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RESUMO

Introducio: A COVID-19 ¢ uma doenca respiratdria de elevada transmissibilidade que,
embora tenha se tornado menos grave na maior parte do mundo, continua a representar um
desafio significativo para a satde publica. Isso se deve ao fato de que ainda resulta em
milhares de mortes e gera preocupagdes devido ao surgimento de novas variantes, além das
lacunas no conhecimento sobre a complexa interagao entre o virus e o hospedeiro. As células
natural killer (NK) tém um importante papel dentre os mecanismos de defesa contra os virus.
Apesar de estudos relatarem diminui¢do na contagem de células NK em pacientes com
COVID-19, principalmente nos casos de maior gravidade, a contribui¢do de suas proteinas
citotoxicas na patogénese da doenca ainda nao foi devidamente elucidada. Objetivo: Esse
estudo do tipo coorte visou avaliar o papel de genes relacionados a ativagdo, ao
desenvolvimento e aos mecanismos efetores das células NK e do potencial papel
imunomodulador da infecg¢do viral. Métodos: Foram incluidos no estudo 140 pacientes com
COVID-19 atendidos em hospitais de Uberaba/MG nos anos de 2020 e 2021. A analise foi
feita por meio da avaliagdo da presenga do polimorfismo A91V, no gene da perforina, e do
polimorfismo Q48R, no gene da granzima B, além da quantificacdo da expressdo génica de
PRF1, GZMB, TBX21, EOMES, IL15, RUNX3 ¢ IFNG e a consequente associacdo desses
dados com o desfecho clinico e a gravidade dos pacientes infectados. Além disso, foi
realizado um ensaio funcional das células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
frente ao estimulo do plasma de pacientes infectados por meio da quantificacdo das proteinas
citotoxicas perforina e granzima B e das citocinas IL-17A, IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e
IL-2, além da quantificacdo da expressao génica dessas células sob estimulo. Resultados e
discussdo: A presenga dos polimorfismos analisados ndo diferiu entre os parametros de
gravidade e desfecho. Além disso, pacientes que obtiveram alta apresentaram maior
expressdo dos genes da perforina, granzima B, Eomes e IL-15 em rela¢do aos pacientes que
foram a obito. O mesmo foi observado naqueles pacientes de menor gravidade, seja para
perforina, granzima B e IL-15, indicando uma maior ativagado linfocitaria e consequentemente
uma maior expressdo desses genes, levando a um melhor prognéstico. Adicionalmente,
células incubadas com o plasma de individuos infectados mostraram uma menor expressao de
proteinas citotoxicas € uma maior expressao de citocinas com perfil pro-inflamatorio.
Considerando esses aspectos, a presente pesquisa embasa uma melhor compreensdo da

relacdo virus-hospedeiro, o que podera ser util em um manejo mais adequado dos pacientes,



identificando aqueles de maior risco, bem como no desenvolvimento ou identificacdo de

drogas mais eficazes.

Palavras-chave: COVID-19, Linfocitos T citotoxicos, células natural killer; Expressao

génica, Imunomodulacao.



ABSTRACT

Introduction: COVID-19 is a highly transmissible respiratory disease that, although it has
become less severe in most parts of the world, continues to pose a significant challenge to
public health. This is due to the fact that it still results in thousands of deaths and raises
concerns because of the emergence of new variants, in addition to gaps in knowledge
regarding the complex interaction between the virus and the host. Natural killer (NK) cells
play a crucial role in host defense against viruses. Despite reports of decreased NK cell
counts in COVID-19 patients, particularly in severe cases, the contribution of their cytotoxic
proteins to the pathogenesis of the disease remains unclear. Objective: This cohort study
aimed to evaluate the role of genes related to the activation, development, and effector
mechanisms of NK cells, as well as the potential immunomodulatory role of viral infection.
Methods: The study included 140 COVID-19 patients from hospitals in Uberaba, MG,
Brazil, in 2020 and 2021. The analysis involved assessing the presence of the A91V
polymorphism in the perforin gene, the Q48R polymorphism in the granzyme B gene, and
quantifying the gene expression of PRFI, GZMB, TBX21, EOMES, IL15, RUNX3, and IFNG.
The association of these data with clinical outcomes and disease severity was evaluated.
Additionally, a functional assay was performed on peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) stimulated with plasma from infected patients, quantifying the cytotoxic proteins
perforin and granzyme B, and the cytokines IL-17A, IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4, and IL-2,
as well as gene expression under stimulation. Results and discussion: The presence of the
analyzed polymorphisms did not differ between severity parameters and outcomes.
Furthermore, patients who were discharged had higher expression of perforin, granzyme B,
Eomes, and IL-15 genes compared to those who died. The same was observed in patients
with less severe disease, for perforin, granzyme B, and IL-15, indicating greater lymphocyte
activation and consequently higher expression of these genes, leading to a better prognosis.
Additionally, cells incubated with plasma from infected individuals showed lower expression
of cytotoxic proteins and higher expression of pro-inflammatory cytokines. Considering these
aspects, the present research provides a better understanding of the virus-host relationship,
which may be useful in more appropriate patient management, identifying those at higher

risk, as well as in the development or identification of more effective drugs.

Keywords: COVID-19, Cytotoxic T lymphocytes, Natural killer cells, Gene expression,

Immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

Os coronavirus (CoV) constituem uma familia de RNAs virais, sendo que dois dos
seus subtipos, SARS-CoV e MERS-CoV causam infecgdes do trato respiratdrio graves e
potencialmente fatais (Guo, 2020). Em dezembro de 2019, uma doenga respiratéria aguda
desconhecida surgiu pela primeira vez em Wuhan, China. O agente etioldgico foi designado
como SARS-CoV-2, devido compartilhar quase 80% de identidade para o SARS-CoV (Zhou,
2020). Clinicamente, a infec¢do pode cursar com febre, fadiga, tosse seca, falta de ar e
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) (Huang, 2020). No entanto, estima-se
que mais de 80% dos individuos infectados sejam assintomaticos.

A imunidade inata ¢ a primeira linha de defesa contra a infec¢ao, sendo que as células
natural killer (NK) desempenham um papel importante na imunidade inata antiviral (Deng,
2022). As células NK promovem a destruicdo de seus alvos celulares por meio de diversos
mecanismos, como liberacdo de proteinas citotdxicas, ligacao a receptores de morte celular e
producao de citocinas inflamatérias (Van Eeden, 2020).

Alteragoes em fatores associados ao desenvolvimento ¢ ativagdo das células NK,
assim como em suas moléculas efetoras podem impactar na resisténcia ou suscetibilidade a
infeccao grave por COVID-19. A linfopenia em pacientes com COVID-19, associada a uma
reducdo significativa na contagem de células NK no sangue periférico, apresenta uma
correlagdo inversa e significativa com a gravidade da doencga, conforme demonstrado pelos
estudos de Kramer e colaboradores (2021). Esses achados sugerem que a contagem de células
NK pode ser um indicador prognostico adverso na COVID-19. Além disso, evidéncias
mostram que pacientes com COVID-19 tém uma desregulagao da resposta imune (Huang,
2020; Mehta, 2020), o que leva ao desenvolvimento de uma hiperinflamacao cuja avaliagao
prévia ajudaria a evitar a mortalidade.

Uma vez que as células NK possuem fungdo chave no combate a células infectadas
por patogenos intracelulares, infere-se que alteracdes em genes que codificam suas proteinas
citotoxicas, como a perforina e a granzima B, e em moléculas associadas a esses linfocitos,
como fatores de transcricdo e citocinas, poderiam interferir na resposta imune e na
susceptibilidade a infec¢des devido a uma menor reagdo contra os invasores (Biron, 1999;
Vivier, 2011; Cunningham, 2021).

Além disso, a investigacdo dos fatores que podem agir modificando e inibindo as

células NK, como a expressdo de fatores de transcricdo, bem como o detalhamento do
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processo de producdo e ativagdo destas células (incluindo a andlise da estrutura de genes, a
transcricdo do RNA mensageiro e a quantidade de proteinas contidas no arsenal destas
células) sdo estratégias uteis que podem auxiliar na compreensdo dos mecanismos
imunologicos de resposta ao SARS-ColV-2. A melhor compreensdo desses mecanismos podera
ser util na abordagem mais adequada dos pacientes, identificando aqueles de maior risco,
bem como no desenvolvimento de novas terapias para a COVID-19.

Ademais, embora a pandemia tenha se tornado menos grave em grande parte do
mundo e visto que mais da metade da populagdo mundial foi imunizada com ao menos uma
dose da vacina (OMS, 2025), a COVID-19 ainda se mostra um desafio para a satde publica.
O surgimento de novas variantes e subvariantes a cada ano, como a JN.1, XEC e Arcturus,
dotadas de maior potencial transmissivel e virulento, refor¢a a importancia de mais pesquisas
e estudos sobre a doenca, considerando que essa doenga ainda ocasiona milhares de mortes e
o mundo carece de métodos e marcadores preditivos de gravidade, o que poderia levar a uma
terapéutica mais adequada.

Além disso, a COVID-19 longa ainda demanda mais pesquisas para entender os
impactos e possiveis sequelas trazidas. O boletim epidemioldgico do Ministério da Saude
também mostrou que a COVID-19 ¢ a segunda doenga infecciosa que mais mata, logo atras
da tuberculose (Ministério da Saitde do Brasil, 2024), o que mostra a ainda relevancia da
doenga e a necessidade em aprofundar seus mecanismos e formas terapéuticas mais eficazes.
Assim, esse estudo visa uma melhor compreensao desses mecanismos antivirais notadamente

importantes, fornecendo conhecimento para o desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes.



