdo de mRNA, utilizamos a média
geométrica dos genes propostos — GAPDH, HPRT1, PGK1 e STX5A.

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados aqui apresentados dizem respeito aos parametros de média e desvio padréo.
Para comparacdo de médias, os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Mann
Whitney utilizando o software GraphPad Prism 6 e considerado nivel de confianca de 95%
(p<0,05).

Ressalta-se que os dados estdo sendo analisados por um profissional estatistico antes da

publicacao dos resultados, garantindo assim a aplicacdo de testes mais coerentes e precisos.
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4 RESULTADOS

4.1. EXPRESSAO DE MRNA DO PERFIL PRO-INFLAMATORIO (M1)

O perfil funcional M1 € caracterizado por atuar de maneira corroborativa ao processo
inflamatorio. O presente trabalho avaliou os niveis de expressdo génica de marcadores do
fendtipo pro-inflamatério, incluindo interleucinas, quimiocinas e intermediarios de vias cruciais
para a formacdo do cenério de inflamagdo. A expressdao de mMRNA dos genes que refletem a

polarizacdo M1 apresentou relevancia estatistica em seis dos oito genes estudados.

A analise de mRNA de IL-1a evidenciou-Se significativamente aumentada quando
comparada aos indices de expressao do grupo controle, o qual foi tomado como parametro de
normalidade (p<0,0001) (Figura 08).
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Figura 8. Expressdo de mRNA de IL-1a. (****) p<0,0001 vs Controle.

Em divergéncia a tais resultados, a expressdao de mRNA de IL-1p ndo apresentou variancias
estatisticas significantes para a afirmacéo de divergéncia entre o grupo pos-COVID e o grupo
controle (p>0,05). De modo contrario, os indices transcricionais de 1L-10 foram representativos

para os testes estatisticos aplicados e demonstram significncia de p<0,05 (Figura 09).
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Figura 9. Expressdo de mRNA de IL-1p e IL-10. (*) p<0,05 vs Controle.
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Por sua vez, as analises de mRNA de IL-12p35 demonstraram valores divergentes entre o
grupo controle e o grupo p6s-COVID (p<0,001), sendo essas, expressivamente mais baixas.
(Figura 10).
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Figura 10. Expressdo de mRNA de IL-12p35. (****) p<0.0001 vs Controle.

Referente as quimiocinas estudadas, os resultados obtidos para a analise de expressao de
MRNA de CXCL10 nédo apresentaram diferenca estatistica entre o grupo controle e o grupo de
pacientes em questdo (p>0,05). Diferentemente do que foi observado para CXCL11, a qual foi
demonstrado niveis diminuidos de expressdao de mMRNA nos pacientes do grupo p6s-COVID

(p<0,001) quando em comparagéo ao grupo controle (Figura 11).
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Figura 11. Expressdo de mMRNA de CXCL10 e CXCL11. (***) p<0,001 vs Controle.

Outros genes avaliados foram aqueles relacionados com vias inflamatérias intracelulares
como NF-xB e HMGBI1. A expressdao de mRNA de NF-«B foi significativamente menor no
grupo pds-COVID do que os valores apresentados pelo grupo controle (p<0,0001). De igual
modo, quanto a HMGBL1, os indices de expressdo génica foram diminuidos no comparativo

p6s-COVID/controle com significancia de p<0,0001 (Figura 12).
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Figura 12. Expressdo de mRNA de NF-kB e HMGBI1. (****) p<0,0001 vs Controle.



4.1.1. PANORAMA GERAL DO PERFIL PRO-INFLAMATORIO (M1)
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Figura 13. Expressdo de mRNA dos genes do perfil M1. A- IL-1a; B- IL-1f3; C- IL-10; D- IL-12p35; E-
CXCL10; F- CXCL11; G- NF«B. e H- HMGBL. (*) p<0,05; (***) p<0,001; (****) p<0,0001 vs Controle.
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DO PERFIL ANTI-INFLAMATORIO (M2)

Atuando de forma a manter a homeostasia, conter o processo inflamatorio e reparar os

danos teciduais acarretados pela promocdo da inflamacéo, o fenétipo M2 é caracterizado por

seu perfil funcional anti-inflamatério. Para analisar a tendéncia de polarizagdo anti-inflamatoria

em mondcitos foi avaliada a expressdo de mMRNA de marcadores que refletem tal fenétipo.

