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RESUMO

Introducdo: A COVID-19 é uma doenca infecciosa do trato respiratorio humano causada pelo
SARS-CoV-2. A resposta inflamatdria da COVID-19, é marcada pela liberacdo exacerbada de
mediadores pro-inflamatérios, causando danos tecidual importante. Microvesiculas sdo um tipo de
vesicula extracelular liberadas por todos os tipos celulares, com funcdes tais como, de comunicacéo
intercelular e transportadoras de biomoléculas, sendo capazes de induzir respostas inflamatdrias e
anti-inflamatorias. No entanto, pouco se sabe sobre o envolvimento das mesmas na resposta contra
0 SARS-Cov-2 durante a fase aguda e no periodo convalescente. Objetivo: Caracterizar o perfil
das subpopulac6es de microvesiculas circulantes durante o processo inflamatorio desenvolvido nos
pacientes da infeccdo pelo SARS-CoV-2 e individuos convalescente da COVID-19. Material e
métodos: A caracterizacdo imunofenotipica das microvesiculas, obtida pela técnica de citometria
de fluxo, foi realizada em 15 individuos saudaveis, 9 pacientes infectados por SARS-CoV-2 e 15
individuos convalescentes da COVID-19. Resultados: microvesiculas de mondcitos (CD14) e de
plaquetas (CD41) estavam diminuidas significativamente em pacientes com COVID-19, assim
como em individuos convalescentes em comparacdo aos controles, de outro modo houve um
aumento significativo das microvesiculas de linfécitos B (CD19) nos pacientes em comparacao a
controles e individuos convalescentes. Os individuos convalescentes apresentaram uma producéo
maior de microvesiculas de células endoteliais (CD51/61) no D30, diferindo significativamente de
controles saudaveis. Conclusao: nosso estudo mostra que o perfil de microvesiculas em pacientes
infectados com SARS-CoV-2 apresenta uma baixa liberacdo de microvesiculas de mondcitos e
plaquetas, por outro lado as microvesiculas de linfécitos B estdo elevadas durante a fase aguda da
doenca. O perfil de microvesiculas em individuos convalescentes mostrou que microvesiculas de
células endoteliais (CD51/61) estavam elevadas, isso nos mostra que a COVID-19, de fato, € uma
doenca que tem uma resposta inflamatoria bastante extensa, que causa, mesmo em baixo grau, um
dano tecidual bastante importante.

Palavras-chave: SARS-COV-2, COVID-19, microvesiculas, plasma convalescente



ABSTRACT

Introduction: COVID-19 is an infectious disease of the human respiratory tract caused by SARS-
CoV-2. The inflammatory response of COVID-19 is marked by the exacerbated release of pro-
inflammatory mediators, causing significant tissue damage. Microvesicles are a type of
extracellular vesicle released by all cell types, with functions such as intercellular communication
and transporters of biomolecules, being able to induce inflammatory and anti-inflammatory
responses. However, little is known about their involvement in the response against SARS-Cov-2
during the acute phase and the convalescent period. Objective: To characterize the profile of
subpopulations of circulating microvesicles during the inflammatory process developed in patients
infected with SARS-CoV-2 and individuals convalescing from COVID-19. Material and
methods: The immunophenotypic characterization of microvesicles, obtained by the flow
cytometry technique, was performed in 15 healthy individuals, 9 patients infected with SARS-
CoV-2 and 15 convalescing individuals from COVID-19. Results: monocyte (CD14) and platelet
(CD41) microvesicles were significantly decreased in patients with COVID-19, as well as in
convalescent individuals compared to controls, otherwise there was a significant increase in B
lymphocyte microvesicles (CD19) in the patients compared to controls and convalescent subjects.
Convalescent individuals showed a higher production of endothelial cell microvesicles (CD51/61)
on D30, significantly differing from healthy controls. Conclusion: our study shows that the profile
of microvesicles in patients infected with SARS-CoV-2 presents a low release of monocyte and
platelet microvesicles, on the other hand, B lymphocyte microvesicles are elevated during the acute
phase of the disease. The profile of microvesicles in convalescent individuals showed that
endothelial cell microvesicles (CD51/61) were elevated, this shows us that COVID-19, in fact, is
a disease that has a very extensive inflammatory response, which causes, even at low degree, a
very important tissue damage.

Keywords: SARS-COV-2, COVID-19, microvesicles, convalescent plasma
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1. INTRODUCAO
A COVID-19 é uma doenca infecciosa do trato respiratorio humano causada pelo agente

etiologico denominado CORONAVIRUS 2 DA SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE
(SARS-CoV-2), que primeiramente foi relatado na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, China,
em 8 de dezembro de 2019, inicialmente causando sintomas que se assemelhavam a pneumonia. A
COVID-19 logo se tornou uma pandemia devido sua crescente taxa de transmissibilidade e
mortalidade, fazendo com que a organiza¢do mundial da saide (OMS) declarasse emergéncia de
salide publica de preocupacio global.}

O SARS-Cov-2 invade as células do trato respiratorio superior pelos receptores da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA-2) presente nos pneumacitos do tipo Il nos pulmdes, onde é
desencadeada uma cascata de inflamagdo. O complexo formado é processado proteoliticamente
pela protease transmembrana tipo 2 (TMPRSS2), levando a clivagem de ECA-2 e ativacdo da

proteina spike, o que facilita a entrada do virus na célula-alvo.*®

O SARS-CoV-2 é transmitido de pessoa para pessoa principalmente através de goticulas
contaminadas pelo virus por espirro ou tosse, ou através de fémites usados pelas pessoas infectadas
como lencais, objetos pessoais, utensilios, entre outros. O periodo de incubacdo do virus varia de
5 a 6 dias, podendo chegar até 14 dias, 0 que torna a transmissibilidade ainda maior, pois nesse
periodo, que € conhecido como assintomatico, as pessoas infectadas podem transmitir o virus a

individuos saudaveis.”®

Sabe-se que a gravidade da COVID-19 esta associada a idade, quanto mais velho, maior a
morbidade entre esses individuos, assim como internacdo em UTI, uma progressdo para SDRA,
febre mais altas e maior taxa de mortalidade. Linfocitopenia, neutrofilia, indicadores de inflamacéo
e coagulacdo sdo consistentemente vistos em pacientes acima de 65 anos. A nivel celular é
observado a capacidade diminuida das células TCD4" e TCD8" produzirem INF-y e IL-2, assim
como comprometimento na ativacéo de células T a partir das células dendriticas, podendo assim

comprometer uma resposta imune adaptativa ideal.®*2

Em pacientes que apresentam sintomas graves da doenca foram observados proporgdes
mais altas de macrofagos pro-inflamatorios e neutréfilos, no liquido de lavagem broncoalveolar

(LBA), consequentemente, as citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e quimiocina CXCL-8 estdo
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em niveis elevados, atraindo células inflamatdrias ao local da inflamagé&o, que consequentemente
liberam mais citocinas, esse ciclo de ativacdo resulta em uma “tempestade de citocinas”,

comumente vista em pacientes com COVID-19.13-15

Além disso, outros componentes podem estar atuando na resposta inflamatoria da COVID-
19, como as vesiculas extracelulares (VESs). Um estudo in vitro demonstrou que as VES de algumas
células podem conter em sua superficie a ECA-2, receptor que media a entrada do virus na célula
do hospedeiro, sugerindo a participacdo das VEs na infecgdo das células®®. As VEs podem ser
classificadas de acordo com seu tamanho, origem e biogénese, entre as VES mais bem descritas

estdo exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticost’.

Microvesiculas sdo um tipo de vesicula extracelular liberadas por todos os tipos celulares,
tanto em um estado fisiolégico quanto em processos inflamatorios. Elas sdo formadas a partir do
brotamento da membrana plasmaética e possuem em sua superficie muitos marcadores das células
que se originam, e sua carga interna também apresenta proteinas semelhantes as células de origem.
Inicialmente as vesiculas extracelulares ndo tinham func6es conhecidas, sendo consideradas como
“poeiras de plaquetas”, células das quais as microvesiculas foram observadas pela primeira vez.
Hoje hd um extenso nimero de estudos sobre VEs, e € sabido que as microvesiculas exercem papeis

pleiotropicos em varias doencas.'

De modo geral ainda se sabe pouco sobre o papel que as microvesiculas exercem na resposta
inflamatéria da COVID-19. Alguns estudos apontam que as microvesiculas estdo mais elevadas
nos pacientes e parece haver uma relacdo destas com o perfil pré-coagulante ao comparar os niveis
de microvesiculas com D-dimero e fator tecidual. Alguns estudos mostram que elas se
correlacionam com a gravidade da doenca e mortalidade, podendo ser um possivel biomarcador de
gravidade.®®
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Doenca Coronavirus 2019 — etiologia

Coronavirus sdo virus que causam doengas respiratdrias, entéricas e do sistema nervoso
central em humanos e animais. As espécies de importancia clinica em humanos séo: coronavirus
humanos 229E, NL63, OC43 e HKU1 que infectam o trato respiratdrio superior, causando sintomas
leves. Contudo existem 3 espécies que podem causar sintomas graves que sdo: coronavirus da
sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV), coronavirus da sindrome respiratoria do oriente
médio (MERS-CoV) e SARS-CoV-2, estes se replicam no trato respiratdrio inferior, causando

pneumonia e podendo levar a morte®2921,

Os coronavirus pertencem a ordem Nidovirales que inclui as familias Coronaviridae,
Arteriviridae, Mesoniviridae e Roniviridae. A familia Coronaviridae é subdividida em
Coronavirinae e Torovirinae. Os Coronavirinae sdo subdivididos em quatro géneros: alfa, beta,
gama e delta, sendo assim o SARS-CoV-2, pertence a familia Coronaviridae, subfamilia

coronavirinae, do subgénero betacoronavirus (8)%%,

A particula viral é envelopada, possuindo uma dupla camada lipidica, com morfologia
esférica, tamanho aproximado de 100 a 160nm de diametro, por todo o envelope sdo observadas
varias espiculas, dando ao virus um aspecto de coroa, uma caracteristica ao qual recebeu a
nomenclatura Coronavirus. As proteinas do envelope lhes atribuem as principais propriedades
ligadas a infectividade, viruléncia e variabilidade (Figura 1) 21224,

Spike (S)

L/
e

ucleocapsideo (N)

100-160nm

ssRNA (+)

Figura 1: Estrutura do envelope viral do SARS-CoV-2. A figura apresenta as principais proteinas do
envelope viral — Spike (S), Nucleocapsideo (N), Membrana (M), Envelope (E) e seu genoma viral, 0 RNA de
fita simples polaridade positiva — SSRNA (+)

Fonte: Traduzido de Kitchen, et al., 2022
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O genoma é composto por RNA fita simples de polaridade positiva (+ssRNA), com
aproximadamente 29,9 kb, possuindo 2 quadros de leituras abertas (Open read frame - ORFs),
ORF1la e ORF1b, o que engloba 2/3 do genoma traduzido para proteinas ppla e pplb. O genoma
viral codifica 2 proteases de cisteina, uma semelhante a papaina (PLpro) ou nsp3 e uma semelhante
a 3c (3CLpro) ou nsp5. Essas proteases clivam os polipeptidios ppla e pplb em 16 proteinas nao
estruturais, a RNA polimerase RNA-dependente (RdRp) traduz-se em nsp12, sendo este importante
para a replicacdo e transcricdo do coronavirus. O restante do genoma é composto por ORFs
sobrepostas que codificam 4 proteinas estruturais que incluem: S (glicoproteina spike), N (proteina
do nucleocapsideo), M (proteina da membrana) e E (proteina do envelope) e algumas proteinas
acessorias. A Proteina S, é composta por duas subunidades funcionais S1 e S2. Sendo S1
responsavel pela ligacdo ao receptor da célula hospedeira e S2 com funcdo de fusdo entre as

membranas do virus e células, juntamente com outros peptideos (figura 2)%°.

Genoma do SARS-CoV-2
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Proteinas nao estruturais Proteinas acessorias

Figura 2: Organizacdo do genoma viral. O virus possui um genoma ~29,9kb. ORFla e ORF1b
(Open Read Fram) que codificam proteinas nao estruturais 1-16 (NSP1-16). ORF3-10 que codificam
11 proteinas acessorias. Proteinas do envelope viral (S, M, E e N).
Fonte: A prépria autora.
2.2  Epidemiologia
Os primeiros casos de doenca coronavirus 2019 (COVID-19) provavelmente ocorreram a
partir de uma transmissdo zoondtica na cidade de Wuhan, China, em dezembro de 2019, ligada a

um grande mercado de frutos do mar que também comercializava animais selvagens vivos. O virus
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causador da COVID-19 é capaz de ser transmitido de pessoa para pessoa e se espalhou rapidamente
para outras partes da China e depois para outros paises no mundo.?%%’

Seguindo uma linha do tempo, € possivel destacar os principais eventos desde o surgimento
da COVID-19 até o momento atual. Os casos de COVID-19, iniciaram em 8 de dezembro de 2019,
no entanto ainda ndo era conhecida a doenca e seu agente etioldgico. Nessa data foram relatados
casos de pessoas com sintomas semelhantes a pneumonia em Wuhan. Em 7 de janeiro de 2020, o
centro chines de controle e prevencdo de doencas identificou 0 novo coronavirus em pessoas
internadas. No dia 09 de janeiro de 2020 na china foi relatada a primeira morte causada pelo SARS-
CoV-2. Em 13 de janeiro de 2020 foi confirmado o primeiro caso positivo fora da china, na

Tailandia.?®

A organizagdo mundial da satde (OMS) em seu relatério de situacdo 1, relatou 282 casos
confirmados laboratorialmente e 6 6bitos no dia 20 de janeiro de 2020. A OMS em 30 de janeiro
de 2020 declarou o surto de SARS-CoV-2 como emergéncia de salude publica de interesse
internacional. No dia 2 de fevereiro de 2020 a primeira morte foi confirmada fora da china, nas
Filipinas. A doenga causada pelo SARS-CoV-2, em 11 de fevereiro de 2020, foi nomeada de
COVID-19.%

A confirmagdo do primeiro caso de COVID-19 na América Latina foi registrada na cidade
de S&o Paulo, Brasil, no dia 26 de fevereiro de 2020, em um individuo que havia retornado de uma
viagem ao norte da Italia. E relevante pontuar que os casos subsequentes identificados no pais
também tiveram origem em viajantes provenientes da Italia, porém, apresentaram sequéncias

gendmicas virais distintas quando comparados ao primeiro caso?®2°,

No dia 11 de marco de 2020 a OMS declarou a COVID-19 como pandemia. A OMS em
seu relatdrio de situacdo 9, divulgou em 19 de marco de 2020 que, o nimero de casos confirmados
ja ultrapassava 200 mil, também divulgou que levou 3 meses para atingir 100 mil e apenas 12 dias
para atingir mais 100 mil. No relatério de situagdo 209 da OMS, foi anunciado que a infeccao por
SARS-CoV-2, atingia a marca de 21.294.845 milhdes de casos confirmados e 761.779 mil mortes
em 16 de agosto de 2020%

A dindmica dos casos de infeccbes e obitos decorrentes da COVID-19 apresentou uma

evolucdo continua ao longo de toda a regido da América Latina, apresentando variacGes
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significativas entre os distintos paises. A atribui¢do das diferengas observadas pode ser explicada,
ao menos em parte, por aspectos relacionados a amplitude dos testes de COVID-19, lideranca
politica, renda e equidade socioeconémica, bem como a presenca de economias informais, as areas

e populagdes com limitacdes de acesso aos servigos de salide30:3t,

Na regido da América do Sul, durante o ano de 2021, foi observado um aumento no nimero
de casos mensais entre janeiro e junho, havendo uma tendéncia geral de declinio a partir de julho.
De forma similar, o apice no registro de dbitos ocorreu em abril de 2021, tendo havido, em geral,
uma tendéncia decrescente a partir dai. Um padrdo semelhante também foi observado em outras

regides da América Latina3>%,

Assim como ocorreu em diversas outras regides do mundo, a segunda onda de infeccdes
por SARS-CoV-2, em 2021, apresentou-se de forma mais severa quando ocorreu a primeira,
levando a uma sobrecarga significativa para os sistemas de satde publicas. No Brasil, em especial
na cidade de Manaus, a segunda onda da pandemia acarretou uma das mais graves crises de saude

publica da historia.

A cidade de Manaus, capital do estado do Amazonas, foi palco de altas taxas de incidéncia
e mortalidade em decorréncia da COVID-19 em maio de 2020, o que resultou em um colapso no
sistema funerario durante a primeira onda da pandemia. Durante as Ultimas semanas de dezembro
de 2020 e primeiras semanas de janeiro de 2021, uma nova onda de casos abalou a cidade, causando
0 colapso do sistema municipal de salde devido a escassez de leitos de enfermaria, leitos de

Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e suprimentos de oxigénio®.