15

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REFERENCIAL TEORICO

2.1.1 A COVID-19 (SARS-CoV-2)

SARS-CoV-2 pertence ao género Betacoronavirus da familia Coronaviridae e da
ordem Nidovirales. Estes virus pertencentes a esse género caracterizam-se por serem
envelopados e serem RNA-virus de sentido positivo (Ochani, 2021), que infectam humanos e
muitas espécies de animais, como morcegos, guaxinins, macacos, porcos dentre outros. Este
género também inclui os patdgenos respiratorios humanos SARS-ColV-1, coronavirus da
sindrome respiratéoria do oriente médio (MERS) (MERS-CoV), coronavirus humano
HCoV-229E e HCoV-OC43 (Chan, 2015).

Em 2012 o MERS-CoV emergiu, sendo identificado em amostras de escarro de
habitantes da Arabia Saudita diagnosticados com pneumonia (Ramadan, 2019). Varios casos
e mortes foram confirmados devido a esta infec¢do, principalmente no pais asiatico. Anos
depois, um surto de pneumonia de etiologia desconhecida foi relatado em Wuhan, capital da
provincia de Hubei, no centro da China, em dezembro de 2019. O conjunto inicial de casos
estava relacionado ao mercado atacadista de frutos do mar de Huanan, onde também eram
vendidos animais de caca selvagens (National Geographic, 2020). Durante a investigagdo
subsequente, o coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave (SARS) (SARS-CoV-2) foi
detectado em 33 das 585 amostras ambientais retiradas do mercado (Tang, 2020).

Casos subsequentes em outros paises de diversos continentes sugeriram a
disseminagdo global da enfermidade, at¢ que em 11 de marco de 2020 a Organizacio
Mundial de Satde (OMS) declarou pandemia global. O neologismo “sindemia” (sinergia +
pandemia), termo cunhado pelo antropologo médico americano Merrill Singer em 1990, foi
sugerido como definicdo desta problemadtica, de modo que ele considera, além do virus em si,
também as condi¢des sociais, ambientais e de saude e como isso torna populacdes mais
vulnerdveis a prognosticos mais adversos da doenga (CEE-FIOCRUZ, 2020). Atualmente, o
numero de total de casos ultrapassa os 750 milhdes, e as mortes, mais de 7 milhdes
mundialmente (WHO, 2025). Especificamente no Brasil, o nimero de casos se aproxima dos
40 milhdes, e o nimero de obitos ja superou os 700 mil (Ministério da Satde do Brasil,
2025).

O genoma desse novo coronavirus compartilha cerca de 80% de similaridade com o

SARS-CoV e cerca de 50% com o MERS-CoV (Lu, 2020). E composto por 14 fases de leitura
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aberta (ORFs - Open Reading Frame), a qual ¢ uma sequéncia continua de nucleotideos que
pode ser traduzida em uma proteina. Dentre essas, dois tercos codificam 16 proteinas ndo
estruturais que compdem o complexo replicase do virus (Zhang, 2020). O restante codifica 9
proteinas acessoérias e 4 estruturais: Spike (S), Envelope (E), Membrana (M) e

Nucleocapsideo (N) (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura tipica do SARS-CoV-2 (80-120 nm) evidenciando suas proteinas

estruturais e sua organizagdao genomica
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Fonte: Adaptado de Carvajal, 2024

A proteina do envelope (E) ¢ importante para a montagem e liberagdo do virus, além
de ser um importante fator de viruléncias (Mandala, 2020). A proteina de membrana (M) ¢
abundantemente expressa dentro do envelope lipidico, sendo essencial para a morfologia viral
e para a supressdo do interferon (Zheng, 2020). Por ultimo, a proteina do nucleocapsideo (N)
estabiliza o genoma de RNA em um complexo helicoidal (Peng, 2020), sendo um alvo chave
para a imunidade adaptativa do hospedeiro. Além destas principais, algumas outras proteinas

acessorias nao tém suas fun¢des muito bem elucidadas.
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A proteina Spike (S) contém os principais epitopos imunogénicos, presentes no
dominio N-terminal e no dominio de ligacdo ao receptor, sendo alvos ideais de anticorpos
neutralizantes. Ela também colabora com a entrada do virus na célula, através da sua ligacao
com o receptor de angiotensina 2 (ACE-2), presente nas células humanas. A protease
TMPRRS2 (Serina protease transmembrana 2) medeia a fusdo do virus com a membrana
celular por meio da clivagem da proteina S. Uma vez dentro da célula hospedeira, o virus
libera seu genoma no citosol, ap6s a remoc¢ao do nucleocapsideo viral, onde é submetido a
replicagdo e traducdo. Em vesiculas derivadas do reticulo endoplasmatico, o genoma de fita
negativa serve como molde para gerar todo o genoma de fita positiva e 0 RNA subgendmico
(sgRNA). A traducdo deste resulta na sintese das proteinas estruturais do virus. Quanto ao
genoma de fita positiva, ele ¢ encapsulado em virions recém-sintetizados, que sdo liberados

da célula por exocitose (Carvajal, 2024) (Figura 2).

Figura 2 - O ciclo de vida do SARS-CoV-2 na célula hospedeira.
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O tropismo viral ird depender da susceptibilidade e permissibilidade de uma célula
hospedeira especifica. Rememorando a epidemia de SARS, os individuos infectados
frequentemente apresentavam doengas respiratdrias que evoluiram para pneumonia grave,
assim como na COVID-19, sugerindo que o pulmao era o tropismo primadrio do virus (Peiris,
2003). Isso pode ser evidenciado pela ampla distribui¢ao de receptores ACE2 nas células
epiteliais da traqueia, bronquios e alvéolos (Liu, 2011), bem como em macréfagos alveolares
(Kuba, 2005). Porém, com o avango da pandemia, evidencia-se que a COVID-19 nio abrange
apenas doengas respiratorias, como o SARS, mas também pode afetar outros sistemas, como
contribuir para a inflamagdo do miocardio. Isso se da visto a expressdao difusa do receptor
ACE2 também em células cardiacas, além de células renais, da mucosa intestinal e células
imunes (Guo, 2007), o que deu ao SARS-CoV-2 uma grande variedade de alvos suscetiveis a
infecgao.

A alta transmissibilidade da COVID-19 pode ser explicada pela diversidade de vias de
infec¢do. Embora a transmissdo por goticulas maiores que 5 um seja a mais frequentemente
relatada, outras formas de contidgio também desempenham um papel importante. O contato
direto com individuos infectados, a contaminacao por meio de objetos e superficies (fomites)
e a dispersdao de particulas virais menores no ar (aerossois) constituem rotas relevantes de
transmissdo. (Chan, 2020; Doremalen, 2020; Ferrett, 2020).

Quanto a visdo diagnostica, ja foram observados alguns indices marcadores da
infeccdo no qual, segundo a Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (2020), se destaca a
linfocitopenia, presente em 83,2% dos casos e o aumento da proteina C reativa, presente em

60,7% dos casos (Figura 3).

Figura 3 - Alteracdes em parametros hematologicos e bioquimicos em pacientes com

COVID-19

Hematologia Bioquimica

Aumento de dimero-D Aumento de hilirrubinas
Aumento do VHS Aumento de creatinina
Leucocitose Aumento de cTn
Linfopenia Aumento de LDH
Microcitose Aumento de PCR
Plaguetopenia Aumento de procalcitonina
Prolongamento do TP Diminuicdo da albumina

LDH: Lactato desidrogenase; PCR: Proteina C reativa; TP: Tempo de
protrombina; cTn: Troponinas cardiacas; VHS: velocidade de
hemossedimentacdo.

Fonte: Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, 2020.
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O genoma viral, ja& presente no citoplasma da célula hospedeira, gera Padrdes
Moleculares Associados ao Patégeno (PAMPs) e Padrdes Moleculares Associados ao Dano
(DAMPs), que sdo posteriormente detectados pelos Receptores de Reconhecimento Padrio
(PRRs) da célula, tais como Gene I indutivel por 4cido retinoico (RIG-I) e Receptores do tipo
Toll (TLRs). A ativagdo desses receptores direciona a ativacao de fatores de transcricdo como
o Fator Regulatorio de Interferon 3 (IRF3) e o Fator Nuclear Kappa B (NF-KB), que levam a
expressao de interferons dos tipos 1 e 3, juntamente com agentes pro-inflamatdrios assim
como Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interleucinas dos tipos 6, 8, 12 ¢ 18 e quimiocinas
tais como CCL2, CCL3 e CXCL10 (Birra, 2020). Os interferons produzidos ligam-se a
superficie de células vizinhas objetivando aumentar a expressao dos Genes Estimulados por
Interferon (ISGs), via Sinal de Transdugao e Ativacao para Transcri¢cao (STAT), levando a um
estado antiviral (Cheemarla, 2021).

Um dos principais quadros que caracteriza um maior dano tecidual e consequente
maior gravidade na COVID-19 ¢ a ocorréncia da hiperinflamagio ou tempestade de citocinas
(Land, 2021). Ocorre devido ao recrutamento de células imunes pelas citocinas
pro-inflamatorias liberadas, o que ocasiona secre¢ao de outras citocinas, assim como IL-6,
IL-8, TNF e IL-1B, contribuindo para um acumulo de espécies reativas de oxigénio e
consequente dano tecidual, gerando um “looping” inflamatorio, onde mais e mais citocinas e
quimiocinas sdo liberadas (Tay, 2020).

