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RESUMO

O coronavirus nomeado Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2) foi descoberto em Wuhan, China em dezembro de 2019. Esse é o
agente etioldgico da Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), caracterizada por um
surto de pneumonia incomum. Os kits comercialmente disponiveis de
imunodiagnosticos sao voltados a detec¢ao de anticorpos antivirais. Contudo, sabe-
se que a resposta humoral a COVID-19 tem duracéao insatisfatéria, dificultando a
predicdo de uma infecgdo secundaria ou infecgao pds-vacinal, por exemplo. Assim,
as técnicas de mensuracado de respostas imunes celulares tém sido aperfeigoadas
para uso em ambiente point-of-care. O presente projeto teve o objetivo de
determinar a viabilidade técnica para diferentes métodos de analise de respostas
celulares, com o proposito de se obter um teste celular rapido para
imunodiagndstico. O presente documento foi dividido em quatro capitulos. O capitulo
1 trata de uma revisao bibliografica sobre os temas COVID-19 e sistema imune, para
maior compreensao do trabalho. No capitulo 2 é mostrado uma investigagao in silico
da relagao entre o coronavirus bovino (BCoV) e a atual pandemia de SARS-CoV-2.
O Brasil foi utilizado como modelo para a analise do impacto das populacdes
bovinas na prevaléncia de COVID-19 em pessoas. Além disso, foi determinado o
reconhecimento de HLA e a reatividade de linfocitos humanos a epitopos de BCoV
usando recursos de bioinformatica. O capitulo 3 teve por objetivo analisar
documentos publicados na ultima década utilizando respostas imunes celulares no
diagnodstico de doencas, possibilitando relatar os avangos na area e quais as
principais técnicas atualmente utilizadas. Ja no capitulo 4 considerou-se a producao
de espécies reativas de oxigénio na diferenciagdo de linfécitos T, analisando a
utilizacado de eletrodos de carbono para o diagndstico de COVID-19 por meio das
respostas imunes celulares.

Palavras-chave: Diagnostico. Biossensores. SARS-CoV-2. Coronavirus bovino
(BCoV). Reatividade cruzada. Epitopo. In silico.



ABSTRACT

The coronavirus named Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2) was discovered in Wuhan, China in December 2019. It is the
etiological agent of Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), characterized by an
outbreak of unusual pneumonia. Commercially available immunodiagnostic kits are
aimed at detecting antiviral antibodies. However, it is known that the humoral
response to COVID-19 has an unsatisfactory duration, making it difficult to predict a
secondary infection or post-vaccine infection, for example. Thus, techniques for
measuring cellular immune responses have been improved for use in a point-of-care
environment. This project aimed to determine the technical feasibility of different
methods of analyzing cellular responses, with the aim of obtaining a rapid cellular test
for immunodiagnosis. This document is divided into four chapters. Chapter 1 deals
with a bibliographical review on the themes of COVID-19 and the immune system, for
a better understanding of the work. Chapter 2 presents an in silico investigation of the
relationship between bovine coronavirus (BCoV) and the current SARS-CoV-2
pandemic. Brazil was used as a model for analyzing the impact of bovine populations
on the prevalence of COVID-19 in people. In addition, HLA recognition and reactivity
of human lymphocytes to BCoV epitopes were determined using bioinformatics
resources. Chapter 3 aimed to analyze documents published in the last decade using
cellular immune responses in the diagnosis of diseases, making it possible to report
advances in the area and which are the main techniques currently used. In Chapter
4, the production of reactive oxygen species in the differentiation of T lymphocytes
was considered, analyzing the use of carbon electrodes for the diagnosis of COVID-
19 through cellular immune responses.

Keywords: Diagnosis. Biosensors. SARS-CoV-2. Bovine coronavirus (BCoV). Cross-
reactivity. Epitope. In silico.
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INTRODUGAO GERAL

Descoberto em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, China, o coronavirus
nomeado Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) é o
agente etiologico da Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), doenga caracterizada
por um surto de pneumonia incomum. Quanto ao imunodiagndstico da mesma, os
kits comercialmente disponiveis sao voltados a deteccdo de anticorpos antivirais.
Entretanto, estudos demonstram que a resposta humoral contra a COVID-19 tem
duracado insatisfatéria, dificultando, por exemplo, a predicdo de uma infecgao
secundaria ou infeccdo pos-vacinal (GEURTSVANKESSEL et al., 2022).
Considerando esses casos, uma alternativa aos métodos de diagnostico com foco
na deteccdo de anticorpos especificos sdo as técnicas baseadas em respostas
imunes celulares. A imunidade celular € uma maneira eficaz e eficiente de
diagnosticar doengas, uma vez que possui uma resposta mais duradoura que a
apresentada pela imunidade humoral (MURPHY, 2014). Sendo assim, as técnicas
de mensuracao de respostas imunes celulares tém sido aperfeicoadas para uso em
ambiente point-of-care, ou seja, a realizagdo dos testes de diagndsticos em
ambientes fora de laboratérios clinicos. O presente projeto teve o objetivo geral de
determinar a viabilidade técnica para diferentes métodos de analise de respostas
celulares, com o proposito de se obter um teste celular rapido para
imunodiagnastico.