No més de janeiro de 2021, o colapso ocorrido nos sistemas de satde publicos e privados
de Manaus, ocasionou um notavel aumento da mortalidade por COVID-19. Visto que, durante um
periodo de 270 dias, entre abril e dezembro de 2020, foram relatadas 3.380 mortes entre residentes
de Manaus. No entanto, em janeiro de 2021, em um periodo de apenas 31 dias, foram registradas
2.195 mortes, indicando um novo e inevitavel pico acentuado na mortalidade por Covid-19.%°.

No dia 14 de janeiro, esse triste acontecimento, que comoveu a populagéo brasileira e
global: onde dezenas de pacientes na rede publica hospitalar de Manaus perderam suas vidas por
asfixia devido a falta de oxigénio. O Ministério da Saude e o governo do Estado do Amazonas

acompanharam a aceleracdo crescente de casos, mas ndo tomaram medidas eficazes de forma



24

adequada e em tempo habil. Infelizmente, dias depois, tragédias semelhantes se repetiram em

outras cidades do interior do Amazonas®.

Alguns fatores podem ter contribuido para o colapso ocorrido em Manaus, destacando-se,
dentre eles, a adesdo insuficiente da populacdo as medidas nao farmacoldgicas preconizadas, tais
como o uso adequado de mascaras, a forma correta de higiene das méos com agua e sab&o ou alcool
em gel, e respeito ao distanciamento social. Além disso, é importante ressaltar que a demora ou a
auséncia de decisOes assertivas por parte dos governos federal e estadual também podem ser

consideradas como fatores relevantes®.

Sabino et al., explicam alguns pontos no ressurgimento da COVID-19 Manaus, que podem
também explicar o colapso ocorrido em janeiro de 2021, apesar da alta soroprevaléncia: a taxa de
infeccdo de SARS-CoV-2 pode ter sido superestimada durante a primeira onda, e a populacéo
permaneceu abaixo do limiar de imunidade de rebanho até o inicio de dezembro de 2020, causando

entdo, uma maior mistura de infectados e individuos suscetiveis durante 0 més de dezembro3436,

Outras questdes também devem ser consideradas no que se refere ao colapso em Manaus,
como a diminuicdo da protecdo imunologica geral contra 0 SARS-CoV-2 ap0s a primeira
exposicdo, que provavelmente comecou em dezembro de 2020. Além disso, durante a crise em
Manaus, duas linhagens distintas do virus SARS-CoV-2 estavam circulando no Brasil: B.1.1.7 e
P.1. Ambas as linhagens apresentaram uma notavel divergéncia e uma constelacdo Unica de

mutacOes com potencial importancia biologica®’-,

A linhagem P.1 foi identificada pela primeira vez em Manaus no dia 12 de janeiro de 2021.
Conforme relatado em um estudo preliminar, esta linhagem apresentou alta frequéncia (42%, 13
de 31) entre as amostras genémicas coletadas de pacientes com COVID- 19 no més de dezembro
de 2020. No entanto, ela ndo foi encontrada em 26 Coletas coletadas em Manaus entre marco e
novembro de 2020. E importante destacar que essa linhagem é mais transmissivel em comparagéo
com as linhagens pre-existentes que circularam em Manaus durante esse periodo. A combinagéo

desses fatores contribuiu significativamente para a crise de satde que se instalou em Manaus®*3940,

As varias mutacOes sofridas no genoma do SARS-CoV-2, conferem a ele caracteristicas
que resultam na evasao imune e adaptagédo ao sistema imunologico do hospedeiro. E a0 comparar

a linhagem ancestral nota-se que cada uma das variantes exibe caracteristicas especificas. No final
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de 2020 a OMS classificou as variantes como variantes de interesse (VOIs), variantes de
preocupacdo (VOCs) e variantes sob monitoramento (VUMSs) com base nas suas caracteristicas e

no risco apresentado & sadde publica global*! .

A variante pode ser classificada como VOC quando apresenta uma ou mais das seguintes

caracteristicas.*

a. Aumento da transmissibilidade ou alteracdes prejudiciais na epidemiologia da covid-
19.
b. Aumento da viruléncia ou alteracdes prejudicais nas manifestacGes clinicas da doenca.

c. Umadiminuicédo na eficacia das medidas existentes de diagnostico, vacina e tratamento.

Até 0 momento existem 5 variantes que foram identificadas como VOC: a Alpha (B.1.1.7),
Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2) e Omicron (B.1.1.529).

Em resumo, as taxas de transmissdo, morbidade e mortalidade dessas VOCs aumentaram

drasticamente.*?*3

Foi em 3 de outubro de 2021 que foram identificadas as variantes, Lambda (C.37) e MU
(B.1.621), VOIs (variantes de interesse), sdo variantes que afetam as caracteristicas virais como
infecciosidade, gravidade da doenga, escape imunoldgico, diagnostico ou tratamento e ainda,
tiveram um aumento significativo de transmissdo da COVID-19 comunitaria em varios paises, 0s
casos aumentaram ao longo do tempo, a prevaléncia e outros efeitos epidemiologicos, indicando
riscos emergentes para a saude publica global, apesar disso os efeitos adversos das VOIs foram
menores que das VOCs. 4142

As variantes sob monitoramento, VUMs, sdo definidas como uma suspeita de alteracédo
genética nas caracteristicas viral podendo representar, no futuro, um risco a satde. As evidéncias
sobre seus efeitos fenotipicos ou epidemiologicos ainda ndo sdo claras e requerem um
monitoramento aprimorado. Elas sdo variantes que a qualquer momento podem aumentar ou
diminuir, por isso ndo estdo classificadas como VOIs/VOCs, atualmente existem trés variantes:
B.1.1.318, C.1.2 e B.1.640. 414

Segundo a OMS, até o dia 12 de julho de 2023, no mundo, foram confirmados 767.972.961
milhdes de casos e 6.950.655 milhdes de 6bitos por COVID-19. No Brasil os nimeros acumulados
sdo: 37.693.506 milhdes de casos confirmados e 704.320 mil 6bitos por COVID-19, segundo o
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Ministério da Saude, até o dia 14 de julho de 2023. No Amazonas segundo a Fundacgdo de
Vigilancia em Saude, até o dia 12 de julho de 2023, os nimeros acumulados de casos confirmados
eram 637.006 mil, destes, 622.432 mil se recuperaram, ndo haviam internados e 14.479 mil foram

a Obito*448,

2.3  Ciclo de replicacao viral
O ciclo de replicagdo do SARS-Cov-2 é iniciado atraves da sua ligacdo a uma célula

hospedeira, através do receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA 2), expressa em
células epiteliais das vias respiratorias, células epiteliais alveolares, células endoteliais vasculares

e macrofagos do pulmé&o.’

A entrada viral é mediada por um processo de clivagem e ativacdo. A proteina S tem um
papel fundamental nesse processo, ela € homotrimérica, possui duas unidades e cada unidade
consiste em dois dominios, S1 e S2. O dominio S1 contém o dominio de ligagao ao receptor (RBD)
e se liga ao receptor do hospedeiro, 0 dominio S2 medeia a fusdo entre as membranas do virus e

do hospedeiro®’.

O processo de clivagem ocorre em dois locais e envolve a acdo da protease TMPRSS2. A
proteina S liga-se a ECA-2, e o primeiro local de clivagem esta no limite S1/S2, levando a
mudancas estruturais no dominio S2, colocando-o em uma conformacdo de pré-fusdo, apos a
clivagem ha a separacdo S2 de S1, ainda assim, os dois dominios permanecem associados de forma
nédo covalente. O segundo local de clivagem ocorre no S2, a qual conduz a fusdo das membranas
viral e celular para que assim ocorra a liberacdo do genoma viral (RNA) no citoplasma (figura
3)_21,47
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Figura 3: Mecanismo de entrada viral SARS-CoV-2. A proteina S do SARS-CoV-2 se liga com o receptor
ECA-2 do hospedeiro e é subsequentemente clivada nos locais S1/S2 e S2 pela protease TMPRSS2. Levando a
ativagdo do dominio S2 e conduzindo a fusdo das membranas viral e do hospedeiro.

Fonte: Traduzido de Hartenian, et al., 2020

Apos a fusdo na membrana, o virus tem acesso a célula alvo e o conteudo viral é liberado
para o interior da célula. O ribossomo da célula hospedeira faz a traducdo do RNA viral em
poliproteinas que replicam as fitas em RNA genémico negativo, usado como molde para formar
RNA subgenémico ou genémico positivo. O RNA viral e a proteina estrutural do nucleocapsideo
(N) sdo replicados, transcritos e traduzidos no citoplasma, enquanto outras proteinas estruturais
virais, incluindo S, M e E, sdo transcritas e depois traduzidas no reticulo endoplasmatico (RE) e
transportadas para o Golgi. O complexo RNA + proteina N e as proteinas S, M e E sdo
posteriormente montados no compartimento intermediario ER-Golgi (ERGIC) para formar virions
maduros. Por fim, as particulas virais ficam prontas para invadir as células epiteliais adjacentes,
iniciando um novo ciclo de replicagdo (figura 4)*.
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Figura 4: Ciclo de replicagdo viral. O ciclo de replicagcdo do SARS-COV-2 inicia através da ligagao de sua proteina
de superficie (S) com a ECA-2. O RNA viral € liberado no citoplasma e traduzido, replicado e transcrito. Proteinas
N, M, E, S e RNA viral sdo posteriormente montados no compartimento intermediario ER-Golgi (ERGIC) para formar
virions maduros e liberados por exocitose para infectar outras células.

Fonte: Traduzido e adaptado de Jiang, et al., 2020

2.4  COVID-19: transmissao, sintomas, diagndésticos e vacina
A transmissdo do virus SARS-CoV-2, ocorre entre pessoas atraveés de goticulas

respiratorias, também pode ocorrer por meio do contato com objetos contaminados. O virus invade
as células epiteliais nasais do trato respiratério superior através do ECA-2, sofre replicacdo e se
propaga no local, essa fase tem um periodo de incubagdo de aproximadamente 5 dias antes dos
sintomas se manifestarem. No entanto algumas pessoas manifestam os sintomas ap6s 14 dias.
Durante essa fase a resposta imune gerada € limitada apesar da carga viral baixa, porém a taxa de

transmiss&o do virus é alta, o que acaba facilitando sua propagacio entre as pessoas’849-51

Em funcdo do acometimento das vias aéreas, a doenga se manifesta com sintomas de febre,
mal-estar e tosse seca em maior parte dos pacientes, em uma parte dos infectados aparecem
sintomas menos comuns, resultante da resposta disfuncional, como: dificuldade de respirar, dores
musculares e/ou articulares, dor de cabeca, tontura, diarreia, ndusea e tosse com sangue. Casos

mais graves da doenga sdo vistos na populagio mais velha’8%2,
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A SDRA, é caracterizada pela dificuldade respiratéria e niveis baixos de oxigénio no
sangue, podendo levar o paciente adquirir infeccdes secundarias como bacterianas e flngicas. A
SDRA leva a insuficiéncia respiratdria que € a causa de morte em 70% dos casos fatais, os altos
niveis de citocinas podem levar os pacientes a um quadro de sepse sendo a causa de morte em 28%
dos pacientes, a inflamagéo descontrolada nesses casos atinge multiplos érgdos, levando a faléncia
de 6rgdos, principalmente coracéo, figado e rins (figura 5).8:53-%

f» [[Dorde cabesa |

)

Figura 5: Visdo geral dos sintomas mais comuns e raros da COVID-19. As caixas azuis
representam os sintomas mais comuns e caixas rosas representam sintomas raros da doenca
Fonte: Traduzido de Alturki, et al., 2020
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Atualmente, o diagnostico confirmatorio da COVID-19 é realizado através do método
RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase transcriptase reversa, recomendado pela OMS como
o teste “padrio ouro”, que detecta o RNA viral do SARS-CoV-2°5%8 Os testes
imunocromatogréaficos (teste rapido), sdo usados principalmente pelos postos de atendimentos,
sendo um teste que detecta o antigeno viral (proteinas virais), com resultados em

aproximadamente 15 minutos®®5L,

As vacinas contra a COVID-19 tém se mostrado uma ferramenta significativa na luta
contra a doenga, uma vez que proporcionam uma promissora imunidade protetiva contra a
infeccdo pelo SARS-CoV-2. E importante destacar que existem dois grupos de vacinas
disponiveis para a estratégia global de vacinacdo contra a COVID-19. O grupo classico é
composto por vacinas de subunidades, inativadas, vivas atenuadas e de particulas semelhantes
a virus. Além disso, novas abordagens incluem vacinas baseadas em mRNA, que consistem na

entrega de proteinas virais alvo codificadoras de RNA em células humanas®?©2,

Todas as vacinas mencionadas sdo submetidas a um constante monitoramento por meio
de testes rigorosos de seguranca e eficacia. Com base nos dados disponiveis, € possivel
constatar que as vacinas apresentam uma elevada eficacia na prevencdo de casos graves da
doenca, hospitalizacdes e 6bitos decorrentes da infecdo pelo virus. Contudo, ndo é incomum

observar casos de avanco da infecgdo em individuos totalmente vacinados®4©°,

Embora haja muitas questdes ainda ndo respondidas sobre a duracdo da protecdo
conferida pelas vacinas e a eficacia diante de novas variantes do virus, é inegavel que as
mesmas seguem sendo uma importante ferramenta no combate a COVID-19. Ressalta-se a
relevancia da vacinacdo em larga escala para o controle da disseminacdo do virus e a

preservacio da salde da populac&o®®.

2.5 Plasma Convalescente
No decorrer do primeiro ano da pandemia da COVID-19, o uso do plasma convalescente

foi cogitado como uma terapia adjuvante, tendo em vista que alguns estudos clinicos evidenciaram
a melhora do quadro clinico dos pacientes atendidos ao tratamento. A época, a FDA forneceu
orientagdes para o uso emergencial do plasma convalescente, entretanto, essa terapia néo
prosperou, uma vez que pode provocar efeitos adversos, tais como o0 aumento da infeccdo mediada

por anticorpos, a lesdo pulmonar associada a transfusdes e as reagdes transfusionais alérgicas. Além
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disso, o plasma de individuos convalescentes apresentava disponibilidade reduzida de anticorpos

neutralizantes, o que limitava ainda mais a sua eficacia terapéutica ®’-.

O periodo de convalescenca subsequente a infeccdo por COVID-19 tem despertado
consideravel interesse, uma vez que é de fundamental importancia para a compreensdo das
manifestacBes clinicas que se seguem a doenca. Algumas pesquisas tém apontado que
aproximadamente 10% dos pacientes podem apresentar manifestacGes clinicas apos trés semanas

de infeccéo, as quais podem persistir por varios meses subsequentes, em menor grau’® "%,

As manifestacdes p6s-COVID-19 podem ser divididas em duas categorias distintas: 1)
subagudas, que incluem sintomas e anormalidades que se manifestam entre 4 a 12 semanas apos a
infeccdo; e 2) sindrome crénica ou pos-COVID-19, que engloba sintomas e anormalidades que
persistem por 12 semanas ou mais ap6s uma infeccdo e que ndo podem ser atribuidas a outras

causas’?.

Em um estudo realizado por Marsén-Suérez e colaboradores, que avaliou 20 pacientes
recuperados da COVID-19, em um periodo de 1 a 3 meses apos a infecgdo, foram analisados
parametros laboratoriais como: hematoldgicos, bioquimicos e imunolédgicos. Os resultados de
parametros hematoldgicos mostraram que 0s pacientes que tiveram a forma grave da doenca ainda
apresentavam alteracbes no hemograma como, contagem elevada de eosinofilos e monécitos, em

contraste, pacientes criticos da doenca tiveram contagem menores de linfocitos”3.

Os pacientes com asma brénquica apresentaram o0s valores de glicemia mais elevados,
embora estes estivessem dentro dos parametros normais, porém, com diferenca significativa de ndo
asmaticos. Os pacientes que apresentaram dificuldade respiratéria como complicacéo,
apresentaram maiores concentracdes Fosfatase Alcalina Leucocitaria (LAP) e menores contagens

de linfocitos, com diferenca significativa daqueles que ndo apresentaram essa complicacdo’®.

A anélise de parametros imunolégicos de pacientes em periodo de convalescenga mostrou
que em 95% e 80% dos pacientes, as concentra¢fes de C3 e 1gG encontravam-se diminuidas,
respectivamente. Além disso, pacientes que desenvolveram as formas mais graves da doenca
tendem a apresentar valores mais baixos de IgG e C3 na convalescenca. 90% dos pacientes
analisados apresentavam anticorpos IgG especificos contra a proteina RBD, destes, 27,8%
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apresentaram titulos mais elevados, a analise de correlacdo entre titulos de IgG especificos para
RBD e sua capacidade de inibicdo da interacdo com a proteina ECA-2, se mostrou positiva’.