A continua replicagdo do virus exacerba ainda mais a resposta imune, influenciando a
atividade das células NK, macrofagos e neutrofilos. Isso faz com que haja uma crescente
liberacdo de TGF-B, o que eleva o dano e a permeabilidade tecidual, permitindo a invasao de
mais células imunes, tais como os neutrofilos, levando a formacdo das Armadilhas
Extracelulares de Neutréfilos (NETs), responsaveis por aumentar o dano no tecido (Wong,
2021).

Em relacdo a resposta imune adaptativa, o SARS-CoV-2 pode induzir uma resposta de
células T helper 1 (Thl), por meio do aumento de sinais de transdug¢do como o T-bet, e uma
ativacdo precoce de macrofagos, células B, células natural killer e linfocitos T CD8+ que,
inicialmente, ajudam a eliminar o virus por meio da libera¢do de granulos citotoxicos. Esse
padrdo imune ¢ caracterizado pela producdo de citocinas como IL-2, IFN-y e TNF, por
exemplo (Luckheeram, 2012). No entanto, com a estimulagdo continua, essa resposta pode
levar a um quadro de hiperinflagdo (McMahan, 2021). Quanto aos padrdes de resposta Th2
(citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) e Thl7 (citocinas IL-17A, IL-21 e IL-22) foram
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associados a lesdo pulmonar e contribui¢do para a sindrome respiratoria aguda grave (SARS)
devido facilitagdo do recrutamento de neutrofilos (Neidleman, 2020). Em contraste, as células
Treg sdo essenciais em inibir a resposta imune por meio da produgdo de citocinas
anti-inflamatorias como TGF-3 e IL-10 (Lee, 2018).

Como mencionado anteriormente, o virus SARS-CoV-2 afeta notadamente o trato
respiratorio e pode levar o acometido a SARS (15% dos casos), a qual ¢ uma das principais
causas de morte em pacientes com COVID-19. A SARS ¢ desencadeada, em sua maioria,
pela elevacao dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, condicdo chamada de tempestade de
citocinas (Montazersaheb, 2022).

Citocinas como IL-6, TNF, IL-6, IL-2 e IL-10 desempenham um papel significativo
na patogénese da COVID-19 visto o aumento nos danos ao epitélio respiratério e a
consequente lesdo pulmonar (Hirano, 2020), enquanto que Liu e colaboradores (2020)
mostraram que as citocinas IFN-y, 1L-2, IL-4, IL-10, IL-17A dentre outras tiveram forte
associagdo com um grave dano pulmonar.

A produgdo de citocinas pelas células NK ¢ importante para o desempenho de sua
funcdo. IL-2, IFN-y e TNF aumentam ainda mais a citotoxicidade dessas células e modulam o
sistema imunologico, direcionando as respostas imunes para o fenotipo Thl (Chalifour,
2004).

Nesse contexto, as células NK, que fazem parte da resposta imune inata e também
regulam a resposta imune adaptativa (Waggoner, 2011), desempenham um papel crucial na
imunovigilancia contra patogenos virais (Deng, 2021), assim como na COVID-19, uma vez
que desregulacdes dessas células foram associadas com a gravidade dessa infeccdo (Kramer,

2021).

2.1.2 Células natural killer

As células NK se originam de um progenitor linfoide comum e pertencem a familia
das Células Linfoides Inatas (ILCs). Elas desempenham uma fun¢do fundamental na defesa
contra infecgdes virais ¢ malignidades, atuando tanto por meio de mecanismos diretos contra
antigenos quanto auxiliando na regulacdo das respostas imunes inata e adaptativa (Vivier,
2018). Seu desenvolvimento ocorre principalmente via estimulo da citocina IL-15, produzida
por monocitos, macrofagos e células dendriticas, se ligando ao CDI122, cuja fungdo ¢
transduzir seu sinal para o meio intracelular (Kennedy, 2000). Estudos apontam o papel de
fatores de transcrigdo que se ligam diretamente a regido promotora do gene que induz a

expressao de CDI122, tais como RUNX3, TBX21 ¢ EOMES, funcionando em diferentes
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estagios do desenvolvimento das células NK (Ohno, 2008). Além disso, a quimiocina
CXCLI12 e o receptor de quimiocina CXCR4 sdo essenciais para a sua maturagdo e
prolifera¢ao (Sugiyama, 2006).

Notadamente, essas células sdo marcadas pela presenca da proteina de superficie
Cluster of Differentiation 56 (CD56) e pela auséncia do CD3. Sao divididas em dois subtipos
principais: CD356™¢"CD16" ¢ CD56%"CD16. O primeiro subtipo ¢é caracterizado por
apresentar uma menor citotoxicidade e uma maior capacidade de producdo de citocinas,
associado com fungdes regulatorias; ja o segundo apresenta alta citotoxicidade e capacidade
de induzir citotoxicidade celular mediada por anticorpo (ADCC) (Pauken, 2016; Zhao, 2018).

Células NK possuem uma grande variedade de receptores que podem induzir a
ativacao, inibi¢do ou ambos. Por exemplo, membros da familia 2 da proteina D (NKG2D) e
receptores citotoxicos (NKp30, NKp46 e NKp44) estao envolvidos na ativacao das células
NK; ja os membros da familia 2 da proteina A (NKG2A) proteina de morte celular
programada (PD-1), por exemplo, estdo envolvidos na inibicdo dessas células (Fernandez,
2019). Além disso, seu desfecho funcional sera determinado pela integracdo e balango entre
esses receptores que ditardo caracteristicas de tolerancia ou ativacdo da citotoxicidade
(Myers, 2020).

A medida em que o nivel de sinais inibitérios sobressaem sobre os sinais de ativagao,
a ativacdo da célula NK ¢ inibida, levando a tolerancia da célula; em uma situagdo de
infeccdo ou malignidade, essas células superexpressam ligantes dos receptores de ativagdo
das células NK, resultando na liberagdo de citocinas e citotoxicidade contra a célula-alvo; e
quando ha uma subexpressdo de ligantes do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) I de receptores inibitérios, comumente ocorrido em células tumorais, também leva a

ativagdo das células NK (Figura 4).
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Figura 4 - Resposta das células natural killer por balanceamento de sinais de ativagdo e
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Fonte: Adaptado de Myers, 2020.

Normalmente, a presenca de moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC)-1 nas células inibe a atividade das células NK. No entanto, quando uma
célula estad infectada por um virus, ela perde a expressao dessas moléculas, permitindo que as
células NK sejam ativadas decorrentes da diminui¢do da frequéncia de sinais inibitorios
(Wiertz, 1997). Além disso, as células infectadas expressam moléculas sinalizadoras que
ligam-se a receptores especificos nas células NK, como os receptores de citotoxicidade
natural, a citar NKp30 e NKG2D (Duev-Cohen, 2016), estimulando ainda mais a sua
atividade. Outro mecanismo de ativacdo das células NK envolve o reconhecimento direto de
moléculas virais (PAMPs - Padrdes Moleculares Associados a Patogeno) (Adib-Conquy,
2014) ou por receptores de ativacdo transmembrana, como o NKG2C (Herrera, 2022).
Ademais, essas células podem ser ativadas por interleucinas (IL), tais como IL-2, IL-12,
IL-15, IL-18 e interferons do tipo 1, que podem ser produzidas pelas células virais infectadas
ou pelas células apresentadoras de antigeno (Nguyen, 2002).

As células NK dispdem de varios mecanismos para destruir as células-alvo: lise direta
por meio da degranulagdo de proteinas citotoxicas (perforina e granzima) ou por receptores
de morte celular, como o FAS/FAS ligante; producdo de citocinas inflamatoérias, levando a
elimina¢do indireta das células-alvo, como por meio da producdo de citocinas da familia do
TNF; ADCC via CD16; e interagindo com outras c€lulas imunologicas, induzindo a produgao

de IFN-y (Van Eeden, 2020) (Figura 5).
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Figura 5 - Mecanismos efetores das células Natural Killer.
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2.1.2.1 Resposta imune mediada por granulos contra virus

O principal mecanismo utilizado pelas células NK para eliminar células infectadas por
virus envolve a liberagdo de granulos contendo proteinas citotoxicas (Lopes-Verges, 2011),
expressando como marcador o CD107a (Aktas, 2008). Toxinas granulares citoplasmaticas -
principalmente uma proteina de ruptura de membrana conhecida como perforina - € um grupo
de serino-proteases (granzimas) estruturalmente relacionadas com varias especificidades de
substrato sdo secretadas por exocitose e induzem a apoptose da célula-alvo (Smyth;Trapant,
1995).