A presente dissertacdo foi dividida em quatro capitulos, com objetivos
especificos para cada um. O capitulo 1 se trata de uma revisao bibliografica sobre os
temas COVID-19 e sistema imune, finalizando com a utilizacdo de biossensores
eletroquimicos, servindo como base teodrica para maior compreensao dos capitulos
seguintes. O capitulo 2 é mostrado uma investigagcao in silico da relagdo entre o
coronavirus bovino (BCoV) e a atual pandemia de SARS-CoV-2. No projeto, o Brasil
foi utilizado como modelo para a analise do impacto das populacdes bovinas na
prevaléncia de COVID-19 em pessoas. Além disso, foi determinado o
reconhecimento de HLA e a reatividade de linfocitos humanos a epitopos de BCoV
usando recursos de bioinformatica. Ja no capitulo 3 teve por objetivo analisar
documentos publicados na ultima década (2011-2021) que utilizem respostas
imunes celulares no diagnéstico de doencgas, de forma que seja possivel relatar os
avancgos na area e quais as principais técnicas utilizadas atualmente. Por fim, no

capitulo 4 considerou-se a produgao de espécies reativas de oxigénio no processo
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de diferenciacao de linfécitos T, analisando a utilizagao de eletrodos de carbono para

o diagndstico de COVID-19 por meio das respostas imunes celulares.
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CAPITULO 1 — COVID-19 E O SISTEMA IMUNE: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 COVID-19

1.1 CORONAVIRUS
Coronavirus (CoVs) séo virus compostos por RNA fita simples classificados

na ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, consistindo de duas subfamilias: (1)

Coronavirinae e (2) Torovirinae (SAIF et al., 2019). Dentro da primeira subfamilia

citada ha quatro géneros que a compdem: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,

Gammacoronavirus e Deltacoronavirus (WU et al., 2020).

FIGURA 1 — FILOGENIA DE CORONAVIRUS.
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FONTE: BURRELL; HOWARD; MURPHY (2016).
LEGENDA: Arvore filogenética de 50 coronavirus construida usando sequéncias parciais de
nucleotideos de RNA polimerase dependente de RNA. Em vermelho encontram-se marcados os
coronavirus capazes de causar doengas em humanos. Pode-se perceber que entre os  CoV ha a
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divisdo em quatro grupos diferentes, os § CoV A, B, C e D. Exemplos notaveis no grupo A incluem os
HCoV-HKU1, HCov-OC43 e o coronavirus bovino (BCoV), quanto nos grupos B e C se encontram o
SARS-CoV e MERS-CoV, respectivamente. Dentro do género Betacoronavirus ha o subgénero
Sabercovirus, que engloba o SARS-CoV e o SARS-CoV-2, sendo esses dois virus o0s mais

semelhantes entre si.

Os virus dessa familia possuem o formato redondo, envelopados e cobertos
por projecdes superficiais espacadas claviformes. De tamanho médio, os
coronavirus podem medir entre 100-150 nm de diédmetro, sendo que as projegdes
apresentam em meédia 20 nm de comprimento, representadas por agregados da
proteina spike (S). Em sua superficie, os beta-coronavirus podem conter uma
proteina de envelope mais curta, intitulada hemaglutinina esterase (HE), além da

propria proteina envelope (E) (PEIRIS, 2016).

FIGURA 2 — ESTRUTURA DE UM CORONAVIRUS.
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FONTE: MENEZES; LIMA; MARTINELLO (2020).

Esses virus sdo capazes de infectar diversos animais, como humanos, outros
mamiferos e aves, causando doengas respiratorias, gastrointestinais e neurologicas.
Como exemplos de coronavirus prejudiciais para mamiferos ha o beta-coronavirus
BCoV (coronavirus bovino), responsavel por perdas na pecuaria, € o delta-
coronavirus IBV (Infectious bronchitis virus, em inglés), o qual infecta aves.
Atualmente sao conhecidas sete espécies diferentes aptas a causarem doencgas em
humanos (YAN; CHANG; WANG, 2020), sendo eles:

- Alfa-coronavirus:
(1) HCoV-NL63: Human Coronavirus NL63 ou Coronavirus Humano NL63.