A avaliacdo da resposta imune celular foi realizada tanto nos pacientes convalescentes
quanto em 20 controles saudaveis, por meio da técnica de citometria de fluxo. Os pacientes
convalescentes tiveram porcentagens mais baixas de linfocitos T virgens (CD3+/CD4+;
CD45RA+) e T de memoria (CD45R0O+), assim como linfocitos B (CD19+) e linfocitos B de
memoria (CD19+/IgD-/IgM-/CD27+) em relacdo aos controles, no entanto sem diferencas
significativas. Por outro lado, células NK (CD3-/CD56+), células natural killer T (CD3+/CD56+)
e células plasmaticas (CD3-/CD19+/CD27+/CD38+) foram diminuidas em pacientes quando

comparados com controles saudaveis, diferindo significativamente’.

Ao analisar as subpopulagdes de linfécitos ativados, TCD4+ (CD3+/CD4+CD38+/HLA-
DR+) apresentaram porcentagens maiores em pacientes convalescentes em comparagdo aos
controles, sem diferencas significativas. TCD8+ (CD3+/CD8+CD38+/HLA-DR+), também se
apresentavam aumentados na maioria dos pacientes quando comparado aos controles, no entanto,

com diferenca significativa’.

A existéncia de estados de imunossupressao em pacientes no periodo p6s-COVID-19 indica
a presenca de ativacdo cronica que pode ser causada por diferentes fatores. Dentre eles, destacam-
se a persisténcia viral, a permanéncia da inflamacéo, os fenémenos de autoimunidade decorrentes
de antigenos de reac&o cruzada, bem como por reparacio de danos teciduais. E importante ressaltar
gue uma resposta imune excessiva pode levar a uma imunossupressao acentuada, inflamacéo
persistente e sindrome catabdlica, sobretudo em pacientes com formas graves e criticas durante a

infeccdo’™7®.

2.6 Imunopatogénese da COVID-19
O processo de replicagdo viral induz nas células do epitélio pulmonar uma morte conhecida

como piroptose. Apos a morte, essas celulas liberam padrdes moleculares associados a patogenos
(PAMPs), como o RNA viral, e padrées moleculares associados a danos (DAMPSs), como ATP,
DNA e oligbmeros ASC, que sdo entdo reconhecidos por células dendriticas e macréfagos
alveolares. Essas células fagocitam, processam e apresentam os antigenos via MHC as células T,

que reconhecem esses antigenos atraves dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs),
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como os receptores do tipo Toll-like (TLRs), como por exemplo TLR3 e TLR7 que reconhecem
RNA viral”8,

Esse processo inicia a ativacdo de células TCD8+ e TCD4+, liberando citocinas e
quimiocinas que ativam e recrutam outras células para o local da inflamag&o. As células TCD8+
estdo envolvidas principalmente na eliminacdo das células infectadas por mecanismos de
citotoxicidade, enquanto as células TCD4+ sdo importantes para a ativacdo de células TCD8+ e
linfécitos B, que liberam anticorpos neutralizantes para impedir que novas células sejam infectadas
pelo virus, além disso fazem a regulacdo da resposta imune. Na maior parte dos individuos
infectados pelo SARs-CoV-2 o sistema imune funciona de forma ideal, onde h& a eliminagdo do
virus pelas células, a resposta imune diminui, o dano tecidual é minimo e 0s pacientes se

recuperam®7’.

Em aproximadamente 1/5 das pessoas que se infectam, é desenvolvido a forma grave da
COVID-19, caraterizado por uma resposta imune disfuncional, nestes, sdo vistos niveis elevados
de citocinas pro-inflamatérias como IL-1p, IL-6, IL-12, 1L-18 fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
IFN-A e IFN-B, quimiocinas como CXCL-10 e CXCL-8, proteina inflamatéria de macrofagos lo

(MIP-1a) e proteina quimioatraente de monocitos-1 (MCP-1)"87°,

Todas essas citocinas funcionam como quimioatraente para neutrofilos, células TCD4" e
TCD8", que sdo células importantes para combater o virus, mas a resposta inflamatoria nesses
pacientes acaba sendo exacerbada, levando a leséo pulmonar, essa lesdo persistente leva a perda de
pneumacitos tipo 1 e 2 e dano alveolar difuso, o que causa a sindrome do desconforto respiratério
agudo (SDRA)."""

H& um acimulo de evidéncias que indicam que os padrbes imunol6gicos estdo
intrinsecamente ligados & progressao de doencas em individuos infectados pelo SARS-CoV-252%°,
Dessa forma, a linfopenia é uma caracteristica essencial presente em pacientes diagnosticados com
COVID-19, especialmente em casos severos. Constatou-se que pacientes com formas graves da
doencga apresentam maior probabilidade de desenvolver linfopenia na fase de admisséo, o que se
configura como um indicativo significativo para o prognostico negativo do paciente. Ademais,
também se observa uma acentuada reducdo no nimero de células CD4+ T, CD8+ T, NK e B em

pacientes diagnosticados com a doenga®%#2,
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Verifica-se que o numero de granuldcitos, como neutréfilos e mondécitos em pacientes com
COVID-19 apresentam-se anormal. Os neutrofilos, assim como a relacdo neutréfilo-linfocito,
comumente utilizados como importantes indicadores para identificacdo de casos graves e evolugéo
clinica desfavoravel, apresentam-se significativamente maiores em pacientes graves em

comparagao a pacientes ndo graves®84,

Portanto, a gravidade da doenca é marcada por uma liberacdo exacerbada de citocinas,
ativacdo, assim como disfuncdo, de células da imunidade. N&o se limitando a isso, outros
componentes contribuem para o estado de gravidade da COVID-19, como, por exemplo, vesiculas
extracelulares (VESs), que tem como uma de suas principais fungdes, a comunicacgéo intercelular.
Alguns estudos tém mostrado possiveis funcdes das VES, como seu uso como biomarcador de
gravidade da doenca, assim como, a possibilidade de serem usadas como potenciais aplicacdes

terapéuticas®.

De fato, as vesiculas extracelulares exercem varias funcdes em muitas doencas
inflamatdrias. No contexto da COVID-19, observou-se uma associacdo entre as vesiculas
extracelulares isoladas do plasma de pacientes e o estado imunolégico, inflamatério e coagulagéo,
indicando que tais eventos permanecem criticos e requerem uma cuidadosa monitoriza¢cdo mesmo
ap6s a recuperacio®. Ademais, as proteinas presentes nas vesiculas extracelulares foram
fortemente correlacionadas com a gravidade da doenca e identificadas como potenciais

biomarcadores, capazes de discriminar entre pacientes com COVID-19 e doadores saudaveis®®.

No estudo realizado por Moraes e colaboradores, foi constatado que as Vesiculas
Extracelulares circulantes apresentam um perfil pro-coagulante, o que denota profundas alteracfes
protedmicas em individuos com COVID-19 grave. A analise protedmica e funcional realizada nas
VEs permitiu a identificacdo de proteinas relacionadas principalmente & ativagao das cascatas de
coagulagdo, complemento e degranulacdo plaquetéria, reforcando achados de estudos prévios e
indicando que elas sdo impactadas durante a infecgdo pelo SARS-CoV-2. Além disso, um conjunto
de proteinas foi atribuido aos grupos de sobreviventes e ndo sobreviventes, que poderiam

representar possiveis marcadores de gravidade da COVID-19%'.

O estudo de Maugeri e colaboradores, mostraram niveis consideravelmente elevados de
VEs derivados de plaquetas em pacientes COVID-19, alem disso, eles observaram que VEs
derivados de plaquetas expressando HMGBL1, que desempenham um papel direto na ativacédo e
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inflamacdo microvascular pulmonar, estavam significativamente mais concentrados no sangue dos

pacientes em comparacio a individuos saudaveis®-*°,

As vesiculas extracelulares podem estar envolvidas no dano tecidual causado pela COVID-
19, visto que, um estudo demonstrou niveis elevados de VES em pacientes graves comparado com
moderados, esse estudo também analisou a diferenca de proteinas inflamatérias em VEs no plasma
de pacientes com diferentes estadgios de gravidade. Os resultados mostraram que, essas VES
estavam significativamente enriquecidas com citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, como,
proteinas da familia IL-6 e superfamilia TNF entre os pacientes moderados e criticos. Outro
resultado observado, foram niveis elevados de proteases, peptidases e moléculas envolvidas na

lesio endotelial foram regulados positivamente em pacientes graves®:.

As principais VEs estudas e caracterizadas sdo 0s exossomos e microvesiculas, mas
especificamente falando da participacdo de microvesiculas na COVID-19, um estudo relatou que
niveis de microvesiculas sdo 5,6 vezes maiores em pacientes COVID-19, quando comparados com
pessoas saudaveis. Nesse mesmo estudo, analisaram microvesiculas expressando fator tecidual e
de forma semelhante, os niveis foram aumentos, 3,6 vezes mais, entre 0s pacientes. Esses
resultados sugerem a participacdo das microvesiculas na hipercoagulabilidade, uma vez que

também foram relatos correlagdo positiva com niveis de D-dimero®®.

2.7 Vesiculas Extracelulares

Vesiculas extracelulares (VES) sdo nanoparticulas derivadas do citoplasma ou liberadas da
membrana celular e estdo presentes em varios biofluidos, incluindo sangue, lavagem
broncoalveolar (BAL), saliva, urina, leite, liquido cefalorraquidiano, ascético e amniético. As
vesiculas extracelulares sdo liberadas de todos os tipos celular, e trazem das células de origem
cargas que contém RNAS, proteinas, lipideos, enzimas bioativas, moléculas e DNA. Trabalhos
demonstram que as VEs possuem func¢Ges em condi¢Ges normais e patoldgicas tais como, de
comunicacdo intercelular, transportadoras de biomoléculas e sdo capazes de induzir respostas

inflamatérias e anti-inflamatorias®>.

De acordo com as diretrizes da sociedade internacional de vesiculas extracelulares (ISEV),
utiliza-se a nomenclatura “vesicula extracelular” como “termo genérico para particulas liberadas

naturalmente de células que sdo delimitadas por uma bicamada lipidica e ndo podem se replicar”.
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As VEs sdo classificadas em diferentes tipos, com base em sua origem, tamanho, natureza,
biogénese e fungdes, entre esses tipos estdo 0s exossomos que tem o tamanho de 30 — 100nm,

microvesiculas (MVs) ou ectossomos de 100-1000nm e corpos apoptéticos 1-5um (figura 6)%-.

Corpos
DSSOMOS apoptoticos

° 30-100 nm O 100-1000 nm ) 1-5um

Figura 6: Vesiculas extracelulares. Representacdo esquemaética das vesiculas extracelulares, incluindo
exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos. Os exossomos sdo vesiculas luminais menores (30 a
100nm de didmetro) originarias de endossomos intracelulares. As microvesiculas sdo pequenas vesiculas
de membrana (100-1000nm de didmetro) liberadas da superficie da membrana celular durante a ativagéo.
Corpos apoptdticos (1-5um de didmetro) sédo liberados da superficie da membrana celular no estagio final
da apoptose.

Fonte: Traduzido e adaptado de Chen, et al., 2018.

A biogénese das VEs depende de alguns mecanismos para sua formacdo como, a via
dependente ou independente dos membros do Complexo de Triagem Endossomal Necessario para
Transporte (ESCRT). Alguns estudos genéticos demonstram que a biogénese e liberacdo de VEs
sdo controladas por proteinas especificas, como GTPases e lipideos e podem ser inibidas ou
estimuladas por processos celulares internos ou estimulos externos. Como exemplo, ha estudos
demonstrando que células cancerigenas produzem um ndmero maior de VEs do que células
saudaveis. O estresse celular pode ser um possivel fator de aumento da producédo por meio da

modulagdo dos niveis de calcio intracelular em células cancerigenas®” %,

A quantidade de VEs na circulacdo sanguinea reflete seu equilibrio entre a geracéo e
liberacdo, a exemplo, as microvesiculas tém meia-vida de alguns minutos a algumas horas, nesse
periodo podem ser captadas por células vizinhas ou células mais distantes. A depuracdo das

microvesiculas vai depender do tipo celular ao qual ela se originou. Um estudo mostrou que MVs
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de plaguetas foram eliminadas mais cedo do que a de eritrocitos. Existem varios mecanismos de
captacdo celular das VEs, e vai depender da carga da vesicula, comunicacdo intercelular (interacGes
receptor-ligante) e o microambiente da célula. Um dos mecanismos mais comuns € a endocitose,

onde as VEs sdo englobadas pela célula receptora®'%

A deteccdo das VEs ocorre através de algumas técnicas, dada a sua heterogeneidade, 0s
métodos de detec¢do podem variar dependendo do tipo de vesicula que é estudada. Exossomos,
por exemplo, tem um tamanho muito pequeno, portanto exige um método de alta sensibilidade,
como a analise de rastreamento de nanoparticulas e microscopia eletrdnica. Para a deteccdo de

microvesiculas, a técnica mais comumente usada é a citometria de fluxo 104102,

As VEs exercem papeis importantes em processos fisiologicos e patoldgicos, liberadas,
participam da comunicagdo celular podendo afetar processos como coagulacdo e trombose,
angiogénese, modulacdo imune e inflamacéo. Durante a comunicacdo celular as vesiculas usam
varios mecanismos para transferir suas informacdes para as células receptoras, isso ocorre através
da ligacdo a receptores das células alvo, traduzindo assim um sinal, ou transferir receptores
funcionais, proteinas, lipideos, MRNA ou miRNA das células-mae para as células receptoras nas

quais podem induzir alteragdes fenotipicas'®

As funcbes que as VEs exercem na modulacdo imunolégica sdo importantes tanto na
imunidade inata quanta na adaptativa. Por exemplo, exossomos que sdo liberados de células
dendriticas aumentam a atividade citotoxica de NKs, ja as MVs de células dendriticas estimulam
células epiteliais a liberar citocinas pro-inflamatérias. As vesiculas também podem exercer a
funcdo de apresentadoras de antigenos, pois apresentam em sua superficie os complexos de
histocompatibilidade (MHCs) J& foi demonstrado que vesiculas de células dendriticas estimuladas
expuseram MHC II, CD83 e a molécula coestimulatoria CD40 em sua superficie iniciando uma

resposta pro-inflamatoria nas células epiteliais e ativacio de células T04-106,

A VEs tem sido amplamente estudadas em muitas doencas, principalmente no céncer,
devido ao seu papel no diagndstico precoce e melhorando os resultados nos tratamentos. As
evidéncias sugerem que elas podem ser usadas como biomarcadores devido suas cargas conterem
biomoléculas especificas que ajudam a prever, diagnosticar e ajudar na escolha terapéutica

adequada no tratamento do cancer. Na inflamacdo as vesiculas extracelulares tém a capacidade de
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induzir respostas inflamatoérias e anti-inflamatérias, sendo uma caracteristica que pode estar
associada a transferéncia de mediadores pro e anti-inflamatérios e pela indugdo de citocinas das
células-alvol®™112,
2.8 Microvesiculas

A Biogénese das microvesiculas ocorre apds alguns estimulos fisiologicos, especialmente
durante o crescimento celular, ha um aumento da liberacdo quando as células sé@o ativadas devido
lesdo celular, estimulos pré-inflamatorios, hipoxia, estresse oxidativo ou estresse de cisalhamento.
As microvesiculas sdo formadas por protusdo ou brotamento da membrana plasmatica, um
processo iniciado quando os niveis de calcio intracelular aumentam, ativando entdo a calpaina, uma
protease sensivel ao célcio, que leva a separacdo das proteinas da membrana do citoesqueleto
intracelular e a gelsolina ligada aos filamentos de actina, esse processo leva a remodelacdo do

citoesqueleto, clivando a rede da proteina actina, o que permite a formacao da microvesiculal!®-118

A membrana plasmatica é composta por uma bicamada lipidica na qual a fosfatidilserina
estd localizada no folheto interno da célula quando em repouso, as enzimas flippase, floppase e
scramblase controlam a assimetria fosfolipidica. Quando ha ativacgdo celular, o calcio, que esta no
citosol, aumenta, ativa a floppase (movimento lipidico para a membrana externa) e a scramblase
(movimento lipidico bidirecional), enquanto a flippase (movimento lipidico para a membrana
interna) ¢ inativada, o resultado desse processo € um flopping de fosfatidilserina carregada para o

folheto externo da bicamada fosfolipidica (Figura 7)°122,
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Figura 7: Biogénese das microvesiculas. As microvesiculas sdo produzidas apés brotamento da membrana
plasmética, embora sua composi¢do de membrana difere da célula que a originou. As mudangas na distribui¢do dos
fosfolipidios na membrana so controladas por proteinas chamadas translocases de aminofosfolipidios, incluindo
flippase e floppase, além do célcio. As microvesiculas contém niveis elevados de colesterol e tém fosfatidilserina
(PS) exposta na superficie externa. A liberacdo de microvesiculas causa reorganizacao do citoesqueleto da célula,
atraves de acOes da calpaina e gelsolina, embora outros mecanismos também tenham sido descritos.