O processo de liberagdo dos granulos citotdxicos inicia-se apds o reconhecimento dos
peptideos associados ao MHC na célula-alvo pelos receptores de antigenos dos linfocitos
citotoxicos. Apods essa ligacdo, os granulos polarizam-se proximo ao local da sinapse
imunologica, tendo migrado ao longo do aparato microtubular da célula. A ruptura da
membrana da célula-alvo pela perforina é um requisito para o acesso das granzimas a

substratos no citosol da célula-alvo, levando direta ou indiretamente a ativagdo das caspases
(Trapani, 2012).
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Hé diferentes mecanismos conhecidos pelos quais a perforina pode ser capaz de levar
a célula-alvo a morte celular, sendo que, na maioria deles, ha a participa¢do da granzima B
(Trapani, 2002). O primeiro mecanismo conhecido (Figura 6a) destacou a perforina como
sendo uma molécula litica que destroi a célula-alvo devido a perda da homeostase da
membrana plasmatica, com captacao excessiva de agua e perda conteudo celular; o segundo
mecanismo (Figura 6b) envolve o papel das granzimas que, de forma cooperativa a perforina,
se difunde passivamente para o citosol, onde podem acessar seus substratos, as caspases,
levando a célula-alvo a apoptose; o terceiro mecanismo conhecido cita a capacidade das
granzimas entrar nas cé¢lulas-alvo por endocitose sem necessariamente a atuacao da perforina,
mas atuando de forma sinérgica na indugdo da apoptose com a presenca desta (Figura 6c);
por fim, o mecanismo mais recente descoberto diz que o receptor de manose-6-fosfato (MPR)
atuaria como um receptor de superficie para a granzima B e que, complexos
macromoleculares que contenham perforina, granzimas e moléculas como a serglicina,
podem ser endocitados pela célula-alvo sem necessariamente a formagao significante do poro

de perforina (Figura 6d).

Figura 6 - Mecanismos de morte celular direcionados pela perforina e pela granzima B.
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J& no interior da célula-alvo, a granzima B induz a apoptose por meio das vias
caspase-dependente e independente (Hengartner, 2000). Quanto a via dependente, a granzima
B cliva as pro-caspases, ativando-as. Assim, elas agora sdo capazes de clivar uma série de
proteinas que irdo levar a fragmentagao do DNA e consequente apoptose da célula-alvo. Ja na
via independente, as granzimas ativam o BID, membro pré-apoptético da familia BLC2, que
leva a liberacdo do citocromo C das mitocondrias, fazendo com que haja a formacdo de um
complexo de alto peso molecular constituido pelo citocromo, APAF-1 e caspase-9, cuja
funcdo ¢ ativar caspases que também levardo a fragmentagao do DNA e apoptose (Stassi; De

Maria, 2002) (Figura 7).

Figura 7 - Inducdo da apoptose via caspase-dependente e independente, mediada pela

granzima B.
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Fonte: Adaptado de Stassi, 2002

Quanto ao papel da perforina na resposta imune do hospedeiro contra virus com
tropismo pelo sistema respiratorio, esta proteina ¢ conhecida como um componente
importante da resposta imune humana a infecgdes virais respiratorias. Em camundongos

nocaute para a perforina, foi observado que os animais ndo foram capazes de se defender
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contra os virus (Voskoboinik, 2018). Liu e colaboradores (2003) também demonstraram que
camundongos nocaute para o gene PRF I infectados pelo virus da gripe eram mais suscetiveis
a infec¢do, evidenciando o importante papel dessa proteina na indugdo da morte de células
infectadas. As granzimas também exibem um papel muito importante no combate as
infecgdes virais, como observado na infeccdo pelo virus Influenza, na qual os linfocitos
citotoxicos com especificidade para o virus regulam positivamente a expressao da granzima,
que interfere na replicagdo viral por meio da clivagem de proteinas importantes nesse

processo (Jenkins, 2008).

2.1.2.2 Células natural killer em pacientes com COVID-19

As células NK mostram-se importantes na defesa antiviral contra o SARS-CoV-2,
expressando marcadores de ativacdo (HLA-DR, CD69 e CD38) e moléculas inibitorias
(TIM3 e PD-1) (Bjorkstrom, 2022). A reducdo da contagem de células NK no sangue
periférico poderia ser devida a mobilizacdo dessas células para os tecidos infectados ou por
causa de sua morte procedente da ativagdo pelo SARS-ColV-2 (Khawar, 2021).

Deficiéncias associadas ao interferon do tipo 1 (Hadjadj, 2020) ou elevados niveis de
IL-6, podem causar uma hiperinflama¢do o que resulta numa deficiéncia das células NK
(Kramer, 2021). Em relacdo as citocinas secretadas pelas NK, foi visto que na COVID-19
elas estdo reduzidas, diminuindo sua funcionalidade perante as células infectadas (Zheng,
2020). Isso pode ser devido a fatores soluveis presentes no plasma de individuos infectados
que ocasionam essa producao defeituosa (Bi, 2022). A exposi¢do prolongada das células NK
a altos niveis de IL-15 circulantes em pacientes com COVID-19 também pode levar a uma
disfun¢do dessas células (Liu, 2021). Além disso, estudos indicam que o marcador de
degranulacao dos linfocitos, o CD107a, aparece diminuido e correlacionado negativamente
com a proteina-C-reativa, indicativo de serem disfuncionais em condi¢des de inflamacao
sistémica (Varchetta, 2020).

Aumentos ou diminui¢des na expressdo de perforina e granzima, provavelmente terdo
impacto na resisténcia ou suscetibilidade a infeccdo grave por COVID-19 (Cunningham,
2021). Os dados da literatura ainda sdo conflitantes em relacdo a alteracdo na expressao
dessas proteinas, o que pode ser causado pela diferenga no periodo de amostragem durante o
curso da doenga e sua gravidade (Petrov, 2024). Além da alteracdo na expressao dessas
proteinas, também deve ser dada uma atengdo especial aos polimorfismos de nucleotideo

unico (SNPs).
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Os SNPs podem influenciar a regulagcdo génica, a estrutura, estabilidade e expressdo
de RNAs ou proteinas e a conformagdo e fun¢do de proteinas. O polimorfismo A91V
(rs35947132) compromete a func¢do da perforina e reduz em pelo menos 35% o potencial
citotoxico das células efetoras (Schulert, 2016).

Hipoteses sobre a relagdo entre o polimorfismo A91V e a COVID-19 ja foram
levantadas. Em estudo conduzido por Cabrera-Marante e colaboradores (2020), foram
avaliados vinte e dois pacientes sem historico de comorbidades, com idades entre 24 ¢ 52
anos, internados em terapia intensiva devido a infecgdo por COVID-19, os quais foram
testados para o polimorfismo A91V do gene da perforina. Dentre esses pacientes, dois
apresentaram a variante A91V em homozigose e ambos faleceram, enquanto apenas um dos
pacientes sem essa variante também foi a dbito. Entretanto, a amostra estudada ¢ insuficiente
para permitir qualquer conclusdo robusta.

Sabendo da importancia das granzimas na indu¢ao da morte celular, variantes nos
genes que a codificam poderiam contribuir para uma resposta imune deficiente. Oboshi e
colaboradores (2018) avaliaram a citotoxicidade das células natural killer frente a células
K562 e viram que aquelas portadoras da variagdo genética Q48R (rs8192917) apresentaram
menor citotoxicidade comparados com aqueles sem mutagao.

Essa desregulagdo nas células NK resulta ndo s6 na falha em eliminar células
infectadas, mas também impacta na interacdo com outras células do sistema imunoldgico
(Molgora, 2018). Isso permite a persistente replicacdo e disseminacdo do virus, levando ao
recrutamento acelerado de mondcitos e granulocitos, resultando em uma alta estimulacao da
imunidade, levando a uma produ¢do aumentada de citocinas inflamatdrias, que contribuem
para a formacdo da tempestade de citocinas, um dos principais fatores que podem levar a
COVID-19 até sua forma grave (Schultze, 2021).

A investigacao de fatores que possam agir modificando as células efetoras, bem como
o detalhamento do processo de producdo e ativagdo destas células, sdo estratégias Uteis que
podem auxiliar na compreensdo dos mecanismos imunologicos de resposta ao SARS-CoV-2 e
na influéncia de fatores genéticos envolvidos na patobiologia da COVID-19. Assim, este
estudo buscou avaliar o papel de genes importantes para a resposta imune antiviral e também
o impacto do estimulo do plasma de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 em células de

individuos saudaveis.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral
Avaliar a associagdo entre os fatores envolvidos no desenvolvimento e ativacdo das
c€lulas natural killer, bem como de seus mecanismos efetores, com o desfecho e gravidade

em amostras de individuos com COVID-19.
2.2.2 Objetivos especificos

e Investigar a presenca das variantes genéticas A91V (rs35947132), no gene PRFI, e
Q48R (1rs8192917) no gene GZMB, em pacientes com COVID-19;

e Quantificar a expressao dos genes PRFI, GZMB, IL15 RUNX3, TBX21, EOMES e
IFNG em pacientes com COVID-19;

e Quantificar a produ¢do de perforina e granzima B nas células citotdxicas de pacientes
com COVID-19 apo6s estimulo com o plasma de individuos infectados com
COVID-19;

e Quantificar a expressdo do genes PRFI, GZMB, IL15 RUNX3, TBX21, EOMES e
IFNG ap6s estimulo com o plasma de individuos infectados com COVID-19;

e Quantificar as citocinas IL-17A, IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 em pacientes
com COVID-19;

e Associar os dados de expressdo génica, variantes genéticas, expressdo de marcadores
e dosagem de citocinas e compara-los com o desfecho e a gravidade de individuos

com COVID-19.
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3 HIPOTESE

Os fatores envolvidos no desenvolvimento e ativagao das células natural killer, bem
como de seus mecanismos efetores, estardo alterados em amostras de pacientes com

COVID-19 grave e/ou que foram a 6bito.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Foi realizado um célculo amostral para determinar um nimero minimo representativo
para a pesquisa. Considerando que foram atendidos 655 pacientes em periodo determinado e
utilizando-se de um grau de confianca de 95% e margem de erro de 5%, obteve-se um
numero de 243 individuos. Contudo, devido a intercorréncias na coleta, em procedimentos
e/ou em técnicas, este estudo foi capaz de incluir 140 pacientes. Assim, este estudo incluiu
amostras de sangue de 140 individuos diagnosticados com COVID-19, de acordo com as
diretrizes estabelecidas pelo Ministério da Saude brasileiro, atendidos em hospitais da cidade
de Uberaba, Minas Gerais, Brasil, cujo periodo de coleta das amostras ocorreu de maio de
2020 até junho de 2021.