A andlise dos indices de expressdo génica de TGF-B ndo apresentaram valores

estatisticamente significativos para uma comparacdo entre os grupos em estudo (p>0,05).

Todavia, a expressdo de mRNA de SR-B1 evidenciou diferenga estatistica com valores

expressivamente mais baixos do grupo p6s-COVID guando em contraste com o grupo controle

(p<0,001) (Figura 14).
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Figura 14. Expressdo de mRNA de TGF-p e SR-B1. (***) p<0,001 vs Controle.

Quanto as analises de expressao de mMRNA de PPAR-y, as estatisticas expuseram uma

diminuicao dos valores do grupo

p6s-COVID para com o grupo controle (p<0,05) (Figura 15).
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Figura 15. Expressdo de mRNA de PPAR-y. (*) p<0,05 vs Controle.

Diferenciando-se do padrdo de diminuicdo de expressdo até entdo encontrado, a

avaliacdo dos niveis transcricionais de CASP12 apresentou um aumento significativo nos

valores obtidos do grupo pds-COVID (p<0.001) quando em comparag¢do com o grupo controle

(Figura 16).
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Figura 16. Expressdo de mRNA de CASP12. (****) p<0,0001 vs Controle.

Sobre as quimiocinas CCL14 e CCL22 foi evidenciado diferenca estatistica

significativa. As expressdes de mMRNA de CCL14 dos pacientes p6s-COVID apresentaram-se

com valores diminuidos em relacdo ao controle (p<0,05). Do mesmo modo, as analises de

MRNA de CCL22 demonstraram diminuicdo estatisticamente significante na correlacdo pés-
COVID/controle (p<0.01) (Figura 17).
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Figura 17. Expressdo de mRNA de CCL14 e CCL22. (*) p<0,05; (**) p<0,01 vs Controle.
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4.2.1. PANORAMA GERAL DO PERFIL ANTI-INFLAMATORIO (M2)
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Figura 18. Expressdo de mRNA dos genes do perfil M2. A- CCL14; B- CCL22; C- PPAR-y; D- SRBL1; E- TGF-

B: F- CASP12. (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0.0001 vs Controle.
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5. DISCUSSAO

Sabe-se que a caracterizagdo da funcdo monocitaria é decorrente da significante
plasticidade fenotipica de tais células, as quais diferenciam-se de acordo com as demandas do
microambiente e com a regéncia de imunomediadores (ALEXANDER et al., 2019;
GUERMONPREZ et al., 2019; JUHAS et al., 2015). Entretanto, quando em sua forma néo
polarizada — mondcitos M@ — a expressdo de mRNA de marcadores de polarizagdo em tais
células é basal (JUHAS et al., 2015).

Quando em fase estacionaria, o0s niveis de expressdo de IL-1a sio relativamente baixos,
diferentemente de um cenério de exposicdo a patdgenos ou estimulos estressores, nos quais €
observado um significativo aumento de sua expressédo em necessidade de iniciar uma resposta
inflamatoria (CHIU et al., 2021). Torres-Ruiz (TORRES-RUIZ et al., 2021) demonstraram que
os valores plasmaticos de IL-1a ndo apresentam diferengas estatisticas significativas entre os
grupos (I) pacientes diagnosticados com Sindrome pés-COVID e (Il) individuos néo
acometidos pela Sindrome p6s-COVID, ambos 0s grupos, sendo avaliados apds 3 meses da
infeccdo (TORRES-RUIZ et al., 2021).

Estudos realizados por (COLARUSSO et al., 2021) envolvendo pacientes de 1 a 3
meses pos-COVID e os niveis plasmaticos de IL-1 a, também ndo encontraram diferenca
estatistica quando comparados ao controle. Entretanto, quando avaliado apenas os individuos
com sequelas pulmonares, foi observado que os valores de IL-10 foram maiores em pacientes
pos-COVID com alteracbes semelhantes a fibrose do que em individuos saudaveis
(COLARUSSO et al., 2021). Assemelhando-se a tal achado, as analises de expressao de mRNA
de IL-1a demonstradas pelo presente estudo evidenciaram valores significativamente mais altos
guando em contraste ao grupo controle. Ressalta-se que os pacientes avaliados se enquadram
no intervalo de 1 a 2 anos apo6s a alta hospitalar devido a COVID-19, o que induz a hipétese de

que este aumento transcricional de IL-1a seja uma das facetas da COVID longa.