Fonte: Traduzido e adaptado de Surman, et al., 2017.

Uma caracteristica bem importante das MVs € a sua heterogeneidade, pois elas séo
induzidas por diferentes estimulos fazendo com que os componentes que elas carregam sejam
diferentes das células que elas se originam, ainda assim as moléculas de superficies que as

microvesiculas apresentam nos ajudam a identificar a sua origem celular®®

A composicdo externa das microvesiculas € caracterizada pela membrana de bicamada
lipidica, expressam CD40, selectinas, integrinas e proteinas do citoesqueleto, suas membranas sao
altamente enriquecidas em colesterol, fosfatidilserina e diacilglicerol, podem também conter
receptores de citocinas e expressar MHC. Internamente, seu conteddo pode ser composto por
mRNA, miRNA, RNAs ndo codificantes, proteinas (como, enzimas, componentes de sinalizacao,
fatores de transcricdo), lipideos bioativos (como, esfingosina-1-fosfato — S1P), prostaglandinas,

leucotrienos, nucleotideos de sinalizacdo e metabolitos (figura 8)18122,
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Figura 8: Conteldo externo e interno das microvesiculas. Exemplos de conteido
das microvesiculas - ARF6: Fator 6 de ribosilagdo de ADP, CD40: Cluster de
diferenciacdo 40, EGFR: receptor do fator de crescimento epidérmico, EMMPRIN:
Indutor de metaloproteinase de matriz extracelular, 1L-1p: interleucina 13, LAMP-1:
Proteina de membrana associada aos lisossomo 1, MMP: metaloproteinase de matriz,
UPA: Ativador de plasminogénio do tipo uroquinase, VAMP-3: Proteina de membrana
associada a vesicula 3, VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular.

Fonte: Traduzido de Surman, et al., 2017
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Microvesiculas de neutréfilos (MVs-NEU)

S&o produzidos constitutivamente. Em experimentos in vitro sdo produzidas em resposta a
uma ampla gama de estimulos como na presenga de TNF-a e LPS. S&o elevadas também em
humanos e camundongos quando submetidos a uma dieta rica em gorduras. E possivel notar que o
ambiente no momento da biogénese das MVs-NEU, provavelmente atribui as suas capacidades, o
que resulta em funcgdes diferentes, visto que MVs-NEU que estdo em repouso podem exercer
efeitos anti-inflamatdrios fazendo com que as citocinas e espécies reativas a oxigénio (ROS) sejam
reduzidas, enquanto neutréfilos em apoptose e expostos a particulas opsonizadas produzem mais

MVs-NEU pro6-coagulante e inflamatérias, 23124



41

Os niveis de microvesiculas derivadas de neutréfilos podem estar aumentadas em varias
doencas inflamatdrias, podendo ser observadas tanto no local da inflamagéo quanto na circulagéo,
ja em condic0es fisiologicas estdo presentes em pequenas quantidades. Consequentemente, elas
podem atuar como biomarcadores sensiveis em doencas inflamatdrias, sendo relatadas em doencas

autoimunes, doencas infecciosas e aterosclerose?>.

Um estudo realizado por Soni e colaboradores, avaliou as MVs-NEU na Doenga Obstrutiva
Pulmonar Crénica (DOPC), as MVs-NEU estavam em maior nimero do que 0s outros tipos
celulares. Verificou-se também que essas microvesiculas se correlacionaram fortemente com

indice de gravidade em doentes, podendo ser um marcador de gravidade e mortalidade da DOPC%,

Microvesiculas de neutréfilos contendo mieloperoxidade, podem estar associadas a lesdo
em células endoteliais, como mostrado no estudo de Pitanga et al., o sistema mieloperoxidade-
peroxido de hidrogénio-cloreto associado a essas microvesiculas, podem contribuir para um dano

generalizado nas células endoteliais durante a ativacio de neutréfilos, em vasculite e sepse!?’.

A participacéo das MVs-NEU na sindrome do desconforto agudo respiratério (SDAR) vem
sendo estudada a muito tempo, os neutrofilos aderem no endotélio vascular e liberam
microvesiculas, elas podem contribuir para a lesdo, além de participar da comunicacdo
intercelulares, contribuindo para alteracdo da superficie vascular, bem como alterando as funcGes

do proprio neutréfilo?8,

Um estudo in vitro demonstrou o papel de microvesiculas de neutréfilos em um modelo
animal de artrite e cultura com células semelhantes a fibroblastos (sinovidcitos), eles identificaram
que essas microvesiculas podem neutralizar a ativacdo classica de macrofagos e promover a
liberacdo de TGF-P, essa inibi¢ao ¢ principalmente mediada pela fosfatidilserina e Anexina-Al,
expostas pelas microvesiculas. Alem disso, camundongos artriticos que receberam administracéo
de MVs-NEU tiveram o fenétipo dos macrofagos afetados, tendo uma menor expressao de MHCII
e CD86, e maior de CD206%.

Microvesiculas de células endoteliais (MVs-CE)

As MVs-CE parecem ser capazes de aumentar a producdo de ROS em células, é possivel
que também possa ativar a NADPH oxidase na hiperglicemia. Esse processo pode estar envolvido
na lesdo do endotélio durante a aterosclerose em pacientes com diabetes. MVs-CE podem conter
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enzimas proteoliticas que podem modificar a integridade da matriz extracelular perivascular e se

ligar e degradar a fibronectina in vitro®*°.

Essas também podem participar da coagulacdo e trombose visto que a fosfatidilserina
exposta por MVs-CE resulta na capacidade dessas microvesiculas de ligarem-se e ativar fatores de
coagulacgdo, além disso apresentam em sua superficie o fator tecidual, um potente iniciador da via

extrinseca®®!,

As microvesiculas de células dendriticas tem entre suas principais funcdes a capacidade de
ativar células T. Se tornando interessante estudar as MVs-CE, pois elas carregam moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) I e Il. In vitro, ja foi mostrado que células
dendriticas plasmocitoides estimulados com MVs-CE estimulam células T virgens a secretar
citocinas TH1, como IFN-y e TNF-a!*?,

Um estudo in vitro mostrou que MVs-CE, podem aumentar a expressao de moléculas
coestimuladoras (CD80, CD86, CD40) e de ativacdo (HLA-DR, CD83, CCR7) em células
dendriticas plasmocitoides, mostrando a capacidade das microvesiculas na maturacdo das celulas
dendriticas plasmocitoides. Ademais, foi mostrado que as células dendriticas plasmocitoides séo
funcionais e secretam citocinas inflamatdrias como IL-6 e CXCL-8, e também induzem a

proliferacdo de células TCD4%,

A estimulacdo de microvesiculas de células endoteliais (MVs-CE) por mediadores
inflamatorios, em especial 0 TNF-a, tem sido comprovadamente associada a indugdo da expressao
de um conjunto especifico de proteinas de superficie, tais como a E-selectina, ICAM-1, PECAM-
1 e avPp3, que, por sua vez, promovem inflamagao local e sistémica. Este fendmeno sugere a
existéncia de um eixo TNF-MVs-CE, no qual o TNF-a desencadeia a geragao de MVs-CE, causado
em um aumento na expressao de origem de adesdo em celulas endoteliais, 0 que intensifica a

interacéo entre as CEs e os leucdcitos!®,

Microvesiculas de eritrocitos (MVs-E)
Um estudo mostrou que pacientes recém-diagnosticados com diabetes mellitus tipo 2,
apresentam maiores niveis circulantes de MVs-E e que parece haver uma correlacdo com

hiperglicemia e uma tendencia trombdtica nesses pacientes, sugerindo que essas microvesiculas
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possam ser usadas como biomarcadores para deteccdo precoce do inicio da trombose e

hiperglicemia®,

Microvesiculas derivadas de eritrocitos infectados com Plasmodium, ativam células NK
através do MDAS um RLR Citosélico, que reconhece RNA. Ja foi demonstrado que eritrdcitos
infectados liberam microvesiculas ativamente, principalmente no final dos estagios de esquizonte.

Além de carregarem proteinas do parasita, também contém DNA e RNA®,

Um estudo in vitro mostrou de MVs-E infectados contém grandes espécies de RNA que
podem ser reconhecidos pelo MDA5 em células NK. Foi observado que a expressdo de CD69 foi
significativamente mais alta em células cultivadas com MVs-E infectados ao comparar com MVs-
E néo infectados. No entanto, MVs-E infectados ndo conseguiram induzir produgéo significativa
de INF-y pelas células NK, mesmo em concentra¢des mais altas. Portanto esses resultados sugerem
que as MVs-E infectados podem estimular as células NK via MDADbS, porém ndo as ativam

totalmentel®’.

A alfa hemolisina (HIyA), uma toxina, € o principal fator de viruléncia da Escherichia coli
uropatogénica. Na circulacdo essa toxina induz o aumento de calcio intracelular, que ativa as
calpainas, proteolisam as proteinas do citoesqueleto e favorecem a exposicdo da fosfatidilserina

(PS) nas membranas dos eritrocitos, processos envolvidos na formacdo de microvesiculas®3®.

Nesse sentido, foi observado por Strack e colaboradores, que eritrocitos tratados com HIyA
secretam MVs contendo a toxina. Porém, apesar da presenca da toxina em sua membrana, as MVs-
HIyA ndo sdo hemoliticamente ativas e ndo induzem a liberacdo de ATP em eritrocitos ndo
tratados, 0 que nos sugere, que a entrega de MVs-HIyA pode atuar como um mecanismo protetor
por parte dos eritrocitos, que removem a toxina da membrana para entdo prevenir a disseminacdo

da infeccao®®.

Noubouossie et al., demonstraram mecanismos para complicagdes tromboinflamatérias
associadas a transfusdo de eritrdcitos. Para tal, eles usaram unidades de hemacias leucorreduzidas
com o objetivo de isolar MVs-E, entéo, eles documentam que as MVs-E ativam o fator IX (FIX)

por meio de duas vias distintas: primeira é a via intrinseca canonica na qual o FXII ativado (FXIla)
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ativa o FIX de forma dependente do FXI, a segunda via é a ndo candnica na qual a calicreina
plasmatica ativa diretamente o FIX, resultando na geragdo de trombina4°,

Microvesiculas de células T (MVs-CT)

As MVs-CT podem ativar os mastdcitos, célula que tem papel importante nas respostas
imune inata e adaptativas e funcOes efetoras centrais nas respostas a alergias. Foi observado que
essas microvesiculas induzem a degranulagdo e a liberagdo de citocinas tanto em mastocitos
derivados do sangue de corddo umbilical quanto do sangue periférico, sugerindo que ao liberar
MVs de células T, elas transportam moléculas de superficie que sdo capazes de ativar o0s

mastdcitos!*L.

O estudo de Shefler e colaboradores mostrou que as MVs-CT induziram a regulagéo
positiva de varios genes, incluindo genes que regulam a producéo de 1L-24 em mastdcitos e usando
inibidores especificos mostraram dados que implicam que a via MAPK e a fosforilacdo de STAT3
estdo igualmente envolvidas na producdo e liberacdo de IL-24 quando os mastécitos sao tratados

com microvesiculas*?.

As microvesiculas de células T apresentam um aumento da sua quantidade em pacientes
com Hepatite C, quando comparados a individuos saudaveis. in vitro, as MVs-CT sdo liberadas a
partir de células T humanas, apds sua ativacao e apoptose. Tais microvesiculas fundem-se com as
membranas celulares de células estreladas hepaticas (HSC) e moléculas de membrana de
transferéncia (CD147), deflagrando uma regulacéo positiva de MMP-1 fibrética, MMP-3, MMP-9
e MMP-13. E importante ressaltar que as microvesiculas de células T CD4+ e CD8+ que circulam

no plasma dos pacientes derivam, em sua maioria, de células T ativadas'*.

Apos ativadas as células T liberam microvesiculas, essas microvesiculas foram analisadas
em um estudo in vitro, e verificou-se a presenca de 2.279 proteinas no seu contetdo interno, muitas
dessas proteinas identificadas estdo relacionadas ao sistema imunolégico, transducdo de sinais,
transporte de proteinas e vesiculas, processamento ou splicing de RNA e TNF ou apoptose. Além
disso, foi possivel observar que em células endoteliais microvasculares derivadas do coragéo
humano (HMVECs), as MVs-CT, exercem fungdes como: inducdo do rearranjo no citoesqueleto
de HMVECG:s, inibicgdo da cicatrizagdo de feridas endoteliais, geracdo de superoxido e apoptose, e

quebra da funcéo barreira endotelial 4,
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Microvesiculas de células B (MVs-CB)

Microvesiculas derivadas de células B (MVs-CB) circulantes na leucemia linfocitica
crénica de células B podem implicar a progressdo da doenca, o estudo de Ghosh e colaboradores,
mostraram que elas estdo em niveis relativamente altos nos estagios intermediarios da doenca e

significativamente maiores em estagios avancados quando comparados com estagio inicial'®.

Contudo, ndo houve uma associacdo clara entre contagem absoluta de linfocitos e niveis
plasmaticos dessas microvesiculas, o que sugere que a geracdo de MVs-CB derivados das células
B leucémicas pode depender mais do estagio da doenca em vez da contagem de linfocitos totais no
sangue, em conclusdo esse estudo aponta para uma possivel ligacdo entre os fenétipos das MVs e
a progressdo da doencga®®.

Em um com cultura de células WEHI-231 estimuladas com CD24, foi observado que as
células B liberam microvesiculas constitutivamente, com tamanho aproximado de 120nm, e que o
CD24 induz um aumento na liberagcdo de microvesiculas positivas para fosfatidilserina. A carga de
RNA ¢ predominantemente composta por 5S rRNA, independentemente da estimulagdo. No
entanto, 0 CD24 causa uma diminui¢do na incorporacdo de transcritos codificadores de proteinas.
O proteoma das microvesiculas é enriquecido com proteinas mitocondriais e relacionadas ao

metabolismo apds a estimulagdo com CD246,

A estimulacdo de CD24 também induz mudancas na expressdo de CD63 e IgM em MVs
que ndo sdo espelhadas pelas mudancas na expressao da superficie celular. No geral, a composicao
dessas MVs sugere que elas podem estar envolvidas na liberacdo de componentes mitocondriais
em resposta ao estresse pré-apoptdtico com alteraces nos receptores de superficie potencialmente

alterando os tipos de células que interagem com elas*®.

Uma analise protedmica de microvesiculas derivadas de células B malignas revelaram
CD148 como um biomarcador antigénico potencialmente Gtil para o diagnéstico de linfoma de
células do manto (LCM). Para identificar novos biomarcadores de superficie, Miguet et al.,
desenvolveram uma abordagem proteémica original baseada na anélise de espectrometria de massa
de microvesiculas derivadas de linfoproliferacdes cronicas de celulas B de pacientes com leucemia
linfocitica cronica (LLC), linfoma linfocitico de pequenas células (LLPC) e linfoma de células do
manto (LCM)#,



46

A comparacdo das listas de proteinas identificadas em cada patologia combinada com
critérios de validagdo altamente exigentes para a identificacdo de proteinas por espectrometria de
massa, permitiu propor o CD148, um receptor de membrana com atividade de fosfatase, como
candidato a biomarcador discriminador. As analises de citometria de fluxo, realizadas em 158
pacientes e 30 controles, mostraram que o anticorpo anti-CD148 marcou significativamente mais
as células de LCM do que ceélulas circulantes LLC e LLPC (p<0,0001), o que valida a super
expressdo de CD148 em LCM'.

Portanto, os resultados indicaram que um nivel médio ou alto de expressdo de CD148 pode
excluir o diagndstico de LLC e altos niveis de expressdo de CD148 (igual ou superior a 2 vezes 0
valor obtido com LLC ou LLPC) permite suspeitar do diagnostico de LCM com especificidade de
91% (versus LLC e LLPC) e sensibilidade de 78%*'.

Microvesiculas de plaguetas (MVs-P)
As microvesiculas de plaquetas se assemelham bastante com as plaquetas ativadas. Elas
possuem as moléculas de ativacdo tanto na superficie quanto em seu conteudo interno, nesse

sentido as MVs-P podem ser consideradas como mediadoras de muitas fungdes plaquetarias'*.