Dos individuos, 56% eram do sexo masculino, com mediana de idade de 63 anos
(26-100 anos). Os 140 pacientes foram classificados, quanto a gravidade, naqueles
considerados leves que procuraram o servigo hospitalar ou moderados (61 pacientes) e graves
(79 pacientes) e também foram caracterizados quanto ao desfecho em alta (69) e 6bito (71),
quanto a presenca (96) ou nao (44) de comorbidades, idade e sexo. A gravidade foi definida
segundo os seguintes critérios preconizados pela OMS (2021): leve - sinais clinicos de
sindrome gripal, como febre, tosse, dor de garganta, dispneia, frequéncia respiratoria entre 20
e 30, saturacdo de oxigénio >90% ou grave - sinais clinicos de pneumonia, como febre, tosse,
dispneia, taquipneia (maior que 30 rpm), saturacdo de oxigénio <90%, ventilagdo mecanica,
complicacdes pulmonares e obito. Pacientes com menos de 18 anos, com imunodeficiéncias,
doencas autoimunes ou neoplasias foram excluidos do estudo.

As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos de coleta estéril com
EDTA, ap6s assinatura do TCLE pelo paciente ou responsavel. Dados clinicos e laboratoriais
foram obtidos por meio de levantamento dos prontuarios médicos. Esta pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do

Triangulo Mineiro (protocolo: CAAE: 31328220.8.0000.8667).

4.2 EXTRACAO DE DNA E GENOTIPAGEM

A genotipagem do polimorfismo A91V (rs35947132), do gene PRFI, e do
polimorfismo Q48R (rs8192917) do gene GZMB, foi realizada por meio da técnica de
discriminacdo alélica por PCR em tempo real. A escolha dos polimorfismos foi baseada na

estratégia do gene candidato, em que estudos anteriores destacavam suas alteragdes
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associadas a condicdes patoldgicas, muitas vezes relacionadas com a tempestade de citocinas,
fator de risco para a COVID-19 grave. Além disso, esses polimorfismos ja foram relatados
como capazes de alterar a estrutura da proteina e, potencialmente, alterar sua fungao.

Para isso, o DNA genomico dos pacientes foi obtido a partir da camada
leucoplaquetaria, apds centrifugacao do sangue total, utilizando-se o kit Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (PROMEGA, EUA), segundo as recomendacdes do fabricante. As
sondas e os iniciadores utilizados na genotipagem foram confeccionados pela Applied
Biosystems (ABI, EUA), cujos IDs dos ensaios sdao: C 1799201 10; C 25600964 20;
C 2815152 20). A discriminacao alélica foi feita utilizando o kit TagMan™ Genotyping
Master Mix, conforme orientagdo do fabricante, utilizando o equipamento 7500 Real Time

PCR System (AppliedBiosystems™, EUA).

4.3 EXTRACAO DE RNA E EXPRESSAO GENICA

O RNA dos pacientes foi obtido a partir da camada leucoplaquetaria, apods
centrifugacdo do sangue total, utilizando-se o kit SV Total RNA Isolation System
(PROMEGA, EUA), segundo as recomendacdes do fabricante. Para a obtencao do cDNA foi
realizada a reagdo de transcricao reversa com kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems™, EUA), também seguindo as recomendacdes do fabricante.

A quantificacdo relativa dos genes PRFI (perforina), GZMB (granzima B), EOMES
(eomesodermina), /L15 (interleucina-15), RUNX3, TBX21 (T-bet) e IFNG (IFN-y) foi
avaliada por PCR em tempo real, com o kit Gotag® qPCR Master Mix (PROMEGA), no
equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems™). O gene de referéncia
ACTB foi utilizado como controle endégeno e os ensaios contendo primers e sondas
especificas para cada gene foram confeccionados pela Applied Biosystems (ABI, EUA) (ID
dos ensaios: PRFI (Hs00169473 ml), GZMB (Hs01554355 ml), TBX21 (Hs00203436), IL15
(Hs01003716_ml), RUNX3  (Hs01091094 ml), EOMES (Hs00172872), IFNG
(Hs00989291 ml) e ACTB (Hs99999903 ml)). A quantificacdo relativa dos genes foi
realizada pelo método 2-2* (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.4 ANALISES FUNCIONAIS DAS CELULAS NATURAL KILLER

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 12 individuos saudéaveis, com sexos
e idades pareadas (média=35 anos +6), das quais foram separadas as células mononucleares
do sangue periférico por centrifugagdo em gradiente de concentragdo com Ficoll-Paque™

PLUS (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Posteriormente, as células foram incubadas em


https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C___2815152_20
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diferentes condi¢des, sendo em um pool de plasma de seis pacientes com COVID-19 grave
que foram a 6bito, em um pool de plasma de seis individuos saudaveis e em uma solucao
salina (0,9%), a qual foi submetida aos mesmos procedimentos, exceto exposi¢ao ao plasma,
ambas em diluicdo 1:20. Estas células foram mantidas em cultura por 72 horas em meio
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino em incubadora de CO, a 37°C. Todos os
tratamentos foram realizados em triplicatas.

Foram analisadas a expressdo da perforina, em suas formas total e ativa, e da
granzima B, em células mononucleadas CD56+ e em células CD8+ por citometria de fluxo.
Foram utilizados os anticorpos anti-CD3 APC, anti-CD56 PE-Cy7, anti-granzima B FITC,
anti-perforina clone DG9 PE, anti-perforina total/ clone B-D48 PerCP e anti-CD8 PE-Cy5.
As células NK foram identificadas como CD3-CD56+ e os linfocitos citotoxicos como
CD3+CD8+.

A quantificagdo de citocinas também foi determinada pela citometria de fluxo usando
a técnica CBA (Cytometric Bead Array) utilizando o kit Cytometric Bead Array (CBA)
Human Thi1/Th2/Thl7 Cytokine Kit (BD Biosciences™), segundo as orientacdes do
fabricante. O kit foi utilizado para quantificar, no sobrenadante das células em cultura, as
concentracdes de IL-17A, IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 das quais foram determinadas
baseadas em uma curva padrdo. As amostras foram processadas segundo as instru¢des do
fabricante.

As amostras foram adquiridas e analisadas em citometro de fluxo FACSCanto 1I™,

por meio do software Diva 6.0 (BD Biosciences™).

4.5 ANALISE DE DADOS

As varidveis continuas foram descritas por média + desvio padrdo e pelas medianas, e
as variaveis categoricas através de porcentagem. Os dados quantitativos foram submetidos
aos testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-Wilk e as comparagdes
estatisticas entre dois grupos realizadas com emprego do teste de t Student (para dados
paramétricos) ou Mann-Whitney ou Wilcoxon (para dados ndo paramétricos). Para analises
com mais de dois grupos, foi utilizado o teste ANOVA one-way com pos-teste de Tukey, para
dados paramétricos, ou o teste de Friedman com pds-teste de Dunn, para dados
ndo-paramétricos. Para varidveis qualitativas, as comparacdes estatisticas foram realizadas
através do teste de Qui-Quadrado. A associagdo das frequéncias genotipicas dos
polimorfismos avaliados e o risco e/ou gravidade para o desenvolvimento da COVID-19 foi

realizada utilizando-se o teste exato de Fisher ou o qui-quadrado. As analises foram
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consideradas estatisticamente significantes quando o valor de p foi menor que 0,05, para
andlises entre dois grupos, e significantes quando p<0,01 em andlises com mais de trés

grupos.



S RESULTADOS

5.1 POLIMORFISMOS NOS GENES PRFI E GZMB
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A andlise dos polimorfismos dos genes PRFI e GZMB mostrou ndo haver associagdo

entre desfecho ou gravidade, indicando que essas variantes parecem nao influenciar

diretamente esses parametros (Tabela 1).

A Tabela 1 mostra que a maior parte das amostras para o polimorfismo A91V era

homozigoto CC em ambos os grupos quanto ao desfecho e gravidade. O genotipo AA do

polimorfismo Q48R do gene GZMB foram os mais prevalentes em todos os grupos.

J& em relagdo a frequéncia alélica, o alelo selvagem foi o mais frequente nos

polimorfismos A91V e Q48R em todos os grupos analisados (Tabela 1).