Sendo um dos principais mediadores das reacdes imune inatas, a IL-1f é estritamente
correlacionada com atividade do inflamassoma NLRP3, uma vez que por meio deste, a pro-1L-
1B é clivada e assim maturada para sua atuacao (BENT et al., 2018). Khan (KHAN et al., 2021)
procedeu seus estudos com a estimulacdo de ceélulas mononucleares sanguineas com a
subunidade S2 presente no SARS-CoV-2. Os resultados de gPCR e ELISA evidenciaram um

expressivo aumento de IL-1B (KHAN et al., 2021). Anélises plasmaticas avaliaram as
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concentracOes iniciais de IL-1p em pacientes internados devido a COVID-19, as quais

apresentaram-se elevadas em comparacdo com individuos saudaveis (HUANG et al., 2020).

No que se refere ao periodo apos a infeccdo, Jiram Torres-Ruiz, 2021 demonstrou que
em individuos com sindrome p6s-COVID, as concentra¢des plasmaticas de IL-1p apresentava-
se aumentadas mesmo ao terceiro més apos a infecgdo (TORRES-RUIZ et al., 2021). Enquanto
nossos resultados nao apresentaram diferenca estatistica significativa entre o grupo p6s-COVID

e 0 grupo controle, inferindo assim uma normalizacdo dos niveis de expressdo génica de IL-1.

Durante o periodo agudo da infeccdo por SARS-CoV-2, estudos pautados na
metodologia de sequenciamento de RNA mostraram um aumento significativo na expresséo de
IL-10 e CXCL10 evidenciando uma regulacao positiva de tais genes (XIONG et al., 2020). De
mesmo modo Bianca Maria Rotoli, 2021 demonstrou que ao incubar células comercializadas
de macréfagos humanos com a proteina Spike, a quantificagdo por ELISA das citocinas
produzidas, resultou em um significante aumento de IL-10 e CXCL10 assim como outras

citocinas e quimiocinas (ROTOLI et al., 2021).

Anélises por CBA (Citometric Beads Array) em pacientes 3 meses ap6s a COVID-19
apresentou aumento de IL-10 naqueles que ndo queixavam-se de sequelas e uma diminuicdo
dos niveis de IL-10 nos pacientes com sequelas da infec¢do, sugerindo assim uma assinatura
molecular de resposta anti-inflamatoria reduzida (QUEIROZ et al., 2022). Outras analises
quanto ao periodo p6s-COVID pelo método Olink proteomic platform evidenciaram uma
regulacdo positiva para a proteina CXCL10 em plasma (ZHAO et al., 2022). Contrastando com
os resultados obtidos por este estudo, as analises de IL-10 e CXCL10 ndo apresentaram
variancias estatisticamente significantes nas comparacfes entre os pacientes pds-COVID e

controle, sugerindo assim uma normalizagdo de tais expressdes génicas.

Da mesma forma, em nossas analises ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas ao comparar as analises de expressdo de mRNA de I1L-12p35 entres o grupo em
estudo e o grupo controle. Assim como pontuado por Jiram Torres-Ruiz et al. ao estudar as
subunidades IL-12p40 e IL-12p70, as quais ndo foram demonstradas diferencas estatisticas em
individuos 3 meses de pds-COVID (TORRES-RUIZ et al., 2021).

Atuando na quimiotaxia de leucécitos para o sitio inflamatorio, a quimiocina CXCL11
foi vinculada & COVID-19. Apresentando-se com expressdes de mRNA significativamente

aumentada em pacientes acometidos pela COVID-19 quando em comparagdo com pacientes
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controle (SOHN et al., 2020). No que se refere ao comportamento de tal quimiocina na COVID
longa, estudos realizados por Olink proteomic platform demonstraram elevados niveis de
CXCL11 no plasma de individuos do grupo p6s-COVID (ZHAO et al., 2022). No presente
estudo, entretanto, os valores alcangados apresentam uma diminui¢do na expressdo de mMRNA
de CXCL11 do grupo pés-COVID em relacdo ao controle. Tal achado contribui para a

caracterizacdo da COVID longa, demonstrando uma possivel resposta quimiotatica deficitaria.