Niveis elevados de MVs-P circulantes sdo comumente vistos em cancer, 0 que pode se
justificar devido ao aumento da atividade plaquetaria, por multiplos mecanismos. Sendo assim, as
MVs-P constituem uma classe de biomarcadores do cancer, pois € possivel correlacionar os niveis
de MVs-P com estagios do cancer, como na metastase e angiogénese do cancer, células imunes,

inflamacéo e trombose. %

A lesdo da camada intima é considerada um estagio inicial de diversas doencas
cardiovasculares. Nesse contexto, as células progenitoras endoteliais (EPCs) desempenham um
papel crucial no processo de reparo endotelial apds lesdo vascular. No momento em que ocorre

uma lesdo na intima, as EPCs s&o mobilizadas a partir da medula dssea para o local danificado*.

Simultaneamente, a lesdo na superficie da intima provoca a degranulagédo, agregacéo e
adesdo das plaquetas ao endotélio lesionado. O colageno exposto, por sua vez, estimula as
plaquetas a secretarem microvesiculas. Em um estudo In vitro, foi observado que a estimulacéo de

colageno induziu a liberagdo de MVs-P, e as MVs-P ativadas por colageno (ac.MVs-P)
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promoveram significativamente a proliferacdo de EPCs, mostrando também um contetdo rico em
TGF-B1%°,

Com o objetivo de caracterizar fenotipicamente microvesiculas liberadas por plaquetas e
diferenciar aquelas liberadas espontaneamente das que sdo ativadas através da inducdo de
trombina, para entender melhor o papel delas na disseminacdo de doencgas. O estudo de Suades e
colaboradores, caracterizou as microvesiculas de plaquetas de pessoas saudaveis, por citometria de

fluxo®®L,

Em resumo, MVs-P ativadas por trombina mostraram niveis mais altos de P-selectina,
assim como forma ativa de glicoproteina Ilb/llla do as MVs-p ndo ativadas. Uma analisa
protedmica diferencial baseada em espectrometria de massa, evidenciou mudancas significativas
na variedade e abundancia de proteinas encontradas em MVs-P ativadas. Tais proteinas estavam
envolvidas na coagulacdo, adesdo, citoesqueleto, transducdo de sinal, metabolismo e transporte

mediados por microvesiculas®®?.

Curiosamente, proteinas importantes para adesdo celular, coagulacdo da via intrinseca e
sinalizacdo de ativacdo plaquetaria, foram significativamente modificadas pela estimulacdo da
trombina, a protocaderina-a4, estava significativamente reduzida em MVs-P ativadas, mostrando
uma expressdo aumentada nas membranas de plaquetas ativadas. Portanto, a ativacdo plaquetaria
induzida pela trombina desencadeia a liberacdo de microvesiculas com um perfil complexo e rico

em proteinas pré-coagulantes e pro-adesivast®.

Microvesiculas de mondcitos (MVs-MON)

Embora os estudos sobre MVs-MON sejam limitados, existem evidéncias que apontam sua
participacdo em eventos aterotrombatico expressando altos niveis de fator tecidual (FT) e ligante-
1 da glicoproteina P-selectina. Estudos demonstram que possuem um papel critico na inflamagao
fazendo com que os proprios mondcitos produzam citocinas infamatorias e ROS, e potencialmente
ativando plaquetas. Uma funcdo bem interessante de MVs-MON é a transferéncia de ICAM-1 para
células endoteliais, que acaba promovendo a adeséo de leucdcitos e expressdo de altos niveis de

IL-1B, que por sua vez, estimulam células endoteliais?>> 14,
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O Infarto Agudo do Miocardio (IAM) é uma sindrome clinica resultante,
predominantemente, da ruptura de uma placa aterosclerética presente em uma artéria coronéria
epicardica. Este evento pode culminar na ativacdo da cascata de coagulacdo, com subsequente

formacao de trombo e consequente oclusdo do fluxo sanguineo na artéria®®®.

Microvesiculas de mondcitos parecem ter um papel importante na resposta inflamatéria
durante o IAM, elas tém sido relacionadas ao processo aterosclerético, incluindo inflamagéao
crbnica, e também tém sido relacionadas a trombose intracoronaria. As MVs-MON expdem a
fosfatidilserina (PS) na camada superficial externa como consequéncia de sua formacdo e
liberacdo, e contém diferentes moléculas de suas células parentais que podem determinar sua

capacidade de promover a coagulagio sanguinea e a ativagdo celular®®®.

Além disso, é importante ressaltar que o fator tecidual, responsavel por iniciar a cascata de
coagulacdo extrinseca e desempenhar um papel crucial na formacdo do trombo intravascular,
encontra-se presente nas microvesiculas de mondcitos. De fato, MVs-MON carregando o fator
tecidual sdo considerados o principal reservatério da atividade plasmatica deste fator. Altos niveis
de MVs-MON e MVs-MON carregando o fator tecidual foram identificados em pacientes com

Infarto Agudo do Miocérdio (IAM) em comparagio a individuos controles!®" %8,

Microvesiculas na COVID-19

Alguns estudos ja tém mostrado niveis elevados de VEs em pacientes da COVID-19 e que
elas podem mostrar a gravidade da doenca nesses pacientes e tendéncia a trombose. Uma pesquisa
realizada na Arabia Saudita relatou niveis elevados de microvesiculas derivadas de células
endoteliais e plaguetas em pacientes com COVID-19. A hipercoagulabilidade desses pacientes séo
impulsionadas por varios fatores incluindo a geracao de MVs-P, tendo em sua superficie moléculas
pro-coagulantes muito semelhantes as plaquetas, podendo iniciar a coagulacdo e favorecer a
geracio de trombina. E importante observar que as MVs-P sdo 50-100 vezes mais pro-coagulantes

do que a prépria plaqueta.*®

A transferéncia de mediadores ativos pelas MVs é considerada um marcador de dano
vascular, elas modulam as respostas inflamatdrias, induzindo células endoteliais a liberar o fator

tecidual, IL-6 e outras citocinas, levando ao aumento da adesividade de outras células ao endotélio
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lesado. Niveis elevados de MVs derivadas do endotélio tem sido sugerido como um marcador

precoce de doengas pulmonares®®.

Tem sido mostrado que MVs que séo derivadas do endotélio carregam em sua superficie a
enzina conversora de angiotensina (ECA), inclusive em casos de lesdo pulmonar, que tem sido
associada a trombose na COVID-19. As observacdes de niveis elevados de MVs com D-dimero,
FT e outros marcadores, sugerem que as MVs podem ser um biomarcador de trombose, gravidade
e mortalidade na COVID-1919160161,

Garnier e colaboradores, observaram que microvesiculas derivadas de plaquetas e células
endoteliais estdo aumentadas em pacientes mais graves em comparacdo com individuos saudaveis.
Microvesiculas de pacientes que foram intubados, em cultura, desencadearam a morte de células
endoteliais e super expressao de duas moléculas de adesdo: P-selectina e molécula de adeséo celular
vascular-1 (VCAM-1)2,

E valido destacar que o estudo apontou para uma importante relagio das microvesiculas no
contexto da COVID-19. A pré-incubacao dessas MVs com a proteina enddgena de capeamento de
fosfatidilserina, Anexina A5, resultou na abolicdo da citotoxicidade, bem como no aumento da
expressao de P-selectina e da inducdo de VCAM-1, o que, por sua vez, resultou em um aumento
na adesdo de neutrofilos e formagdo de NETs. Em conjunto, os resultados sugerem um papel
fundamental das MVs na fisiopatologia do COVID-19 e indicam um potencial terapéutico por meio
da utilizagdo da Anexina A5%2,

Devido a capacidade de transferéncia de cargas das MVs as células de outros tecidos,
avaliar seu perfil em doencas inflamatorias tornou-se bastante relevante. Estudos mostram que
MVs estdo associadas a desenvolvimento e progressdo em varias patologias e seus efeitos no
sistema imunolégico abrangem uma ampla gama de mecanismos que vao desde ativacdo da
resposta imune & modulagdo. Estudos recentes mostram niveis elevados de MVs em pacientes com
COVID-19, indicando seu uso como um potencial biomarcador de gravidade da doenga. No que se
refere ao periodo convalescente da COVID-19, ainda ndo ha estudos sobre esses aspectos com

microvesiculas, sendo este o primeiro estudo a caracterizar o perfil das mesmas.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral:
Caracterizar o perfil das subpopulacGes de microvesiculas circulantes durante o processo

inflamatorio desenvolvido nos pacientes da infeccao pelo SARS-CoV-2 e individuos convalescente
da COVID-19.

3.2  Objetivos Especificos:

e Descrever o perfil das subpopula¢bes de microvesiculas (MVs) circulantes em controles
saudaveis, paciente e individuos convalescentes da infec¢do pelo SARS-Cov-2;

e Apresentar o padrdo de microvesiculas circulantes nos pacientes de acordo com a gravidade
da doenca;

e Apresentar o perfil de microvesiculas circulantes nos pacientes de acordo com o desfecho
clinico da doenga;

e Avaliar o perfil cinético das microvesiculas circulantes dos individuos durante o periodo de

convalescenga.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1  Tipo de Estudo
O modelo do estudo é do tipo observacional, descritivo, exploratorio em individuos

doadores de sangue saudaveis da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas - HEMOAM. Individuos Convalescentes da COVID-19, também doadores de sangue
do HEMOAM. Pacientes infectados por SARS-CoV-2 que foram internados em enfermaria ou UTI
do Hospital Universitario Getulio Vargas - HUGV.

4.2  Aspectos Eticos
Esse estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Estudo de Biomarcadores

Imunoldgicos em pacientes Convalescentes da infeccdo pelo Virus SARS-CoV-2 (COVID-19)”
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacdo HEMOAM, sob ndmero de
parecer 4.126.784, CAAE: 30975020.9.0000.0009, coordenado pela Dra Adriana Malheiro Alle
Marie. Os individuos controles fazem parte do projeto intitulado "Caracterizacdo de
microvesiculas e seu potencial uso como biomarcador no diagnostico e tratamento de pacientes
com Leucemia Mieloide Crénica” aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagio
HEMOAM, sob nimero de parecer 5.520.298 e n° de CAAE: 48463121.3.0000.0009, coordenado
pela Dra Andréa Monteiro Tarragd e landara Maira Lopes de Souza.

4.3  Populagdo do estudo
Este estudo é composto por 3 grupos:

e Grupo 1 (G1): doadores de sangue saudaveis da Fundacdo HEMOAM, coletados de
julho a agosto de 2022;

e Grupo 2 (G2): pacientes que estavam internados em enfermaria ou UTI do HUGV,
coletados de junho a novembro de 2020;

e Grupo 3 (G3): individuos convalescentes da COVID-19, doadores de sangue da
Fundacdo HEMOAM, que foram coletados de julho de 2020 a julho de 2021, em 3

periodos: em média, 30, 60 e 90 dias apos infecgéo.

4.4  Critérios de Inclusdo e Excluséo
Critérios de inclusdo G1: foram incluidos doadores de sangue saudaveis, com mais de 3

doacgdes, aptos na triagem clinica, hematoldgica e sorolégica, a partir do estudo intitulado:
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"Caracterizacdo de microvesiculas e seu potencial uso como biomarcador no diagnéstico e
tratamento de pacientes com Leucemia Mieloide Cronica” com n° de CAAE:
48463121.3.0000.00009.

Critérios de exclusdo G1: que apds doacgdo apresentassem sorologia positiva, problemas

com amostras.

Critérios de inclusdo G2: Foram incluidos individuos doentes, do sexo masculino ou
feminino, com infec¢do confirmada por SARS-CoV-2, através do diagndstico molecular, maiores
de 18 anos, que foram atendidos no HUGV e que estavam em tratamento da COVID-19, internados

na enfermaria ou UTI.

Critérios de exclusdo G2: Para os pacientes atendidos no HUGV, o critério de exclusdo
foi o resultado negativo para o diagnoéstico molecular pelo SARS-CoV-2, pacientes com dados

incompletos e falta de amostra.

Critérios de inclusdo G3: Os critérios de inclusdo para individuos convalescentes foram:
individuos que tiveram resultado de RT-PCR positivo para SARS-CoV-2, que estavam
assintomaticos ha pelo menos 14 dias, do sexo masculino ou feminino, com idade entre 18 e 60
anos, que durante a infeccdo por COVID-19, apresentaram comprometimento clinico com
internacdo ou ndo, aptos nas triagens clinica, hematoldgica, soroldgica e molecular conforme
portaria de consolidacdo 5 do Ministério da Satde de 2017, que ndo utilizaram medicamentos
inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), que possuissem ou ndo anticorpos
especificos anti-SARS-CoV-2 detectaveis, com teste RT-PCR para SARS-CoV-2 de controle

negativo e que ndo apresentassem anticorpos anti-eritrocitarios.

Critérios de exclusdo G3: individuos que ainda apresentassem teste RT-PCR para SARS-
CoV-2 positivo, com sorologia positiva ap6s doacdo de sangue, dados incompletos e falta de

amostra.

4.5 Coleta das amostras
Todos os participantes foram incluidos ap0s terem aceitado participar do estudo e assinado

0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Em seguida, as amostras de sangue foram
coletadas em tubos contendo anticoagulante citrato de sédio. As coletas foram realizadas uma Gnica

vez para o grupo G1 e G2. Ja para o grupo G3, as amostras de sangue foram coletadas trés vezes,
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em periodos médios de 30, 60 e 90 dias ap0s a infeccdo pelo SARS-CoV-2. As amostras de sangue

foram centrifugadas a 400xg por 15 minutos para obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PPP),

que foi armazenado em microtubos e conservados no freezer a -80°C do laboratorio

multidisciplinar para andlises futuras (Figura 9).

Recrutamento e selecio dos

Coleta das amostras

Processamento das amostras

Figura 9: Fluxograma da coleta de amostras.

participantes

Aplicagio do

TCLE
Grupo controle Pacientes Convalescentes
(GC) - HEMOAM (COVID-19) - (D30, D60 e D90) -
HUGV HEMOAM
COVID-19 Convalescentes

GC (Coleta tnica)

(Coleta tinica)

(3 coletas - D30, D60 e D90)

Citrato

Laboratorio
multidisciplinar

Centrifugagio

(15000RPM/15min)

Obtencio do
PPP

amostras utilizadas no estudo.

Esquema detalhado das etapas de obtencdo e processamento das

Amostras
armazenadas
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4.6  Selecdo das amostras
A amostragem é composta por um N total de 39 individuos. A partir das amostras coletadas,

foram selecionadas as amostras de 15 individuos saudaveis como grupo de controle, 9 pacientes e
15 individuos convalescentes (Figura 10). As amostras selecionadas, foram utilizadas para a
caracterizacdo de MVs, realizada no Instituto Rene Rachou (IRR) - Fiocruz Minas, seguindo o
Protocolo de Imunofenotipagem de MVs do Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores

(GIPB) coordenado pelo Dr. Olindo Assis Martins Filho e Dra. Andréa Teixeira Carvalho.

Amostras armazenadas
(Freezer -80°C)

COVID-19 D30, D60, D90

GC (N=15) (N=9) (N=15)

Seleciio das amostras

Imunofenotipagem das
microvesiculas

Figura 10: Fluxograma da selecdo de amostras. Esquema detalhado da etapa de sele¢do das amostras utilizadas
no estudo, para imunofenotipagem das microvesiculas.

4.7  Caracterizacdo de Microvesicula por citometria de fluxo

No inicio do experimento, as amostras de sobrenadante/PPP foram descongeladas em
banho-maria a 36°C e, em seguida, aliquotadas em microtubos. Esses microtubos foram
centrifugados a 21.475xg por 15 minutos em temperatura ambiente para obtencao do Plasma Livre
de Plaquetas (PLP).

Em seguida, as amostras foram tratadas com tampéo citrato-heparina e novamente
centrifugadas a 21.475xg por 90 minutos a 15°C. O sobrenadante foi removido e os pellets foram
ressuspensos em 100ul de tampao Anexina. Posteriormente, as amostras foram distribuidas em

pogos (placa) contendo anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos especificos para os
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marcadores de superficie presentes nas populacdes de MVs (conforme tabela 1) e incubadas por
30 minutos em temperatura ambiente, protegidas da luz. Apos a incubagao, foi aplicado 300ul de
tampdo de ligacdo de Anexina nos pocos e, em seguida, os contetdos foram transferidos para 0s

tubos de citometria de fluxo.

Tabela 1: Painel de imunofenotipagem para populagdes de Mvs.