Tabela 1 - Genotipagem dos genes PRF I e GZMB quanto ao desfecho e quanto a gravidade

Polimorfismo Grave n(%) Leve n(%) Valor p Alta n(%) Obito n(%) Valor p
A91V

cC 60 (86,9) 49 (90,7) 53 (88,3) 56 (88,8)

CT 9(13,0) 4(7,4) 0,326 6(10,0) 7 (11,1) 0,580
TT 0 1(1,8) 1 (1,6) 0

Q48R

GG 6(9,2) 7 (14,0) 7(12,5) 6 (10,2)

GA 23 (35,4) 15 (30,0) 0,664 17 (30,4) 21 (35,6) 0,810
AA 36 (55,4) 28 (56,0) 32(57,1) 32 (54,2)
Frequéncia

Alélica

A91V

C 129 (93,5) 102 (92,10) 0,753 112 (93.,3) 119 (94,4) 0,715
T 9 (6,5) 6 (7,89) 8(6,7) 7(5,6)

Q48R

G 35(27,0) 29 (29,0) 0,727 31(27,7) 33 (28,0) 0,961
A 95 (73,1) 71 (71,0) 81(72,3) 85 (72,0)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024
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5.2 EXPRESSAO GENICA DE PRFI, GZMB, TBX21, EOMES, RUNX3, IL15 E IFNG

Para avaliar se alteragdes na expressao relativa de genes relacionados com as células
NK estavam associadas com o desfecho ou gravidade em individuos com COVID-19, foi
realizada a quantificagcdo por qPCR.

Em relagdo aos genes relacionados com os mecanismos efetores das células NK, os
resultados obtidos mostraram que pacientes que receberam alta expressaram mais os genes
PRF1 (p=0,01) e GZMB (p=0,04) do que aqueles que foram a dbito (Figura 8).

Quanto aos genes que codificam fatores de transcrigdo importantes para o
desenvolvimento e maturacdo das células, os resultados mostraram que pacientes que
receberam alta expressaram mais o gene EOMES (p=0,04) do que individuos que foram a
obito, o que ndo foi observado para TBX21 (p=0,42) e RUNX3 (p=0,23) (Figura 8).

Por fim, considerando aqueles responsdveis por codificar citocinas, individuos que
receberam alta tiveram uma maior expressao do gene ILI15 (p=0,01) do que aqueles que

foram a 6bito, mas isso ndo foi observado em relagdo ao gene IFNG (p=0,27) (Figura 8).



Figura 8 - Expressao relativa de genes quanto ao desfecho de individuos com COVID-19
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024
Nota': A - Expressio relativa do gene PRFI (n=140) (Teste Mann-Whitney: p=0,01); B - Expressdo relativa do
gene GZMB (n=88) (Teste Mann-Whitney: p=0,04); C - Expressdo relativa do gene EOMES (n=48) (Teste
Mann-Whitney: p=0,04); D - Expressdo relativa do gene ILI5 (n=34) (Teste Mann Whitney: p=0,01); E -
Expressdo relativa do gene TBX21 (n=48) (Teste Mann-Whitney: p=0,42); F - Expressdo relativa do gene
RUNX3 (n=73) (Teste Mann-Whitney: p=0,23); G - Expressdo relativa do gene IFNG (n=84) (Teste

Mann-Whitney: p=0,27).
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Nota”: A linha central continua representa os valores de mediana; as linhas pontilhadas acima e abaixo da linha
central representam os intervalos interquartil; * - p<0,05; ns - sem diferenca significativa.
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Com o objetivo de sumarizar o resultado da expressdo relativa dos sete genes
analisados, foi construido um grafico do tipo mapa de calor (HeatMap) para uma
diferenciagdo visual da expressao dos genes divididos entre os grupos “alta” e “6bito”, em
que se percebe a maior expressao dos genes por individuos com melhor prognoéstico (Figura

9).

Figura 9 - Mapa de calor da expressdo relativa dos genes analisados quanto ao desfecho.
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024

Nota': No eixo horizontal estio nomeados os genes investigados e no eixo vertical, os individuos considerados
para a analise, sendo que do 1 ao 22 sdo individuos que receberam alta e do 23 ao 42, individuos que foram a
obito

Nota’ As amostras consideradas no heatmap levaram em conta apenas aquelas em que foi observada
amplificacdo para todos os genes sob analise para fins de comparagao.

Ja em relagdo a gravidade, os resultados mostraram que pacientes com quadro clinico
de maior gravidade apresentaram menor expressdo dos genes que codificam proteinas
efetoras, sendo PRFI (p=0,04) e GZMB (p=0,04), do que aqueles com quadro mais leve
Quanto aos genes que codificam fatores de transcri¢do, nao foram observadas diferengas
significativas: TBX21 (p=0,42), EOMES (p=0,10), RUNX3 (p=0,75). Por fim, considerando
aqueles responsaveis por codificar citocinas, individuos com um quadro mais grave
expressaram menos /L 15 (p=0,02) comparados aqueles com um quadro mais grave, o que nao

foi visto para IFNG (p=0,26) (Figura 10).
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Figura 10 - Expressdo relativa do genes quanto a gravidade de individuos com COVID-19
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024

Nota': A - Expressdo relativa do gene PRFI (n=140) (Teste Mann-Whitney: p=0,04); B - Expressdo relativa do
gene GZMB (n=88) (Teste Mann-Whitney: p=0,04); C - Expressdo relativa do gene IL15 (n=34) (Teste
Mann-Whitney: p=0,02); D - Expressdo relativa do gene 7BX2! (n=48) (Teste Mann Whitney: p=0,42); E -
Expressdo relativa do gene EOMES (n=48) (Teste Mann-Whitney: p=0,10); F - Expressdo relativa do gene
RUNX3 (n=73) (Teste Mann-Whitney: p=0,75); G - Expressdo relativa do gene IFNG (n=84) (Teste
Mann-Whitney: p=0,26).

Nota”: A linha central continua representa os valores de mediana; as linhas pontilhadas acima e abaixo da linha
central representam os intervalos interquartil; * - p<0,05; ns - sem diferenca significativa.
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Um mapa de calor também foi construido em relagdo a gravidade dos individuos com
COVID-19, sendo divididos naqueles considerados com o quadro leve ou moderado e grave

(Figura 11).

Figura 11 - Mapa de calor da expressao relativa dos genes analisados quanto a gravidade
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024

Nota': No eixo horizontal estdo nomeados os genes investigados € no eixo vertical, os individuos considerados
para a analise, sendo que do 1 ao 18 sdo individuos com o quadro leve e do 19 ao 42, individuos com um pior
quadro.

Nota*: As amostras consideradas no heatmap levaram em conta apenas aquelas em que foi observada
amplificagdo para todos os genes sob analise para fins de comparagao.

5.3 EFEITO IMUNOMODULATORIO DO PLASMA DE PACIENTES COM COVID-19

Buscando investigar se haveria algum componente presente no plasma de individuos
infectados pelo SARS-CoV-2, potencialmente induzidos por este, que levaria a um cenario
imunorregulador sobre a resposta contra o virus, foi realizada uma incubagao de células
saudédveis com o plasma de individuos infectados.

Ao avaliar o efeito na producao de proteinas citotoxicas de células saudaveis apds o
contato com o plasma de pacientes com COVID-19, observou-se uma diminui¢do
significativa tanto na quantidade de perforina ativa (p=0,001) quanto de perforina total
(p<0,0001) em células NK incubadas com o plasma de pacientes com COVID-19. Além
disso, a porcentagem de granzima B também foi inferior naquelas células submetidas a

cultura com o plasma de individuos infectados (p<0,0001) (Figura 12).
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Buscando avaliar se os linfocitos T CD8+ reagiriam de forma semelhante ao estimulo,
também foi analisado o efeito do plasma na produgdo de proteinas citotoxicas, o que foi
observado: observou-se uma diminui¢ao significativa tanto na quantidade de perforina ativa
(p=0,001) quanto na de perforina total (p<0,001) em células TCD8+ incubadas com o plasma
de pacientes com COVID-19. Além disso, a porcentagem de granzima B também foi inferior
naquelas células submetidas a cultura com o plasma de individuos infectados (p<0,001)

(Figura 12).
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Figura 12 - Quantificagdo intracelular de proteinas citotoxicas em células natural killer e em

células T citotoxicas
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024

Nota': A - Porcentagem de células NK expressando perforina ativa (teste ANOVA de medidas repetidas:
p<0,0001); B - Porcentagem de células NK expressando perforina total (teste ANOVA de medidas repetidas:
p<0,0001); C - Porcentagem de células NK expressando granzima B (teste ANOVA de medidas repetidas:
p=0,0001); D - Porcentagem de linfocitos TCD8+ expressando perforina ativa (teste ANOVA: p<0,0001); E -
Porcentagem de linfocitos TCD8+ expressando perforina total (teste ANOVA de medidas repetidas: p<0,0001);
F - Porcentagem de linfécitos TCD8+ expressando granzima B (teste ANOVA de medidas repetidas: p<0,0001).
Nota*: CD56+: marcacio para células natural killer; DG9+: marcagio para perforina ativa; B-D48+: marcagio
para perforina total; GZMB+: marcagdo para granzima B; CD8+: marcagdo para linfocito citotoxico; * - p<0,01,
** - p<0,001; *** - p<0,0001; **** - p<0,00001; ns - sem diferencga significativa.

Nota®: As porcentagens das marcagdes foram obtidas referentes as PBMCs totais.

Nota*: N amostral = 12

Na avaliacao da influéncia do contato de células mononucleares de individuos
saudaveis com o plasma de individuos infectados e a expressdo dos genes, os resultados

mostraram que as células do individuos que entraram em contato com o plasma de pessoas
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infectadas pelo SARS-ColV-2 apresentaram menor expressdao dos genes PRFI (p=0,03),
EOMES (p=0,01) e IL15 (p=0,03) quando comparada com a expressdo nas células em contato

com o plasma de pessoas saudaveis (Figura 13).