Na determinacdo de um perfil corroborativo para o processo inflamatorio, o fator de
transcricdo NF-«kB, ¢ de essencial importancia pois atua de modo a ativar a transcrigdo de genes
primordiais para a imunidade inata e a resposta inflamatdria (WILLIAMS et al., 2020). Salma
Kazafy et al. avaliaram a expressao génica das subunidades de NF-kB — p50 e p65 — pela
metodologia de qPCR em pacientes acometidos pela COVID-19, demonstrando que tais
subunidades apresentavam-se em maiores expressdes no comparativo ao grupo controle (EL
KAZAFY et al., 2022). Outro estudo demonstrou que os indices de NF-kB eram diretamente
estimulados em macréfagos pela COVID-19, indices tais que foram intrinsecamente associados
a exacerbacdo do processo inflamatorio e ao desenvolvimento de varias complicacGes
(ALKAZMI et al., 2023).

Os resultados aqui apresentados, no entanto, expuseram valores significativamente
menores em comparacgao com a expressdo de mRNA de NF-«B pelo grupo controle, indicando

assim uma possivel desordem nas vias promotoras de inflamagao.

A HMGB1 é uma proteina nuclear multifuncional secretada em resposta a vias de
sinalizacdo inflamatorias em casos de lesédo tecidual por células imunes no cenario inflamatério
induzido por infecgdes (LU et al., 2013). Na COVID-19, assim como outros marcadores pro-
inflamatorios, a HMGBL1 apresenta niveis séricos significativamente elevados em quadros
graves, uma vez que é ativada pela infeccdo viral e atua como um violento imunomediador
desencadeando hiperinflamacéo o desenvolvimento de tempestade de citocinas (ALKAZMI et
al., 2023; CHEN et al., 2020). Contrapondo-se a tais valores, as expressdes de HMGB1 obtidas
em nossas analises mostraram-se evidentemente diminuidas no periodo de 1 a 2 anos apés a
infeccdo por SARS-CoV-2.

Segundo SIOTWInSKI et al., a reducdo de expressdo de genes codificadores de
HMGB1, dentre uma série de outros genes importantes no contexto inflamatério, pode ser um

indicador de distdrbios da imunidade inata. Pode, no entanto, ser consequente do
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comprometimento da maturagéo celular ou mesmo proveniente da a¢do imunossupressora de
células envolvidas em respostas inflamatérias (SLOTWINSKA et al., 2015). Mediante ao
exposto, nota-se expressivas alteracGes na maioria dos genes que caracterizam o perfil M1,
sendo majoritariamente, diminui¢des na expressdo génica. O mesmo se reflete no tocante ao

fendtipo M2.

Condizendo com sua atuacao de reparo e regeneracdo tecidual pos dano, a secrecao de
TGF-p por macrofagos anti-inflamatérios correlaciona-se diretamente com os quadros de
COVID-19 e com as sequelas pulmonares e fibréticas observadas no periodo subsequente.
Estudos realizados por gPCR demonstram que pacientes de 3-6 meses p6s-COVID com
radiografias pulmonares anormais apresentaram consideravel aumento transcricional de TGF-
B (ALl et al., 2022). Por outra perspectiva, nossos dados ndo expressaram indices de variancia
estatisticamente significativos na comparacdo pés-COVID/controle, tal qual foi evidenciado
por Lavinia Flaskamp, 2022 ao quantificar TGF-p de pacientes em 6 meses no periodo pos-
COVID por metodologia ELISA (FLASKAMP et al., 2022).

Caracterizando-se como uma proteina de superficie celular altamente expressa em
monocitos, macrofagos e outras células imunes, o SR-B1 desempenha um importante papel
como PRR intermediando o processo de fagocitose (ALKAZMI et al., 2023). Guo et al.
demonstraram que o0 SR-B1 pode prevenir a morte induzida por septicemia e endotoxina
inibindo a producédo de citocinas pro-inflamatorias a partir de macrofagos M1 (GUO et al.,
2009). No presente estudo, a expressio de mRNA de SR-B1 mostrou-se diminuida na
correlagdo dos grupos pds-COVID e controle, indicando assim uma deficiéncia de suas

contribuicGes para o equilibrio do processo inflamatorio.