Tubo MVs APC
1 Controle (Anexina V) Anex V
2 Leucdocitos/ Neutréfilos/ Linf. NK | AnexV | CD66b CD45 | CD56
3 Cel. Endoteliais/ Eritrocitos AnexV | CD51/61 CD235a
4 Linf. T/Plaquetas/ Linf. B Anex V CD3 CD41 | CDI19
5 Neutrofilos/ Mondcitos Anex V CD16 CD14

A aquisicdo das amostras foi realizada utilizando o citdmetro de fluxo CytoFLEX S
(Beckman Coulter), um equipamento altamente sensivel capaz de detectar e caracterizar
microvesiculas na escala de 100-900nm. Esse processo foi feito com o auxilio de microesferas
sintéticas de calibracdo denominadas Gigamix, que possuem tamanhos definidos (100nm; 160nm;
200nm; 240nm; 300nm; 500nm; 900nm) e foram usadas como referéncia para caracterizacdo das
microvesiculas. A identificacdo morfométrica e imunofenotipica das populacBes celulares de
interesse foi realizada utilizando o programa FlowJo (v9.4) com a ajuda de "gates™ para selecéo

das microvesiculas de interesse.

4.8  Andlises de dados
Os resultados obtidos na imunofenotipagem foram analisados por meio do software FlowJo

(v.10). Para a realizagdo das anélises estatisticas convencionais, utilizou-se o software GraphPad
Prism (v.9.0). A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste Shapiro-Wilk para cada
variavel, revelando uma distribuicdo ndo paramétrica. A comparacao dos valores entre dois grupos
foi conduzida pelo teste de Mann-Whitney, enquanto para a comparacao das variaveis com trés ou
mais grupos, empregou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn’s para
comparagdes multiplas entre grupos. Em ambos os casos, os niveis de significAncia estatisticos
foram definidos como p < 0,05. Além disso, foi realizada uma analise de redes bioldgicas para
ilustrar a interagdo entre as subpopulacdes de microvesiculas investigadas no estudo, com base na

associacdo das mesmas, utilizando o software Cytoscape (v.3.0.3). As correlagdes positivas e
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negativas foram consideradas significativas quando p <0,05. O indice de correlagdo (r) foi utilizado
para categorizar a forca de correlagdo como fraca (r<0,35), moderada (r>0,36 a r<0,67) ou forte
(1>0,68).

5. RESULTADOS

5.1  Caracterizacdo da populacéo do estudo
Nosso estudo foi composto por 39 individuos divididos em 3 grupos. O grupo controle foi

composto por 15 doadores de sangue recrutados no HEMOAM. Destes, 3 eram do sexo feminino
e 12 do sexo masculino. A mediana de idade deste grupo foi 51,00 (IQR, 50-52). Ainda, 9 pacientes
da COVID-19 foram recrutados no HUGV, no periodo de junho a julho de 2020, 5 eram do sexo
masculino e 4 do sexo feminino e apresentaram idade mediana de 39,00 (IQR, 29,50-67,00). O
grupo dos convalescentes foi composto por 15 individuos, que também foram recrutados no
HEMOAM no periodo de julho de 2020 a julho de 2021. Destes, 12 eram do sexo masculino e 3
do sexo feminino, a mediana da idade foi de 36,00 (IQR, 26,00-50,00), mostrando uma diferenca

significativa (p= 0.0055) em relacéo ao grupo controle (tabela 2).



Tabela 2: Caracteristicas sociodemograficas dos participantes do estudo.

Controles COVID-19 Convalescentes
N=15 N=9 N=15 P value
Caracteristicas demograficas
Idade, mediana, (IQR) 51,00 39,00 36,00 40,2456
(50,00-52,00) (29,50-67,00) (26,00-50,00) b0.0055
©>0,9999
Sexo, N (%)
Masculino 12 (80,00%) 5(55,56%) 12 (80,00%)
Feminino 3 (20,00%) 4 (44,44%) 3 (20,00%) 0,3380

Abreviaces: IQR: Intervalo interquartil; os dados estdo apresentados como mediana com IQR, (%), ou N. ®Controle vs COVID-19; "Controle Vs

Convalescentes; ‘COVID-19 Vs Convalescentes; Para variaveis continuas (idade) os dados foram comparados usando a anélise de variancia (ANOVA)

pelo teste de Kruskall Wallis, seguido do teste de Dunn’s para multiplas comparagdes. Para a variavel categdrica (sexo) foi usado o teste qui-quadrado.

p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5.2 Perfil hematologicos de pacientes COVID-19 e individuos convalescentes e dados
clinicos dos pacientes COVID-109.

O perfil hematoldgico dos individuos foi analisado nos grupos de pacientes COVID-19 e
individuos convalescentes (tabela 3). A contagem de eritrdcitos foi significativamente menor no
grupo COVID-19 quando comparados aos convalescentes D30, D60 e D90 (P= 0,0002 - 0,0016 -
0,0021, respectivamente), da mesma forma a hemoglobina mostrou niveis significantemente
menores nos pacientes COVID-19 em relagdo aos convalescentes D30, D60 e D90 (P= 0,0002 -
0,0037 - 0,0032, respectivamente). O hematocrito dos pacientes COVID-19 também mostrou
niveis significativamente menores em comparacao aos convalescentes D30, D60 e D90 (P=0,0001
- 0,0030 - 0,0049, respectivamente).

Nos pacientes COVID-19 foi observado que a contagem de neutrofilos estava
significativamente elevada em comparacdo ao grupo convalescente no D60 (P= 0,0274). Em
contraste, os linfocitos de pacientes COVID-19, mostraram contagem significativamente
diminuida em comparacao ao grupo convalescente D30, D60 e D90 (P=0,0008 — 0,0032 — 0,0059,
respectivamente). Os demais parametros hematolégicos ndo mostraram diferenca significativa

entre 0s grupos analisados e podem ser observados na tabela 3.

As principais caracteristicas clinicas observadas nos pacientes COVID-19 estdo descritas
na Tabela 4. Do total de pacientes estudados neste grupo 88,89% apresentaram comorbidades

como: 33,33% diabetes do tipo 2, 33,33% hipertensdo e 22,22% lupus eritematoso.

Devido a auséncia de critérios clinicos e laboratoriais que permitem uma classificacdo mais
precisa da gravidade clinica dos pacientes, eles foram categorizados como graves e ndo graves com
base em dados e informagbes (como o0 uso de respiracdo mecanica, internacdo em UTI ou
enfermaria e sintomas clinicos) registrados nos prontuarios eletrénicos e obtidos pela equipe
médica do HUGV. Segundo a gravidade clinica 66,67% foram considerados graves e 33,33% nao
graves. No momento da coleta, 100% dos pacientes estavam hospitalizados, sendo que 33,33%
estavam em enfermaria e 66,67% na UTI. Destes, 77,78% pacientes receberam alta e 22,22% foram

a 6bito.



Tabela 3: Perfil hematoldgico de pacientes da COVID-19 e individuos Convalescentes

COVID-19 Convalescentes P value
N=9 N=15
D30 D60 D90

Dados hematoldgicos, mediana, (IQR)

RBC (x 10%/uL) 2,960 4,880 4,850 4,810 30,0002
(2.743-3558)  (4,510-5,240)  (4,350-5,020)  (4,490-5,110)  "0,0016

¢0,0021

9>0,9999

€>0,9999

70,9999

Hemoglobina (g/dL) 8,200 14,40 14,10 14,28 20.0002
(7,950-9,350)  (13,70-15,00)  (12,40-14,80)  (13,00-14,60)  0,0037

©0,0032

40,9999

©>0,9999

50,9999

Hematocrito (%6) 25,50 44,50 42,32 43,13 20,0001
(24,70-28,95)  (42,20-46,00)  (36,70-45,30)  (41,40-44,50)  ©0,0030
°0,0049




4>0,9999
€>0,9999
>0,9999

VCM (fL) 85,50
(82,75-89,85)

88,50
(86,20-91,70

88,70
(87,50-91,50)

89,10
(85,40-91,20)

2>0,9999
v>0,9999
©>0,9999
4>0,9999
€>0,9999
>0,9999

HCM (pg) 28,30
(26,50-30,10)

29,80
(28,70-30,70)

29,42
(28,40-30,60)

29,80
(28,50-30,90)

2>0,9999
b>0,9999
°0,9608
9>0,9999
€>0,9999
>0,9999

CHCM (g/dL) 32,30
(31,90-33,35)

33,00
(32,10-34,60)

33,58
(32,60-34,10)

33,58
(32,90-34,30)

40.9432

b0,5864

“0,3630
4>0,9999
¢>0,9999

60



>0,9999

WBC (x10%/uL) 9,300
(6,175-12,18)

7,260
(5,200-7,900)

6,350
(6,060-6,970)

6,770
(5,940-8,000)

2>0,9999
b0,2278
°0,8543
4>0,9999
€>0,9999
7>0,9999

Neutrofilos (x10%/uL) 7,225
(4,880-10,10)

4,260
(2,850-5,130)

3,830
(3,210-4,120)

4,100
(3,200-5,270)

20,0996
b0,0274
°0,2104
4>0,9999
€>0,9999
>0,9999

Linfocitos (x10%/uL) 0,5100
(0,1250-1,180)

1,990
(1,650-2,370)

1,970
(1,650-2,300)

2,030
(1,630-2,100)

40,0008
b0,0032
€0,0059
4>0,9999
€>0,9999
>0,9999

Mondcitos (x10%/pL) 0,4700

0,4400

0,3800

0,3800

>0,9999
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(0,3300-0,6450)  (0,3500-0,4700) (0,3300-0,4100) (0,3200-0,4500)  °0,6143
©>0,9999
90,5526
€>0,9999
>0,9999

Plaquetas (x10%/uL) 256,7 250,0 250,0 241,0 >0,9999
(101,5-358,8)  (217,0-285,0)  (227,0-278,0)  (212,0-254,0)  °>0,9999

©>0,9999

9>0,9999

€>0,9999

>0,9999

Abreviactes: IQR: Intervalo interquartil; os dados estdo apresentados como mediana com IQR. *COVID-19 Vs Convalescente D30; °COVID-
19 Vs Convalescentes D60; CCOVID-19 Vs Convalescentes D90; Convalescentes D30 vs Convalescentes D60; *Convalescente D30 Vs
Convalescentes D90; ‘Convalescentes D60 Vs Convalescentes D90; Os dados foram comparados usando a analise de variancia (ANOVA) pelo
teste de Kruskall Wallis, seguido do teste de Dunn’s para miltiplas comparac6es. p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo
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Tabela 4: Caracteristicas clinicas dos Pacientes

COVID-19 (N=9)

Comorbidades, N (%)

Sim 8 (88,89%)
Diabetes Tipo 2 3 (33,33%)
Hipertensédo 3 (33,33%)
Lapus Eritematoso Sistémico 2 (22,22%)
Outras 7 (77,78%)
N&o 1(11,11%)

Medicamentos, N (%)

Sim 2 (22,22%)
N&o 7 (77,78%)
Gravidade Clinica, N (%0)

Grave 6 (66,67%)
N&o Grave 3(33,33%)
Hospitalizacéo, N (%)

Sim 9 (100%)
Nao -
Tipo de internacéo, N (%)

Enfermaria 3(33,33%)
UTI 6 (66,67%)
Uso de suporte respiratorio, N (%)

Sim 5 (55,56%)
N4o 4 (44,44%)
Desfecho, N (%0)

Alta 7 (77,78%)
Obito 2 (22,22%)

Dados apresentados por N e percentagem (%).

63



64

5.3 Perfil de microvesiculas dos pacientes com COVID-19
A comparacdo do perfil de microvesiculas entre controles saudaveis e pacientes com

COVID-19 é observada na figura 11. A analise de dados mostrou uma diminuicéo estatisticamente
significativa na contagem das microvesiculas de mondcitos (CD14) e de plaquetas (CD41) em
pacientes com COVID-19 em relagio ao grupo controle, p= 0,0148 e 0,0251 respectivamente. E
possivel observar uma tendencia na diminuicdo de microvesiculas totais (Anexina+), de leucécitos
(CD45), células NK (CD56) e de eritrocitos (CD235a), em pacientes em comparacdo aos

individuos saudaveis, embora sem diferenca significante.

Houve um aumento significativo das microvesiculas de linfocitos B (CD19) nos pacientes
em comparacao aos controles, p=0,0067. Microvesiculas de neutréfilos (CD16 e CD66), linfécitos
T (CD3) e células endoteliais (CD51/61) também estdo aumentadas nesses pacientes, embora ndo

tenham diferenca significativa.
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Figura 11: Perfil de microvesiculas dos pacientes com COVID-19. Comparagéo entre a contagem absoluta
de microvesiculas totais — Anexina+; microvesiculas derivadas de Leucdcitos — CD45; Mondcitos — CD14;
Neutréfilos — CD16 e CD66; Linfocitos T — CD3; Linfécitos B — CD19; Células NK — CD56; Plaquetas —
CDA41; Eritrécitos — CD235a; Células endoteliais — CD51/61; nos grupos: Grupo controle — GC ([__]) e
pacientes COVID-19 ([__]). Os gréaficos ilustram os valores da mediana (+/-) IQR. As analises estatisticas
foram realizadas usando Mann Whitney test. Diferencas significativas sdo indicadas por linhas de conexéo e
asteriscos para p <0,02 (*) e p <0,006 (**).
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5.4 Perfil das microvesiculas em individuos convalescentes
A analise do perfil de microvesiculas de individuos convalescentes versus controle

saudaveis, € ilustrada na figura 12. As microvesiculas de mondcitos (CD14) se mostraram
diminuidas no D30 e caindo drasticamente no D90, com uma diferenca estatisticamente
significante comparado ao grupo controle, p= 0,0212. E observado um padrdo semelhante nas
microvesiculas de leucdécitos (CD45), células NK (CD56) e plaquetas (CD41), embora estas
tenham tido um discreto aumento no D60, no entanto essas diferencas ndo foram estatisticamente

significantes.

Os individuos convalescentes apresentaram uma producdo maior de microvesiculas de
células endoteliais (CD51/61) no D30, diferindo significativamente de controles saudaveis, p=
0,0461. Embora ndo tenha sido significante, é possivel notar uma tendencia semelhante nas
microvesiculas totais (Anexina+), microvesiculas de neutrofilos (CD16 e CD66), linfocitos T
(CD3), linfocitos B (CD19) e discretamente microvesiculas de eritrocitos (CD235a).
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Figura 12: Perfil das microvesiculas em individuos convalescentes. Comparagao entre a contagem absoluta de
das subpopulagdes de microvesiculas; nos grupos: Grupo controle — GC ([__] ) e convalescentes D30 ( [l ).
D60( [ ) e D90 ( [] ). Os gréficos ilustram os valores da mediana (+/-) IQR. Os dados foram comparados
usando a anélise de varidncia (ANOVA) pelo teste de Kruskall Wallis, seguido do teste de Dunn’s para multiplas
comparag@es. Diferencas significativas sdo indicadas por linhas de conexao e asteriscos para p <0,04 (*).
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5.5 Analise comparativa do perfil de microvesiculas entre pacientes com COVID-19 e
individuos convalescentes

A andlise comparativa estre pacientes com COVID-19 e individuos que estavam em periodo
de convalescenca, foi realizada para observar o padrdo das mesmas durante a infeccdo e pos-
infeccdo, embora sejam grupos independentes. Essa representacdo pode ser vista na figura 13.
Nossos resultados mostram que durante a COVID-19 os pacientes apresentam uma diminuicao de
microvesiculas de mondcitos (CD14) em comparagdo aos convalescentes, principalmente no D60,
com uma diferenca estatistica significante, p= 0.0093. Da mesma forma, embora ndo haja diferenca
significante, percebe-se que hd uma tendencia na diminuicdo das microvesiculas totais (Anexina+),
de leucdcitos (CD45), neutrofilos (CD16 e CD66), células NK (CD56), eritrocitos (CD235a),
plaquetas (CDA41) e células endoteliais (CD51/61) em relacdo aos convalescentes que estdo com

microvesiculas aumentadas no D30 seguida da diminuicéo ao longo do tempo observado.

Pacientes com COVID-19 apresentaram um aumento significativo das microvesiculas de
linfocitos B (CD19), principalmente em relagdo aos convalescentes no periodo D90, p= 0,0086.
Microvesiculas de linfécitos T (CD3) também estdo aumentadas em pacientes com COVID-19 em

comparacao a individuos convalescentes, porém ndo houve diferenca significativa.