Figura 13 - Expressao relativa do genes PRFI, EOMES e IL15 em células mononucleares
apos contato com o plasma de individuos saudaveis e apds contato com o plasma de

individuos contaminados pelo SARS-CoV-2
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024

Nota': A - Expressao relativa do gene PRFI (Teste Wilcoxon: p=0,03); B - Expressao relativa do gene EOMES
(Teste Wilcoxon: p=0,01); C - Expressao relativa do gene /L5 (Teste Wilcoxon: p=0,03)

Nota®: A linha central continua representa os valores de mediana; as linhas pontilhadas acima e abaixo da linha
central representam os intervalos interquartil; * - p<0,05.

Nota®: N amostral = 12

Nota*: The genes GZMB, TBX21, RUNX3, and IFNG did not show statistical significance.

Também foi analisada a quantidade das citocinas IL-17A, IFN-y, TNF, IL-10, IL-6,
IL-4 e IL-2 produzidas apods a cultura com o plasma de pacientes saudaveis e com o plasma
de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Foi observada maior producdo das citocinas
IL-17A (p=0,01), TNF (p=0,03), IL-10 (p=0,007) e IL-6 (p=0,03) pelas células em contato
com o plasma de individuos infectados, enquanto que para IFN-y (p=0,22) e IL-2 (p=0,2),
nao foram encontradas diferengas significativas (Figura 14).
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Figura 14 - Quantificagdo da producdo das citocinas
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o software GraphPad Prism 8, 2024

Nota': A - Quantificagfo da citocina IL-17A (Teste t pareado: p=0,01); B - Quantificag¢do da citocina IFN-y
(Teste t pareado: p=0,1); C - Quantificagdo da citocina TNF (teste t pareado: p=0,02); D - Quantificagdo da
citocina IL-10 (Teste Wilcoxon: p=0,007); E - Quantificagdo da citocina IL-6 (Teste Wilcoxon: p=0,03); F -
Quantificagdo da citocina IL-2 (Teste Wilcoxon: p=0,2);

Nota’: A citocina IL-4 apresentou detecgao irriséria ou ndo apresentou detecgdo;

Nota®: A linha central continua representa os valores de mediana; as linhas pontilhadas acima € abaixo da linha
central representam os intervalos interquartil; * - p<0,05; ** - p<0,01; ns - sem diferenca significativa.

Nota*: N amostral = 12

Os principais achados deste estudo foram esquematizados na figura 15:



44

Figura 15 - Principais achados do estudo, considerando os ensaios de expressdo génica e de
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45

6 DISCUSSAO

A funcdo dos linfocitos citotdéxicos no combate as infecgdes virais € amplamente
reconhecida, destacando-se o papel crucial de suas proteinas citotoxicas, como perforina e
granzima B, que s3o secretadas em resposta as células infectadas (Cunningham, 2021).
Portanto, diminui¢des ou alteracdes na estrutura dessas proteinas podem estar associadas a
um aumento na gravidade dos quadros clinicos em pacientes afetados por diversas doengas,
incluindo a COVID-19, que ¢ o foco deste estudo.

Nao foram observadas diferencas em relagdo aos polimorfismos analisados quanto ao
desfecho e gravidade. Por outro lado, foi visto uma menor expressao de genes relacionados
com os mecanismos efetores e de desenvolvimento dos linfocitos citotoxicos, além de uma
maior quantidade de citocinas com um perfil mais pro-inflamatorio.

Cabrera-Marante (2020) indica que a alteragdo A91V no gene da perforina, reduzindo
sua estabilidade, pode resultar em um efeito reduzido da atividade das células citotoxicas. Na
infeccao viral, essas células sdo responsaveis por impedir a sua replicacao e eliminar o virus,
utilizando o maquinario de secrecdo de suas proteinas citotoxicas, tal como a perforina. Caso
as células infectadas ndo sejam eliminadas por algum defeito nessas proteinas, isso poderia
levar a um aumento da ativacdo de linfocitos e macréfagos, contribuindo para a tempestade
de citocinas, frequentemente observada em quadros graves de COVID-19. O gendtipo
homozigoto mutado deste mesmo polimorfismo ja foi associado a condi¢des patologicas,
como a linfohistiocitose hemofagocitica familiar, que esta ligada a tempestade de citocinas.
Além disso, um potencial papel patogénico foi descrito para individuos heterozigotos
compostos (Martinez-Pomar, 2013).Como foi encontrado apenas um caso com a variante TT
entre os pacientes aqui avaliados, nao foi possivel comprovar essa informacao.

Em relacdo ao polimorfismo Q48R, presente no éxon 2 do gene da granzima B,
Oboshi e colaboradores (2018) relataram que a presenga dessa variante em heterozigose
levou a uma menor citotoxicidade de células natural killer colocadas em cultura com células
de linhagem K562, sugerindo que essa variante cause uma altera¢ao na capacidade de ligagao
da proteina (Mcllroy, 2003). Apesar de ndo haver estudos relacionando essa variante com a
COVID-19, a relacdo com uma menor citotoxicidade dessas células pode indicar uma
desregulagdo negativa da resposta imune contra outras infeccoes.

Assim como no caso das variantes no gene PRFI, foi levantada, também, a hipotese
de que apenas a presenca do alelo polimoérfico, G, no polimorfismo avaliado, poderia

influenciar na expressdo do gene da granzima, o que, de acordo o presente estudo, nao foi
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observado. Apesar de Oboshi e colaboradores (2018) terem relatado uma associacao entre a
presenca da variante e uma menor citotoxicidade das células NK, também foi demonstrado
ndo haver diferenca significativa entre a expressao dos transcritos de GZMB e os gendtipos
analisados, o que corroboram os resultados do presente trabalho. Esses resultados sugerem
que o polimorfismo Q48R ndo estd em desequilibrio de ligagdo com reguladores do gene
GZMB (Oboshi, 2018).

Interessantemente, foi observado que a expressdo dos genes PRF'I e da GZMB diferiu
quanto ao desfecho dos pacientes com COVID-19 aqui avaliados, sendo mais expressos
naqueles que receberam alta que naqueles que foram a obito. Além disso, ambos os genes
mostraram diferencas significativas em relacdo a gravidade, uma vez que foram menos
expressos em pacientes com quadro clinico grave, assim como observaram Li e
colaboradores (2020), onde niveis séricos de perforina e granzima foram significativamente
menores nNos casos graves em comparagdo aos casos leves, reforgando a hipotese de que as
células efetoras citotoxicas sdo disfuncionais em pacientes com COVID-19 grave.

Além da perforina e granzima, também foi observada uma diminui¢do significativa na
expressao dos genes EOMES e IL15 pelos individuos com COVID-19 que foram a o6bito. O
EOMES codifica um fator de transcricdo de mesmo nome que € essencial para o
desenvolvimento da célula NK. Tanto ¢ que experimentos de Gordon e colaboradores (2012)
mostraram que animais knockout para o EOMES apresentaram deficiéncia da maturagdo das
células NK. Além disso, foi vista a sua importancia, ndo s6 regulando seu desenvolvimento,
mas também na manutencdo da programacdo funcional, proliferagdo, sobrevivéncia,
citotoxicidade e producdo de citocinas. Ademais, Gill e colaboradores (2012) relataram que a
inibi¢do de fatores de transcri¢do, como o0 EOMES, leva a uma exaustdo da célula NK em um
modelo murino de linfoma. Portanto, considerando a contribuigdo desse fator em diversas
etapas no desenvolvimento da célula NK, uma menor expressdo em pacientes com o pior
prognostico pode levar a crer em uma resposta deficiente perante a infecgao.

Por outro lado, foi observado um aumento na expressao de EOMES, TBX21 e outros
fatores de transcricdo em individuos que deram entrada em Unidade de Terapia Intensiva
(UTT) (Saeedifar, 2023). Esses fatores desempenham um papel crucial na diferenciacao e
funcionalidade das células T e NK e, embora esses individuos possam estar tentando
mobilizar uma resposta imunologica robusta, a ativacao excessiva ou prolongada pode levar a
exaustdo das células imunes. Novos estudos ainda sdo necessarios para elucidar melhor essas

questoes.
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A expressdo do gene TBX21, que codifica um outro fator de transcricdo importante no
desenvolvimento das células NK, ndo diferiu significativamente entre os grupos,
evidenciando a possibilidade de ndo interferir tanto na resposta antiviral das células em
questdo. Como o 7BX2I tem motivos de ligacio no DNA similares ao FOMES, eles
desempenham papeis muitas vezes redundantes, o que pode contribuir para uma diminui¢ao
da gravidade e melhor resposta em casos de defeitos em algum deles (Wong, 2023). Isto
justificaria a ndo observagao de diferengas ao se comparar individuos com quadro grave com
individuos com quadro leve. Gordon e colaboradores (2012) também sugerem que as células
NK s3o menos citotoxicas na auséncia do 7BX21, o que ¢ possivelmente causada por uma
diminuicdo na produgao de perforina e granzima B.