Em 2020, foi elucidado por Suelen Silva Gomes, 2020 por meio de Western Blot que a
ativacdo de macrofagos pelo virus SARS-CoV-2 desencadeia diretamente uma regulacdo
positiva para os fatores de transcricao relacionados a lipogénese — PPARy e SREBP-1 — os quais
envolvem a sintese de triacilglicerol na infeccdo viral (DIAS et al., 2020). De modo contrario,
0 cenério p6s-COVID caracterizou-se em nossas analises por uma reducdo dos niveis de
expressao de mRNA de PPARy.

Contrapondo-se ao padrdo apresentado, em nossos estudos a Caspase-12 apresentou-se
demasiadamente expressa no grupo em analise. Como parte do equilibrio entre os processos

pré e anti-inflamatério, a CASP12 atua impedindo a formagdo do complexo IKK e a
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consequente ativacdo de NF-kB (ALTABLE et al., 2021). Dito isso, os dados encontrados

corroboram com a diminuicdo do potencial pro-inflamatério.

As quimiocinas estabelecidas por Jaguin et al. (JAGUIN et al., 2013) que exemplificam
o perfil funcional M2 — CCL14 e CCL22 — atuam de modo a sinalizar e assim propiciar a
quimiotaxia de leucécitos ao local de inflamagdo (ABBAS et al., 2019). Estudos no decorrer
agudo da infeccdo por SARS-CoV-2 quantificaram por ELISA maiores indices séricos de
marcadores inflamatorios, dentre eles, CCL22 (TUFA et al., 2022). A caracterizacdo de tais
marcadores na COVID longa nas analises de qPCR do presente estudo, evidenciou diminuicéo

na expressao génica para ambas as quimiocinas em quest&o.

Diferentemente do contexto pds-sepse estudado e elucidado por Gritte, Souza-Siqueira
et al. que apresentava uma polarizacdo de monacitos tendenciada ao perfil M1 (GRITTE, 2022),
0 pés-COVID expds diminuicdo na maioria dos genes que caracterizam ambos os perfis de
mondcitos — M1 e M2. Asma Boumaza et. al, explicitou que o betacoronavirus SARS-CoV-2
induz uma imunoparalisia para beneficio da progresséo da infeccdo (BOUMAZA et al., 2021).
Segundo a optica geral dos resultados do presente trabalho, instiga-se a hipdtese de uma
imunossupressao na COVID longa. Sequela essa, desencadeada por uma reprogramacéo celular

consequente a infeccdo viral.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Segundo o que foi evidenciado nos quadros agudos da COVID-19 e, pautando-se nas
hipdteses previamente levantadas por estudos anteriores do grupo sobre o perfil de mondcitos
na Sindrome PGs-Sepse, conjecturamos que a Sindrome P6s-COVID se assemelharia em tais
aspectos de reprogramacao celular e as analises propostas resultariam em maiores expressoes
de marcadores referentes aos perfis funcionais de tais células. Entretanto, segundo os resultados
aqui expostos, a SPC qualificou-se por uma diminui¢do de expressdo génica de marcadores
essenciais em quesitos tanto pro-inflamatdrio quanto anti-inflamatorio, inferindo assim uma

producéo basal deficitaria em relagdo aos genes analisados.

A evidéncia de uma reprogramacdo celular de mondcitos circulantes atribui suma
importancia na caracterizacdo e melhor elucidacdo de uma das facetas da Sindrome POs-
COVID. Apesar das limitag6es e dificuldades encontradas para a realizagdo do estudo como o
contato com os pacientes e o altruismo destes a participarem da pesquisa em favor da ciéncia,
destaca-se o grande valor dos achados aqui apresentados para a sociedade como um todo.
Ressalta-se ainda, a necessidade de pesquisas posteriores para um conhecimento mais amplo e
concreto acerca de quaisquer impasses imunologicos que possam vir a ser atrelados a tal

condicéo.
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ANEXQOS

Anexo A - Parecer consubstanciado do CEP: Centro Universitario Lusiada

CENTRO UNIVERSITARIO

LUSIADAS / FUNDAGAO  “GREraml ™
LUSIADAS

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: FATORES PREDITIVOS DA OCORRENCIA DE SINDROME POS-COVID
Pesquisador: Edgar Matias Bach Hi