Encontrado  majoritariamente em  criangas, idosos e pacientes

imunocomprometidos, esse virus foi descrito pela primeira vez em 2004. Ele é
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responsavel por causar infeccbes leves a moderadas do trato respiratorio

superior e inferior e bronquiolite (ABDUL-RASOOL; FIELDING, 2010);

(2) HCoV-229E: Human Coronavirus 229H ou Coronavirus Humano 229E.
Descrito em 1966, foi o primeiro entre todos os coronavirus caracterizados.
Este virus é responsavel por causar resfriados em humanos (NISHIOKA,
2020);

- Beta-coronavirus:

(3) HCoV-0OC43: Human Coronavirus OC43 ou Coronavirus Humano OC43.
Isolado em 1967, assim como HCoV-229E foi descrito como responsavel por
causar resfriados leves em humanos (NISHIOKA, 2020);

(4) HCoV-HKU1: Human Coronavirus HKU1 ou Coronavirus Humano HKU1.
Identificado em 2005, em Hong Kong. Em humanos esse virus é causador de
resfriado moderado, com desconforto respiratério agudo e pneumonia (LIM,
2016);

(5) MERS-CoV: Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus ou Coronavirus
da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS). Descoberto em 2012 em
paises do Oriente Médio, o MERS-CoV chegou aos humanos por camelos
infectados, sendo responsavel por causar MERS e resultando em mais de
800 mortes em 27 paises diferentes (OMS, 2022);

(6) SARS-CoV: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus ou Coronavirus
da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS). Surgido na China, em 2002,
esse virus foi responsavel por causar a epidemia de SARS, a qual causou
mais de 700 mortes em 29 paises (NISHIOKA, 2020);

(7) SARS-CoV-2: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 ou
Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2. Descoberto em 2019,
na China, o SARS-CoV-2 é responsavel pela pandemia de COVID-19
(coronavirus disease 2019, em inglés) (WALLS et al., 2020).

Sendo o maior genoma viral de RNA conhecido, o genoma dos coronavirus
apresenta tamanho variando de 25,4 a 31,8 kb, fita simples, sentido positivo,
adenilado e capeado (YAN; CHANG; WANG, 2020). Os beta-coronavirus codificam
no genoma 4 proteinas estruturais, envelope (E), membrana (M), nucleocapsideo (N)
e spike (S), aléem das non-structural proteins (NSP) e de 7 a 14 open reading frame
(ORF) (YAO et al., 2020; HASOKSUZ, KILIC, SARAC, 2020; BURREL, HOWARD,
MURPHY, 2016).



23

FIGURA 3 — ESTRUTURA DO GENOMA DO SARS-CoV, MERS-CoV E SARS-CoV-2.
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FONTE: ADAPTADO DE YAN; CHANG; WANG (2020).

1.2 SARS-CoV-2 E COVID-19

Em dezembro de 2019, um novo coronavirus chamado severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) foi descoberto em Wuhan, na
provincia de Hubei na China (WALLS et al., 2020). Esse virus € responsavel por
causar a coronavirus disease 2019 (COVID-19), caracterizada por um surto de
pneumonia incomum. A principal forma de transmissao do SARS-CoV-2 ocorre por
aerossois e goticulas liberados por espirros e tosses de pessoas contaminadas
(SALIAN et al., 2021).

Apesar de possuir taxa de mortalidade relativamente baixa se comparada
com outras doencgas virais, de apenas 3,1%, o numero de reproducdo (Rg) é
estimado préximo de 5.9 pelo Centro de Controle e Prevengao de Doencgas (Centers
for Disease Control and Prevention ou CDC, em inglés). Esse valor € definido como
o0 numero médio de infecgdes secundarias que uma pessoa infectada pode produzir,
determinando, assim, o potencial de transmissdo de doencas infecciosas (SALIAN et
al., 2021).

Devido a alta taxa de transmissdo e o aumento de casos em todos os
continentes, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) declarou uma pandemia do
novo coronavirus no dia 11 de Margo de 2020 (OMS, 2020). Mais dados temporais
do surto de COVID-19 estao representados na FIGURA 4.
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FIGURA 4 — LINHA DO TEMPO MUNDIAL DO SURTO DE COVID-19.
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FONTE: ADAPTADO DE HU et al. (2021).