Em relacdo a interleucina-15 (IL-15), foi vista uma diminui¢do na expressao nos
individuos que foram a obito. Essa molécula desempenha uma funcdo indispensdvel no
desenvolvimento ¢ homeostase da célula NK (Wang, 2021). Assim, semelhantemente ao
EOMES, seu papel crucial no inicio da maturacdo dessas células seria evidenciado na menor
expressdo do gene /LI5 em individuos com pior prognostico, uma vez que, provavelmente,
ha um desenvolvimento defeituoso nessa célula, impedindo uma resposta efetiva contra o
alvo.

Li e colaboradores (2020) descrevem que ha uma diminuicdo significativa de
perforina e granzima B em pacientes com quadros mais graves, indicando que isso se deveria
a uma disfungdo das células imunes efetoras, diminuindo a habilidade do hospedeiro de
controlar a replicagdo viral. Para elucidar essa questdo, foi realizada a quantificagdo de
perforina, granzima B e citocinas produzidas por linfocitos expostos a amostras de plasma de
individuos infectados pelo SARS-CoV-2. Considerando perforina e granzima B, foi visto que
a expressao dessas proteinas citoliticas foi significativamente menor apds o contato com o
plasma de individuos infectados.

Esses resultados sugerem a presengca de algum componente no plasma desses
individuos que possa ter um efeito imunoregulador nas células saudéaveis, induzido pelo
SARS-CoV-2. Diante disso, foi realizada a dosagem de citocinas e foi percebido um aumento
da produgao de IL-17A, TNF, IL-10 e IL-6 pelas células em contato com plasma infectado
nas amostras de pacientes com COVID-19, assim como foi visto por Queiroz e colaboradores
(2022), Liu e colaboradores (2020) e Hirano e colaboradores (2020).

A interleucina-17A é uma citocina pré-inflamatoria secretada por células do perfil
Th17 e tem um papel fundamental no recrutamento de mondcitos e neutrofilos para o local da

infeccao (Montazersaheb, 2022). Considerando que o membro IL-17A pode exacerbar
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reagoes inflamatdrias por meio da ativacao downstream de outras citocinas, como IL-1 ¢ IL-6
(Rokni, 2020) e de ja ter sido relacionada com aumento da gravidade em infeccdes
respiratorias (Mangodt, 2015), ¢ de se esperar uma relacdo negativa com o quadro de
COVID-19, justamente por agravar o quadro inflamatério do individuo, fator agravante dessa
doenca, o que pode ser relacionado com o presente estudo na medida em que células expostas
ao plasma de individuos infectados tiveram maior producao dessa citocina. Essa relacdo foi
vista por Xu e colaboradores (2020), pois mostrou que pacientes com COVID-19 admitidos
na UTI tiveram elevados niveis de células do perfil Th17 devido a excessiva produgdo de
citocinas como IL-17A.

O TNF, segundo McElvaney e colaboradores (2020) foi associado a um aumento na
gravidade de pacientes com COVID-19, além de estar relacionado com complica¢des como
aumento de secrecdo intestinal, tosse seca, asma dentre outras (Costela-Ruiz, 2020). No
presente estudo, foi visto um aumento na produc¢ao de TNF pelas células em contato com o
plasma contaminado, o que também sugere um possivel desbalango na resposta imune frente
o virus. Ainda ha de se ressaltar, que o TNF aumenta ainda mais a citotoxicidade das células
NK e modulam o sistema imunolégico, direcionando as respostas imunes para o fenotipo Thl
(Chalifour, 2004).

A IL-6 estd associada a uma redu¢do na funcdo das células NK, justamente devido a
uma regulacdo negativa na expressao das proteinas perforina e de granzima B (Cifaldi, 2015),
além de, como também observado no estudo, contribuir para uma menor expressao do gene
PRFI. Além disso, a IL-6 ¢ um forte preditor da progressao da COVID-19, pois ¢ uma das
principais citocinas indutoras da tempestade de citocinas (Rostamian, 2020), refletindo o que
foi visto neste estudo, em que aparece aumentada apos contato com plasma infectado, e em
estudos de Coomes e colaboradores (2020), na medida em que observou elevados niveis de
IL-6 em individuos com COVID-19 grave.

Ja a IL-10 esta relacionada a uma inibig¢do da sintese de citocinas pro-inflamatorias
como IFN-y e IL-2 (Nishimura, 2008), que também foram dosadas, ou seja, apresenta um
carater anti-inflamatorio e imunossupressor. Entretanto, seus niveis estiveram aumentados em
pacientes com COVID-19 grave (Huang, 2021) sendo que, muitas vezes, ¢ um dos critérios
mais importantes para identificar a gravidade e o curso da doenca (Dhar, 2021) e isso pode
estar relacionado a uma inibicdo da resposta antiviral contra a infec¢do, levando a um pior
progndstico do individuo.

O uso de plasma de individuos convalescentes da COVID-19 foi amplamente

difundido nos ultimos anos. Foi observado que essa terapia diminuiu a necessidade de
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hospitalizagdo em pacientes ambulatoriais, principalmente por meio da imunomodulagao
promovida pelos componentes presentes no plasma. Além disso, foi visto que os niveis de
IL-6, citocina associada a morbidade e mortalidade em individuos com COVID-19,
diminuiram apds utilizacdo do plasma de individuos que se recuperaram da infecgdo
(Habtehyimer, 2024). O mecanismo que promove essa redu¢do ainda ¢ incerto, mas ¢
hipotetizado que seja devido a uma reducdo da carga viral (Marconato, 2022). No presente
estudo foi observado um aumento da IL-6 produzida por células mononucleares saudaveis
estimuladas pelo plasma de individuos infectados, comparado ao estimulo de plasma
saudavel, o que corrobora o papel negativo dessa interleucina no prognostico de individuos
infectados pelos SARS-CoV-2.

Além disso, andlises de Hou e colaboradores (2014) mostraram que a IL-17A e a IL-6
podem agir sinergicamente promovendo a persisténcia da infec¢do viral por meio da inibicao
da apoptose e da fungao dos linfocitos T citotdxicos.

Quanto a citocina IL-10, Bonny e colaboradores (2020) relataram um aumento
significativo da interleucina no plasma de individuos convalescentes comparado ao plasma
utilizado como controle. E importante destacar que a IL-10 est4 relacionada a sobrevivéncia
das células B, a sua diferenciacdo em plasmocitos e a troca de classe dos anticorpos (Moore,
2001). No presente estudo, foi visto um aumento dessa citocina na cultura celular cujas
células mononucleares saudaveis foram estimuladas pelo plasma de individuos contaminados,
comparados ao estimulo de plasma saudéavel, o que pode indicar uma tentativa do sistema
imune em fortalecer a resposta contra a infecgao.

Apesar do resultado ndo significativo, observa-se um aumento discreto na quantidade
de IFN-y nas células expostas ao plasma de pacientes infectados. Estudos como o de Huang e
colaboradores (2020) e de Qin e colaboradores (2020), mostraram que o aumento de citocinas
como IFN-y est4 correlacionado com a gravidade da doenga na COVID-19. Isso poderia ser
atribuido a formacdo de uma inflamacao sistémica, resultante do recrutamento excessivo de
células imunes e da subsequente liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias (McGonagle, 2020).

Quanto a citocina IL-2, ja foi observado que essa citocina ¢ capaz de estimular a
populagdo de células NK e aumentar a expressdao de marcadores de ativacao (Sharma, 2018)
e, consequentemente, refor¢ar o combate a infecgdo. Neste trabalho, o estimulo com o plasma
infectado ndo foi capaz de induzir uma maior secre¢ao dessa citocina, o que pode ser devido
a algum mecanismo de escape utilizado pelo virus, o que levaria a uma falha no recrutamento

e inducdo de expansado das células imunes.



50

Também foi investigado se esse possivel componente imunorregulador poderia atuar
na expressdo transcricional dos genes analisados. o que foi visto para os genes PRFI,
EOMES e IL15, podendo indicar um possivel mecanismo de escape viral, na medida em que
sdo genes codificadores de proteinas e fatores de transcricdo importantes tanto para o
desenvolvimento e ativagao das células NK como para seus mecanismos efetores.

Ainda hoje, ndo estdo claros todos os mecanismos que predispdem a um pior
progndstico em pacientes com COVID-19. Assim, a investigacdo minuciosa dos fatores que
podem interferir no funcionamento adequado das células efetoras contra o virus, bem como
influéncia de fatores genéticos, sao essenciais para direcionar a uma abordagem mais
adequada desses pacientes, identificando aqueles de maior risco, bem como no

desenvolvimento de novas terapias para esta enfermidade.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos mostraram que pacientes que estavam em melhor estado clinico
e que tiveram um melhor desfecho apresentaram uma maior expressdo génica de PRF1I,
GZMB, EOMES e IL15. Além disso, o presente estudo conclui que ndo ha associagio entre os
polimorfismos A91V e Q48R e a gravidade ou desfecho de individuos infectados com
SARS-CoV-2. Quanto a analise funcional relacionada a exposicdo de PBMCs ao plasma de
pacientes com COVID-19, houve diminui¢do da quantidade de perforina e de granzima B nas
células NK, além de reducdo na expressdo dos genes PRFI, EOMES e IL15 indicando
potenciais componentes no plasma desses individuos infectados que podem contribuir com
uma supressao da resposta imune. Apos dosagem das citocinas, observou-se que houve um
aumento da IL-17A, TNF, IL-10 e IL-6 nas células em contato com o plasma infectado,
citocinas estas caracterizadas por ter uma influéncia importante na ocorréncia da tempestade

de citocinas, fator agravante da doenca e indicador de mau prognostico.
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