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 51925221.5.0000.5436

Instituicdo Proponente: Fundagao Lusiada / Centro Universitario Lusiada - UNILUS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.012.568

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em reunido do colegiado, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Centro Universitario
Lusfada (CEPSH/UNILUS), AVALIOU o referido Protocolo submetido a Plataforma Brasil, constando em
ATA

Conforme a Resolugao No. 466 de 12 de dezembro de 2012, item IV.5, alinea d, O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido devera, ainda: ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas
paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu representante
legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela (s) pessoa (s) por ele delegada (s), devendo as
paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em ambas as vias deverdo constar o endereco e contato
telefonico ou outro, dos responsaveis pela pesquisa e do CEP local e da CONEP, quando pertinente”.

As modificagdes ou emendas ao Projeto de Pesquisa deverdo ser apresentadas ao CEPSH/UNILUS de
forma clara e sucinta, identificando a parte do Projeto de Pesquisa a ser modificada e suas justificativas.

Solicitamos que sejam apresentados ao CEPSH/UNILUS relatérios semestrais sobre o andamento da
pesquisa, bem como informacgdes relativas a eventuais modificagdes, efeitos adversos, cancelamento,
encerramento, destino dos conhecimentos obtidos e relatério final, conforme a Resolugdo n°® 466/2012.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

SANTOS, 01 de Outubro de 2021

Assinado por:
Frederico Kauffmann Barbosa
(Coordenador(a))
Endere¢o: Rua Batista Perewra, n® 265, sala 28
Bairro: Macuco CEP: 11.015-100

UF: SP Municiplo: SANTOS
Telefone: (13)3202-4100 Fax: (13)3221-4488 E-mail: cepsh@lusiada br
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Anexo B - Parecer consubstanciado do CEP: Irmandade Santa Casa de Misericérdia de
Santos

IRMANDADE SANTA CASA DE ) Plataforma
MISERICORDIA DE SANTOS &

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Institui¢ao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: FATORES PREDITIVOS DA OCORRENCIA DE SINDROME POS-COVID
Pesquisador: Edgar Matias Bach Hi

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 51925221.5.3002.0139

Instituicao Proponente: IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SANTOS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 5.036.959

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Sem pendéncias

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

SANTOS, 14 de Outubro de 2021

Assinado por:
FERNANDA MARTINS DA SILVA SANTOS
(Coordenador(a))

Endereco: AV. DOUTOR CLAUDIO LUIS DA COSTA 50

Bairro: JABAQUARA CEP: 11.075-900

UF: SP Municipio: SANTOS

Telefone: (13)3202-0600 E-mail: cep@scsantos.com.br
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Anexo C - Parecer consubstanciado do CEP: Hospital Guilherme Alvaro

HOSPITAL GUILHERME
ALVARO %wl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: FATORES PREDITIVOS DA OCORRENCIA DE SINDROME POS-COVID
Pesquisador: Edgar Matias Bach Hi

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 51925221.5.3001.5448

Instituicdo Proponente: Hospital Guilherme Alvaro - Santos - SP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.075.908

Recomendacoes:
Recomendo incluir no projeto mais claramente a forma de recrutamento do grupo de controle, bem como no
TCLE.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Sem pendéncias ou inadequacgdes. Existiram pendéncias documentais na validagao documental que foram
cumpridas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Devera ser entregue uma via na integra do TCLE ao participante da pesquisa, atentar no item que o
participante da pesquisa tem liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer parte da pesquisa, sem penaliza¢do alguma e sem prejuizo ao seu cuidado. As modificagdes ou
emendas ao protocolo devem ser enviadas a Plataforma Brasil para conhecimento e avaliagdo deste
Comité, de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Solicitamos que sejam enviados ao CEP/HGA, via Plataforma Brasil,

relatérios semestrais sobre o andamento da pesquisa, bem como informac¢des relativas da mesma, eventos
adversos, cancelamento, encerramento, destino dos conhecimentos obtidos e relatério final,

Situacdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
SANTOS, 03 de Novembro de 2021
Assinado por:
Maria Aparecida Pedrosa dos Santos
(Coordenador(a))

Endereg Rua Oswaldo Cruz n® 197

Bairro: Boqueirso CEP: 11.045-904

UF: SP Municiplo: SANTOS

Telefone: (13)3202-1306 Fax: (13)3202-1306 E-mail: hga-cep@saude.sp.gov.br



Anexo D - Termo de Consentimento livre e esclarecido
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MEDICINA ,:—"".—/:' Universidade
ISP <} Cruzeiro do Sul U_I\ﬂ“l;-mUS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o(a) Sr(a) para participar da Pesquisa “FATORES PREDITIVOS DA OCORRENCIA DE
SINDROME PQS-COVID", sob a responsabilidade dos pesquisadores MARCEL CERQUEIRA CESAR
MACHADO, EDGAR MATIAS BACH HI e RAQUEL BATISTA GRITTE, a qual pretende identificar e
caracterizar os fatores preditivos da Sindrome Pos-Covid (SPC) em pacientes atendidos na cidade de
Santos.

Sua participagdo € voluntaria, por onde vocé devera comparecer as consultas agendadas previamente
para as seguintes agdes:

« Coleta de sangue para realizagéo de exames
« Responder um guestionario para sabermos como anda sua saude
Algumas coisas poderao ocorrer durante esta consulta (riscos):

« Dor ou incdmodo no local da coleta de sangue
Se algo ocorrer teremos prefissionais prontos para atendé-lo da melhor forma possivel.

Se o(s) Sr(a) aceitar participar, estara contribuindo para avaliar sua qualidade de vida e poder
proporcionar conhecimentos sobre a doenca.

Se depois de consentir em sua participacao o(s) Sr(a) desistir de continuar participando, tem o direito e
a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, antes ou depois da coleta dos
dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a Vossa Senhoria. O(a) Sr(a) ndo tera qualquer
despesa e também ndo recebera qualquer remuneragdo. Os resultades da pesquisa serdo analisados
e publicados, sendo sua identidade preservada e guardada em sigilo.

Sua amostra bioldgica (sangue) podera ser armazenada em um Biobanco ou Biorrepositério, De acordo
com a Resolugao CNS N° 441 de 2012, item 10, o participante da pesquisa, ou seu representante legal,
a qualguer tempo e sem quaisquer onus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e
utilizacao do material biologico armazenado em Biobanco ou Biorrepositério, valendo a desisténcia a
partir da data de formalizag@o desta. | - A retirada do consentimento sera formalizada por manifestagéo,
por escrito e assinada, pelo participante da pesquisa ou seu representante legal, cabendo-lhe a
devolugao das amostras existentes.

Para qualquer outra informagdo, o(a) Sr(a) pode entrar em contato com o pesquisador responsavel
EDGAR MATIAS BACH Hl, pelo telefone (11) 99179-3444 (Whatsapp) ou com o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Cruzeiro do Sul, Av. Dr. Ussiel Cirilo, 225, Sao Miguel, Sdo Paulo, SP,
telefone (11) 2037 5805; ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario Lusiada, Rua
Batista Pereira 262, Macuco, Santos/SP, Telefone (13) 3204-4100.

Se o(a) Sr(a) se sentir suficientemente esclarecido sobre essa pesquisa, objetivo, procedimentos e

eventuais riscos e beneficios, convido-o(a) a assinar este Termo, elaborado em duas vias, sendo que
uma ficara com o(a) Sr(a) e a outra com o pesquisador.

Santos, de de 2023.
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CENTIO BNV RIRSTTARIO LUsiADA

Identificacdo do Participante:
Nome:
RG: CPF:
Telefone:

Endereco:

Assinatura: Data: / /

Declaragdo do pesquisador:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria, o Consentimento Livre e Esclarecido deste
participante (ou representante legal) para a participagdo neste estudo. Declaro ainda que me
comprometo a cumpri todos os termos aqui descritos.

Nome do pesquisadoer: Marcel Cerqueira César Machado
Assinatura:
Data: 09/09/2022

Rubrica do participante Ribriox'da/pestyRaatior
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