Contagem Absoluta (MVs/mm3)

Anexina+

1500000
1000000
500000
0 T
o
iy
a
>
o
@]
CD16
800000
600000
400000
200000 T?
0 1 T 1 T
(2] o o o
< & © 9
a [a) [a) [a)
>
@]
(@]
CD56
300000
o
200000+
100000+
o
JE B
(o2} o o o
!—I| ™ © D
a) [a) [a) [a)
>
@]
O

p3o-{« —J+

CD45 CD14
15000 80000
600004
10000 o °
o 40000+ .
L]
5000 ° °
E 20000+
T T O T T T % 0 é T T %
o o (o)) o o o [} o o o
© (] - (32} [ [ - (52} O [=2]
a a D. [a] [a] [a] DI o o a
> >
¢)
o 3
cD19
CD66 cD3
50000 10000 15000 -
o 1
40000+ ° 8000+ o °
1 -
30000- 6000-] 0000
2 - 4 J
0000 é 000 . 50004
10000-| 2000 E * o é * %I
G T T T T C T T T T C T T T T
(<] o o o (22} o o o (o)) o o o
a [a] a [a] a [a] [a] [a] A a [a] a
> > >
o) o) o)
(@) o (@]
cD41 CD235a CD51/61
150000 500000 250000
o o
400000 200000+ °
100000 300000 150000
o
500004 200000 100000
% % 100000 50000+
0 t T T T 0 T T T T 0 T T T T
[} o o o (2} o o o (o)) o o o
a a [a] [a] a) a [a] a a [a] [a] [a]
> > >
e) e ¢)
o (8] o
»
>

Grupos do estudo

Figura 13: Anélise comparativa do perfil de microvesiculas entre pacientes com COVID-19 e individuos
convalescentes. Comparagdo entre a contagem absoluta das subpopulag¢fes de microvesiculas; nos grupos: Grupo
COVID-19 ([]) e convalescentes D30 ([lll ), D60 ([ ) e D90 ( [] ). Os gréaficos ilustram os valores da
mediana (+/-) IQR. Os dados foram comparados usando a analise de variancia (ANOVA) pelo teste de Kruskall
Wallis, seguido do teste de Dunn s para multiplas comparagdes. Diferencas significativas séo indicadas por linhas
de conexdo e asteriscos para p < 0,009 (**).
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5.6 Apresentacdo do padrao de microvesiculas em pacientes graves e ndo graves da
COVID-19

Ao analisarmos o padrdo de microvesiculas em pacientes da COVID-19 para observar a
diferenca de graves e ndo graves, utilizamos os valores medianos do grupo controle para referéncia.
No entanto, nossos resultados ndo mostraram diferencas estatistica significantes (figura 14).
Percebe-se que pacientes graves tendem a exibir um padrdo de maior producdo das microvesiculas
totais (Anexina+), microvesiculas de neutréfilos (CD16 e CD66), linfécitos T (CD3), células NK
(CD56), eritrdcitos (CD235a) e células endoteliais (CD51/61), entre os pacientes ndo graves as
subpopulacdes de microvesiculas mais produzidas foram as de leucécitos (CD45) e de mondcitos
(CD14).
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Figura 14: Padrao de microvesiculas em pacientes graves e nédo graves da COVID-19 Comparacao
entre a contagem absoluta de microvesiculas derivadas de células, no grupo de pacientes da COVID-19.
Os individuos foram classificados em graves (Jlll) € ndo graves (1) Utilizamos os valores da mediana
para o grupo controle (zona cinza). Os gréaficos mostram os valores da mediana com intervalo de confianca
de 95%. As andlises estatisticas foram realizadas usando Mann Whitney test.
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5.7 Padrao de microvesiculas de acordo com desfecho dos pacientes da COVID-19
Analisamos as subpopulag¢fes de microvesiculas dos pacientes da COVID-19 de acordo

com desfecho, alta e Obito. Embora ndo tenhamos diferencas estatisticamente significativas,
mostramos nossos resultados na figura 15. Podemos observar que, com excecao das microvesiculas
de plaquetas (CD41), todas as microvesiculas foram produzidas em maior quantidade em
individuos que foram a 6bito. E importante destacar que nessa analise temos somente 2 individuos

que foram a dbito e 7 individuos no desfecho alta.
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Figura 15: Padrdo de microvesiculas de acordo com desfecho dos pacientes da COVID-
19. Comparagdo entre a contagem absoluta de microvesiculas derivadas de células, no grupo
de pacientes da COVID-19, de acordo com o desfecho - Alta () e Obito (@M). Os gréaficos
mostram os valores da mediana com intervalo de confianca de 95%. As andlises estatisticas
foram realizadas usando Mann Whitney test.
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5.8 Perfil Cinético das microvesiculas
Analisamos o perfil cinético das microvesiculas para observar o comportamento das

mesmas durante o periodo de convalescenca, a fim de ter uma visdo mais ampla de cada
microvesicula estudada, essa analise pode ser observada na figura 16. Embora a analise seja
composta por grupos independentes, utilizamos os individuos saudaveis como controle negativo,
para termos uma referéncia do perfil dessas microvesiculas em pessoas saudaveis. Para
compreendermos o comportamento das microvesiculas durantes a infeccdo por SARS-CoV-2,
utilizamos os pacientes com doenca ativa para nos esclarecer como é o comportamento das
microvesiculas durantes a infec¢do, para entdo avaliarmos o perfil de microvesiculas pés infec¢do
por SARS-CoV-2 (30/60/90 dias). Assim, para tragarmos um perfil cinético, utilizamos a mediana

dos resultados de cada grupo estudado.

Dessa forma, demonstramos que os individuos convalescentes exibem um padrédo de alta
producdo das microvesiculas totais (Anexina+), principalmente no D30. A producdo tende a cair
ao longo dos 60 e 90 dias, voltando a um padrao semelhante aos dos individuos saudaveis, ao passo
que as microvesiculas estdo diminuidas em pacientes da COVID-19. Um padrdo semelhante € visto
nas microvesiculas de neutrofilos (CD16 e CD66), linfocitos (CD3) e células endoteliais
(CD51/61) em individuos convalescentes. Ao observarmos o padrdo dessas microvesiculas em
pacientes da COVID-19, notamos que esses tém uma alta producdo, em relacdo ao grupo controle,
mas ndo comparado aos convalescentes. Notavelmente, as microvesiculas de linfocitos T (CD3),
parecem mais elevadas nesses pacientes com doenca ativa quando comparados com os demais

grupos.

Os convalescentes exibiram um padrdo de menor producdo das microvesiculas de
leucdcitos (CD45), mondcitos (CD14), células NK (CD56) e plaguetas (CD41), em relagcdo aos
individuos saudaveis. Esse padrdo se mostrou ainda menor nos pacientes da COVID-19,
principalmente das microvesiculas de mondcitos (CD14). Os individuos convalescentes no D30,
mostraram uma producdo de microvesiculas de linfécitos B (CD19) similar a individuos controles,
com uma queda bem importante no D90, é notavel que essas microvesiculas séo altamente
produzidas em pacientes da COVID-19. No entanto as microvesiculas de eritrécitos em pacientes
COVID-19 mostraram uma produc¢do bem menor em relagdo aos controles e convalescentes, que

estavam altas no D30, semelhante ao controle, com queda nos periodos 60 e 90 dias.
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Figura 16: Perfil Cinético das microvesiculas. Os resultados sdo apresentados em gréaficos de linha, mostrando os
valores medianos do nimero absoluto de microvesiculas dos grupos Controle, pacientes da COVID-19 e individuos
convalescentes (D30, D60 e D90). Os resultados que apresentaram valores estatisticamente significativos em
analises anteriores estdo destacados com fundo cinza.
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5.9 Redes de interacdo das subpopulacdes de microvesiculas
As redes foram construidas com intuito de observar as interacdes entre as subpopulagoes

de microvesiculas, em individuos saudaveis, pacientes com doenca ativa e individuos em periodo
de convalescenca. Observamos que as redes dos grupos estudados exibiram interacfes positivas,
de maneira modera e forte. Ao analisar o grupo controle nota-se que todas as microvesiculas se
correlacionaram entre. E as microvesiculas que mais tiveram correla¢des foram as de linfécitos T
(CD3), neutrdfilos (CD16 e CD66), eritrocitos (CD235a), celulas NK (CD56) e linfécitos B
(CD19), mondcitos (CD14), plaquetas (CD41) e leucocitos (CD45).

Analisando rede dos pacientes da COVID-19, observa-se que as correlacdes sdo bastante
diferentes em comparac&o ao grupo controle. E possivel observar que muitas das correlacdes foram
perdidas durante a infeccdo por SARS-CoV-2, microvesiculas de leucécitos (CD45) e linfocitos B
(CD19) ndo se correlacionaram com nenhuma outra microvesicula, ainda que poucas, as
microvesiculas que tiveram mais correlacfes foram as de neutrofilos (CD16 e CD66), eritrocitos
(CD235a) e células NK (CD56).

Em individuos no periodo de convalescenga, o perfil de correlacBes interacdes apresentam
—se semelhantes as correlacdes do grupo controle. Baseada nessa observacao, no D30, nota-se que,
essas correlacGes parecem estar voltando aos padrdes vistos no controle. As microvesiculas de
linfocitos T (CD3), neutrofilos (CD16 e CDG66), eritrocitos (CD235a), células NK (CD56),
plaquetas (CD41), leucdcitos (CD45) e células endoteliais (CD51/61) apresentaram mais
correlagdes. No entanto, ndo houve nenhuma correlacdo de microvesiculas de linfocitos B (CD19),
nesse periodo. Por alguma razao essas correlacdes sdo perdidas no D60 e D90, vemos que nesses
periodos as microvesiculas de neutrofilos (CD16 e CD66), eritrocitos (CD235a), células NK
(CD56), linfocitos T (CD3) e células endoteliais (CD51/61) foram as que tiveram mais correlagoes,
além de microvesiculas de leucécitos (CD45) no D90. As microvesiculas de leucécitos (CD45) e
linfocitos B (CD19) ndo apresentaram correlages no D60, assim como microvesiculas de
monacitos (CD14) no D90 (figura 17).
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Figura 17: Redes de interacéo das subpopulagdes de microvesiculas. As redes mostram o padrao de interagdo entre
as subpopulagBes de microvesiculas circulantes no grupo controle (GC), pacientes COVID-19 e individuos
convalescentes (D30, D60 e D90). Microvesiculas derivadas de Leucécitos — CD45; Mondcitos — CD14; Neutrdfilos
— CD16 e CD66; Linfocitos T — CD3; Linfocitos B - CD19; Células NK — CD56; Plaquetas — CD41; Eritrdcitos —
CD235a; Células endoteliais — CD51/61. As correlacdes de Spearman significativas em p <0,05 sdo representadas por
linhas continuas que indicam uma correlagdo positiva forte (r >0,68 = linha continua espessa) € moderada (0,36> r
<0,68 = linha continua mais fina) conforme proposto por Taylore,
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6 DISCUSSAO
As microvesiculas desempenham um papel significativo em uma variedade de processos

fisioldgicos e patologicos. Além disso, elas influenciam as funcdes de outras células através da
comunicacdo intercelular. Essas microvesiculas atuam como unidades de sinal, impactando as
funces celulares através de suas proteinas de superficie e conteido interno, que incluem proteinas,

RNAs, miRNA e citocinas, por exemplo®4,

Como podemos observar os pacientes infectados por SARS-CoV-2 demonstraram uma
diminuicdo da producdo de microvesiculas de mondécitos (CD14) e de plaquetas (CD41), algo
bastante curioso, ja que na grande maioria dos estudos que avaliam microvesiculas em processos

inflamatorios, elas s3o vistas em grandes quantidades®>16°,

Uma explicacdo hipotética para a baixa liberacdo de microvesiculas de mondcitos e
plaquetas, seria sobre a sua meia-vida curta na circulagdo, o fato de a biodisponibilidade das
microvesiculas na circulacdo ser diminuida pode ser explicada em partes pela provavel retencdo ou
captacdo das mesmas em Orgdos-alvo. E provavel que a quantidade das microvesiculas na
circulagdo dependa da origem celular, bem como da disponibilidade de diferentes tipos de células-
alvo receptoras internaliza-las!®"1%®, Estudos anteriores em modelos animais demonstraram que
microvesiculas derivadas de eritrocitos, por exemplo, foram absorvidas em maiores quantidades
pelo figado. Ainda, em outro estudo, microvesiculas derivadas de melanoma foram absorvidas

principalmente pelos pulmdes e bago 16°.,

Curiosamente, as microvesiculas de linfécitos B (CD19) foram significativamente elevadas
nos pacientes da COVID-19. Os artigos referentes a microvesiculas de linfocitos B sdo bastante
limitados, o que torna dificil a discussdo referente a esse achado. Ghosh et al, estudaram o perfil
de microvesiculas em leucemia linfocitica cronica (LLC), com 60 pacientes, eles identificaram alta
producdo de microvesiculas de linfocitos B nos pacientes em estagio intermediério da doenca, esses
niveis eram ainda maiores no estagio avangado em comparagao ao estagio inicial. Eles observaram
ainda que, ndo havia uma associacéo clara entre contagem de linfocitos e microvesiculas, podendo
sugerir que a liberagdo de microvesiculas derivadas de células leucémicas pode depender mais do

estagio da doencal®®.

Garnier et al, na Franca, ao estudar 53 pacientes infectados por SARS-CoV-2 (21 néo

intubados, 27 intubados e 5 extubados) mostraram que microvesiculas de plaquetas estdo
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aumentadas em pacientes da COVID-19 em comparagdo a individuos saudaveis. Eles observaram
que em pacientes intubados essa producdo foi ainda maior, microvesiculas de células endoteliais
também foram produzidas de formar abundante, principalmente em pacientes intubados, apesar de
ndo ter significancia essas microvesiculas também estdo aumentadas em nossos pacientes. De
forma semelhante ao nosso estudo, microvesiculas de eritrGcitos estavam em niveis menores
quando comparados aos controles. Esse estudo também mostrou, que as microvesiculas do plasma
dos pacientes intubados foram capazes de causar a morte de células endoteliais em cultura, assim
como aumento da adesao de neutréfilos nas células endoteliais, revelando um provavel mediador

do dano endotelial comumente visto na COVID-19%62,

O estudo realizado por Zahran et al, ao avaliarem microvesiculas em pacientes infectados
por SARS-CoV-2, com e sem cancer, no Instituto de Cancer do Sul do Egito observaram que as
microvesiculas totais (Anexina+) estavam aumentadas nos dois grupos de pacientes em
comparagdo ao grupo controle. Contudo, as microvesiculas de plaquetas ndo apresentaram
diferenca entre os grupos e as microvesiculas de células endoteliais estavam aumentadas em
pacientes com infeccdo ativa e cancer. Eles apontaram que essas microvesiculas seriam importantes
biomarcadores para identificar pacientes potencialmente graves que requerem cuidados imediatos,

especialmente pacientes com cancer®’°.

Um estudo realizado com 40 pacientes infectados por SARS-CoV-2 mostra que as
microvesiculas estdo aumentadas nos pacientes em comparacdo com 0 grupo controle. Eles
também analisaram microvesiculas que expressavam fator tecidual e observaram que as mesmas
apresentavam-se aumentadas nesses pacientes, isso poderia entdo contribuir para estado de
hipercoagulabilidade observados em pacientes graves da doenca, ja que eles observaram uma

correlacgéo positiva entre microvesiculas e niveis de D-dimero®.

Um estudo com sepse e trauma, realizado por Puga e colaboradores, avaliou o perfil de
microvesiculas circulantes, o qual continha 10 pacientes com sepse, 19 pacientes com trauma e 10
controles saudaveis. Diferentemente de nossos resultados, COVID-19 versus grupo controle,
microvesiculas totais estavam elevadas na sepse e trauma apresentou maior nimero de
microvesiculas de mondcitos e microvesiculas de plaquetas estavam mais elevadas em trauma. um
achado semelhante ao nosso estudo, mesmo que sem significancia estatistica, foi uma elevagéo de

microvesiculas de célula T tanto em trauma como em sepse, eles concluiram que esses achados



79

indicam que microvesiculas totais seria um bom biomarcador para identificar sepse, de outro modo,
microvesiculas de mondcitos foi um biomarcador hipotético para identificar os pacientes com
trauma, ja microvesiculas de linfdcitos T e plaquetas foram qualificados para diferenciar trauma de

sepsel’t,

A resposta imunoldgica contra 0 SARS-CoV-2, é marcada por uma disfuncdo imune
importante. Hoje, os estudos sobre o periodo convalescente sdo focados em entender 0s
mecanismos que levam os individuos a cura, assim como entender fatores que favorecem a
COVID-19 longa ou persistente. De fato, é possivel notar que individuos que tiveram COVID-19,
mantem caracteristicas imunoldgicas por longos periodos, esse mecanismo é ainda pouco

compreendido, porém vem sendo explorado.

A resposta imunoldgica da COVID-19, contribui tanto para a resolugdo da infec¢do quanto
para a patogénese da doenca, uma caracteristica bastante importante da fase aguda é a desregulacédo
imune, que é marcada por linfopenia e aumento exacerbado de mediadores pro-inflamatorios. O
estudo de Phetsouphanh et al, por exemplo, analisou 147 pacientes por um periodo de até 8 meses,
dentre os quais 31 (21,08%) foram diagnosticados com COVID-19 longa, com base na ocorréncia
de 3 principais sintomas (fadiga, dispneia ou dor torécica), nesses pacientes foram vistos niveis
elevados de citocinas pro-inflamatorias como interferon p (IFN-B), IFN-A1, IFN-y, CXCL9,
CXCL10, interleucina-8 (IL-8) e imunoglobulina solGvel de células T mucina dominio 3 (STIM-

3), apos 4 meses da infeccdo, em comparagdo a individuos saudaveis!’2,

As andlises do perfil de microvesiculas de convalescentes versus grupo controle, revelam
que as microvesiculas de células endoteliais (CD51/61), por exemplo estdo mais elevadas nos
convalescentes, principalmente no D30, de maneira estatisticamente significativa, quando
comparado ao grupo controle. A COVID-19 é uma doenca sistémica que causa uma lesdo aguda
no pulméo, com impacto predominante no endotélio vascular. A pneumonia relacionada a COVID-
19 é marcada pela infiltragdo dos pulmdes por macréfagos e neutrofilos, resultando em dano
alveolar pulmonar difuso. O SARS-CoV-2 infecta diretamente as células endoteliais vasculares
levando ao dano celular e a apoptose, com isso a atividade antitrombotica normal do endotélio é
diminuida, nesse sentido, durante processos inflamatdrios microvesiculas sao liberadas em grandes

quantidades'’.
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A andlise COVID-19 com individuos convalescentes, nos mostra, um perfil bastante
diferente das subpopula¢Bes de microvesiculas. As microvesiculas de mondcitos (CD14) estdo
mais aumentadas no periodo convalescente e ndo durante a fase aguda da doenca, semelhante a
analise COVID-19 versus controle, isso nos mostra que as microvesiculas de mondcitos podem
ndo ser tdo atuantes durante a resposta inflamatoria da COVID-19 em nossa populacdo. Por outro
lado, as microvesiculas de linfocitos B (CD19) apresentaram-se aumentados na COVID-19, no
entanto para determinar suas fungdes sdo necessarias analises associadas a outros parametros

inflamatodrios, além de um nimero maior de individuos a serem estudados.

Fizemos a andlise de acordo com a gravidade da COVID-19, nossa limitacdo nessa anélise
€ 0 numero de individuos, apenas 9 pacientes, dos quais 6 eram graves e 3 ndo graves, ndo
obtivemos nenhum resultado estatisticamente significativo, porém € possivel perceber que algumas
microvesiculas parecem diferenciar pacientes graves de ndo graves, como, microvesiculas totais
(Anexina+), neutrofilos (CD16 e CD66) e de células endoteliais (CD51/61) que estdo aumentados
em pacientes graves. Guervilly e colaboradores, analisaram o perfil de vesiculas extracelulares em
111 pacientes da COVID-19, assim como em nosso estudo, eles ndo encontraram diferencas
significativas na liberagdo de vesiculas extracelulares entre pacientes moderados ou graves. No
entanto ao analisar VEs que expressam fator tecidual eles observaram um aumento significativo
em pacientes da forma grave. Além disso, observou-se correlacdo positiva entre VEs-FT com
leucdcitos, neutrofilos e mondcitos além de parametros inflamatorios como, fibrinogénio, proteina
C reativa e citocina IL-6, sugerindo que VEs-FT tem uma funcdo altamente inflamatoria em
pacientes da COVI-19. Eles também mostram que VEs-FT se correlacionaram positivamente com
D-dimero e negativamente com plaquetas, sugerindo uma ligacdo com marcadores de
coagulopatias induzida por COVID-19. Guervilly e colaboradores sugerem ainda que a
transferéncia intercelular de FT via VEs ou a contribuicdo direta de VEs-FT para o surgimento do
trombo, pode contribuir para a ligago entre inflamagéo e trombose!’*.

Rosell e colaboradores, avaliaram a contribuicdo das vesiculas extracelulares (VES) para a
gravidade e mortalidade da COVID-19. O estudo foi composto por 100 pacientes da COVID-19,
onde foi avaliado VESs que expressam fator tecidual, os resultados mostram que VEs-FT, foram

significativamente maiores em pacientes em comparacao a controle saudaveis. Neste estudo 10
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pacientes foram a ébito e os niveis de VEs-FT estavam mais altos em comparacdo aqueles que

tiveram alta, sendo entdo associadas a mortalidade®”.

A andlise das redes entre as subpopulacbes de microvesiculas nos mostra um padrdo de
interacdo bem diferente entre os grupos estudados. Sabemos que a COVID-19 é uma doenca
inflamatoria e debilitante. O espectro clinico da doenga é amplo, onde, cerca de 45% dos infectados
sdo assintomaticos, 40% apresentam manifestacdes clinicas leves, 10% desenvolvem a forma grave
da doenca e 5% apresentam um estado critico, em vista disso 0s pacientes precisam de internacéo,
muitas vezes por longos periodos'’®'78, E uma doenca que pode deixar sequelas, ja que varios
estudos vém relatando alteraces morfoldgicas e funcionais por semanas e até mesmo meses apos
a infeccdo, esses sinais e sintomas persistente ap6s infeccdo, podem afetar varios 6rgao e sistemas,
que depende de fatores como: mecanismo fisiopatolégico do virus, magnitude da resposta imune
desencadeada e drogas e técnicas utilizadas durante a tratamento da doencal’®. E perceptivel o
quanto as interacdes entre as microvesiculas sdo modificadas durante a infec¢do, como mostra a
rede de interacdo do grupo de pacientes, essa modificacdo parece permanecer por muito tempo, ja

que no periodo convalescente D90 ainda permanecem as mudancas.

Temos como limitacdo no nosso estudo o N, é possivel que muitas das andlises feitas
tenham sofrido interferéncia do tamanho amostral. Além disso, ndo fizemos analises com outros
parametros inflamatorios, em vista disso, analises futuras com microvesiculas na COVID-19,
precisam focar na correlagdo com outros pardmetros, como, hematoldgico, mediadores

inflamatorios, perfil celular e mediadores hemostéaticos.
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7 CONCLUSAO
Em concluséo, nosso estudo mostra que o perfil de microvesiculas em pacientes infectados

com SARS-CoV-2 apresenta uma baixa liberacdo de microvesiculas de mondcitos e plaquetas, por
outro lado as microvesiculas de linfécitos B estdo elevadas durante a fase aguda da doenga, é
interessante em estudos futuros analisarmos com outras variaveis para estabelecermos uma funcao.
O perfil de microvesiculas em individuos convalescentes mostrou que microvesiculas de células
endoteliais (CD51/61) estavam elevadas, isso nos mostra que a COVID-19, de fato, é uma doenga
que tem uma resposta inflamatdria bastante extensa, que causa, mesmo em baixo grau, um dano
tecidual bastante importante. Mesmo sem resultados significativos, as microvesiculas podem ser
usadas para diferenciar a gravidade da doenca, ja que percebe-se uma tendencia de alta producéo
de algumas microvesiculas em paciente graves da doenca e de igual forma elas podem ser um
biomarcador para predizer a mortalidade, enfatizamos que um ndmero maior de individuos precisa
ser estudado para esclarecer melhor as funcdes das microvesiculas na infeccdo por SARS-CoV-2

em nossa populacéo.
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9 ANEXOS

9.1 PARECER DO CEP: PACIENTES E CONVALESCENTES

FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E W mo
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de Biomarcadores Imunolégicos em pacientes Convalescentes da infecgdo
pelo Virus SARS-CoV-2 (COVID-19).

Pesquisador: Adriana Malheiro
Area Temitica:

Versio: 2

CAAE: 30975020.9.0000.0009

Instituigdo Proponente: Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 4.126.784



9.2 PARECER DO CEP: GRUPO CONTROLE

FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E W mo
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracterizacao de microvesiculas e seu potencial uso como biomarcador no
diagndstico e tratamento de pacientes com Leucemia Mieloide Crdnica.

Pesquisador: IANDARA MAIRA LOPES DE SOUZA

Area Tematica:

Versio: 2

CAAE: 48463121.3.0000.0009

Institui¢do Proponente: Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 5.520.298
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9.3 TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
DOADOR DE PLASMA CONVALESCENTE - Grupo 1
CAAE: 30975020.9.0000.0009

Centro de Pesquisa: Universidade Federal do Amazonas (UFAM)/ Fundacdo Hospitalar de Hematologia
e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM).

Projeto: Estudo de Biomarcadores Imunoldgicos em pacientes Convalescentes da infecgdo pelo Virus
SARS-CoV-2 (COVID-19).

Pesquisador Principal: Dra. Adriana Malheiro Alle Marie

Telefone de contato: (92) 99114-9478

Convidamos o Sr. a participar da pesquisa sobre o estudo de biomarcadores imunoldgicos (proteinas
presentes no sangue) em pacientes que se recuperaram da infeccdo pelo Coronavirus. O objetivo desta
pesquisa é descrever potenciais biomarcadores imunol6gicos e inflamatérios em Doadores de Plasma
obtidos de pacientes que se recuperaram da infeccéo pelo Virus SARS-CoV-2 (COVID-19) e associar com
a cura e produgdo de anticorpos nestes individuos.

A sua participacdo é voluntéria e se ndo concordarem participar ou alterar a sua decis&o e retirar o
consentimento a qualquer momento do estudo, o seu tratamento nédo sera prejudicado. Sera possivel fazer
todas as perguntas que quiser em qualquer momento do estudo. Vocé tem todo o tempo que quiser para
decidir e discutir a situacdo com pessoas de sua confianca.

Para sua participacdo ha necessidade do preenchimento do questionario de rotina para doagédo de
amostras de sangue (equivalente a duas colheres cheias), verificacdo de peso e pressdo arterial. Além disso,
somente serdo aceitos individuos que possuam resultado de PCR positivo para Coronavirus ou teste rapido
IgM/IgG positivos, que estejam assintomaticos por pelo menos 14 dias antes da coleta. Que ndo tenha
recebido transfusdo nos dltimos 12 meses. Que durante a infec¢do, apresentaram sintomas clinicos leves ou
com necessidade de internacdo. Que estejam aptos nas triagens clinica, hematoldgica e laboratoriais de
rotina para doagéo de sangue.

O senhor serd entrevistado por um médico/enfermeiro para registro de informac6es sobre o tempo
e sinais clinicos apresentados durante a infec¢do. Se o senhor estiver apto nas triagens anteriores, serd
coletada uma amostra de seu sangue para a verificacdo da presenca de anticorpos que protegem contra o
Coronavirus e ainda uma amostra do interior de suas narinas e garganta para verificar se 0 seu organismo

eliminou completamente o Coronavirus. Se o senhor estiver apto nas triagens acima, serdo realizados o0s
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exames de outras doencas como Hepatite B, Hepatite C, HIV, Sifilis, Chagas e tipagem sanguinea. Com a
aptidao nestes exames, sera agendada uma coleta de sangue para o0 estudo e posteriormente, sera realizado
a coleta de mais duas amostras de seu sangue, 60 e 90 dias apds a primeira coleta de amostra para verificar
a concentracdo de anticorpos contra o0 Coronavirus e das proteinas presentes no seu corpo.

Vocé ndo tera qualquer custo ou qualquer forma de pagamento/remuneracdo por sua participacdo
neste estudo. Solicitamos sua autorizagdo para armazenarmos uma amostra de seu sangue e plasma para
uma nova testagem se for necessario e outros exames que ndo estejam previstos aqui, mas que sejam
necessarios para o estudo. O sangue coletado ficara armazenado no biorrepositério da Fundagdo HEMOAM
para futuras analises e avaliages ligadas ao projeto. No caso de amostra insuficiente, quebra do tubo,
hemolise, o senhor seré avisado para que retorne ao HEMOAM para realizar nova coleta de sangue para a
realizacdo dos exames.

Se vocé sofrer algum dano ou intercorréncia, devera falar para alguém da equipe da pesquisa
imediatamente ou em caso de emergéncia, podera contatar diretamente Dra. Adriana Malheiro Alle Marie,
pesquisadora do estudo, através do telefone (92) 99114-9478. Noés Ihe daremos toda assisténcia integral e
gratuita e que for necessaria para garantir seu bem-estar. Os membros da equipe do projeto de pesquisa irdo
garantir que vocé receba assisténcia imediata caso tenha quaisquer tipos de danos, diretos ou indiretos,
imediatos ou tardios, sofridos no decorrer de sua participagdo na pesquisa, previsto ou ndo neste documento.

Os riscos de participagdo neste projeto estdo relacionados ao desconforto da pungdo da veia para
coleta das amostras. Durante a coleta de sangue o senhor podera sentir tremores e dorméncias nos labios,
desconforto no local da coleta e uma mancha vermelha podera aparecer no local, mas é uma reacdo normal
a coleta de amostras.

Os beneficios de sua participacdo estdo direcionados ao auxilio no entendimento da doenca
(COVID-19) e o que ela produz no corpo dos pacientes, além de ser possivel identificar proteinas que
possam demonstrar 0s pacientes que irdo produzir uma resposta eficiente do organismo ao virus. Essa
pesquisa ndo trard nenhum tipo de beneficio direto ou remuneracéo de nenhuma espécie para os participantes
deste projeto, mas irdo ajudar a entender a doenca e os pacientes que forem infectados no futuro.

Os exames e procedimentos realizados exclusivamente com fins de pesquisa ndo implicardo
qualquer custo para vocé. Os acompanhamentos médicos ap6s a doacdo serdo realizados por telefone; se
necessario, vocé recebera um ressarcimento pelos gastos relacionados a sua participacdo no estudo. Apesar
de ndo haver compensacdo financeira, ao assinar este termo de consentimento vocé nao renunciara a nenhum
dos seus direitos legais, garantidos na regulamentacdo brasileira de pesquisa envolvendo seres humanos,
sendo um de seus direitos a solicitagdo de indenizacéo.

Vocé pode ser excluido do estudo se os pesquisadores considerarem oportuno ou se vocé solicitar,

tanto por razbes de seguranca, por qualquer desconforto que ocorra ou por considerar que vocé nao esta
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cumprindo os procedimentos solicitados pela equipe do estudo. Em todos os casos, vocé recebera uma
explicacdo adequada do motivo que ocasionou a sua retirada do estudo. Além disso, o estudo também pode
ser cancelado por razdes administrativas. Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
vocé se compromete a cumprir com os procedimentos do estudo que foram explicados.

Para obter mais informacdes sobre este estudo ou para qualquer informacao adicional sobre 0s seus
direitos como participante, ou se vocé quiser fazer uma reclamacdo, por favor, entre em contato com o
pesquisador responsavel do estudo: Dra. Adriana Malheiro Alle Marie, no endereco Av. Constantino Nery,
4397, Bloco E, 1° andar, Chapada, Manaus - AM; telefone (92) 99114-9478; e-mail
malheiroadriana@yahoo.com.br.

Em caso de duvidas, dendncias ou reclamagdes sobre a sua participacao e sobre questdes éticas do
estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da Fundag&o Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM); e-mail: cephemoam@gmail.com; enderego: na
Av. Constantino Nery, 4397-Chapada, Bloco A, 2° andar, Sala 13 (CEP-HEMOAM), Chapada, Manaus -
AM,; telefone: (92) 3655-0114. O horario de funcionamento do CEP é de 8 as 14 horas, de segunda a sexta-
feira.

Eu li este documento ou ele foi lido para mim, fico ciente e concordo em fazer a doagéo.

Eu (nome completo),

e Tive a oportunidade de tirar davidas sobre o estudo.
e Recebi informag0es suficientes sobre o estudo.
e Serei informado regularmente sobre qualquer informacdo que possa afetar a minha
disponibilidade em continuar a minha participagdo no estudo.
e Autorizo o acesso as minhas informagdes confidenciais.
e Autorizo o processamento de minhas informacdes e amostras.
e Entendo que receberei uma via deste termo.
e Entendo que a minha participagdo € voluntaria.
e Entendo que posso retirar 0 meu consentimento e concluir a minha participacao:
1. Em qualquer momento
2. Sem dar qualquer explicacdo
3. Sem que prejudique meu tratamento posterior
Ofereco livremente 0 meu acordo para participar deste estudo e dou 0 meu consentimento para

acessar e usar os meus dados nas condicOes descritas neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

( )SIM ( )NAO
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Concordo que as amostras serdo armazenadas para um biorrepositério e autorizo contato, caso
necessario, para futuros estudos que possam ocorrer, aprovados pelo CEP e, quando necessario, pela
CONEP.

( )SIM ( )NAO

. [

Assinatura do Doador Local
, [/

Assinatura da Testemunha Local
, I

Assinatura do Pesquisador / Local

Equipe da Pesquisa