Apo6s o periodo de incubacdo aproximado de 4 a 14 dias, a maioria dos
individuos infectados comegam a manifestar sintomas da doenca. Os sintomas mais
comuns e leves apresentados em pessoas infectadas assemelham-se aos de uma
pneumonia viral, como tosse (46-82%), febre (77-98%) e desconforto ao respirar
(CHEN; LI, 2020). Também s&o observados alguns sintomas menos comuns, como
diarreia, nausea, vomito, cefaleia, corrimento nasal, perda de paladar (disgeusia) e
olfato (anosmia), dado a capacidade do virus de afetar diversos 6rgéaos, ndo apenas
o pulméo (HU et al., 2021).

Em individuos pertencentes aos grupos de risco € mais comum o
desenvolvimento de casos graves da COVID-19, com dispneia e infiltragao pulmonar
bilateral, elevando os casos de internagdes e mortes nesta populagdao (HU et al.,
2021). Fazem parte dos grupos de risco os pacientes idosos e pacientes com
comorbidades, como diabetes, obesidade, tabagismo, hipertensdo, doenga
cardiovascular, doenga pulmonar cronica (ex. asma e bronquite) e individuos
imunossuprimidos (SALIAN et al., 2021).

Aproximadamente 30% das pessoas que testam positivo para COVID-19 séo
assintomaticos. Entretanto, dentro dessa populagdo a taxa de contagio do virus
ainda pode acontecer, sendo necessario altos niveis de testagem e detecgbes de

individuos contaminados.
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FIGURA 5 — CARACTERISTICAS CLINICAS DA COVID-19.
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FONTE: ADAPTADO DE HU et al. (2021).

1.3 PREVALENCIA DA COVID-19 NO MUNDO

Desde 2020 a COVID-19 vem sendo um grande problema de saude publica,
ainda com milhares de novos casos diarios. Até o dia 27 de Maio de 2022, a COVID-
19 ja é responsavel por 524.878.064 de casos e 6.283.119 de mortes ao redor do
mundo, de acordo com dados atualizados diariamente pela OMS (OMS, 2022). Na
FIGURA 13 é possivel observar a distribuicdo de casos de COVID-19 pelo mundo.

Ao longo da pandemia, a média mundial do numero de casos da doenca € de
6.729,2/100.000 habitantes e a relagdo sobre o niumero de 6bitos € de 80,6/100.000
habitantes. Observando apenas os dados do primeiro ano de pandemia, os numeros
mundiais foram de 1.062,9/100.000 habitantes e 24,7/100.000 habitantes para casos
e Obitos, respectivamente. Ja em 2021, houve um aumento de 2,5 vezes a média do
numero de casos do ano anterior, sendo de 2.617,5/100.000 habitantes. Para a
média do numero de 6ébitos no mesmo ano, também foi observado aumento, nesse
caso de 1,8 vezes, sendo de 45,1/100.000 habitantes (OMS, 2022). Apesar de 2021
ter sido o ano do inicio da vacinagcdo mundial, o aumento tanto do numero de casos
quanto de 6bitos mundialmente se deve a alguns fatores diferentes, entre eles: Inicio
tardio da vacinagcdo em alguns paises, demora para completar o ciclo vacinal,
segunda onda de contaminagéo mais forte e surgimento de novas cepas de SARS-
CoV-2, como a variante Delta (B.1.617.2) (OMS, 2022).
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FIGURA 6 — PREVALENCIA DE COVID-19 NO MUNDO.
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FONTE: OMS (2022).

Considerando os dados anuais de 2022 até o més de Maio, houve um
aumento de 2,9 e 1,2 vezes em relacdo a 2020 e 2021, respectivamente, para a
média no numero de casos de COVID-19, sendo de 3.048,7/100.000 habitantes. O
numero de mortes, no entanto, decaiu 2,3 e 4,2 vezes se comparado com 0S anos
de 2020 e 2021, respectivamente, sendo de 10,7/100.000 habitantes (OMS, 2022).
O aumento do numero de casos se deve pelo afrouxamento de algumas medidas de
seguranga, como uso de mascara e capacidade maxima reduzida, retorno de
diversas atividades presenciais e principalmente pelo surgimento da variante
Omicron do SARS-CoV-2 (B.1.1.529) e suas diferentes cepas (BA.1, BA.2, BA.3,
BA.4, BA.5) (OMS, 2022). Atualmente, a variante B.1.1.529 é conhecida por ser a
mais transmissivel da COVID-19 (INSTITUTO BUTANTAN, 2022). A FIGURA 7
apresenta a atualizacao diaria do numero de casos e obitos de COVID-19 no mundo.

Cada variante nova do virus foi responsavel por diferentes ondas de contagio
em regides diferentes. Devido principalmente por causa da Omicron, atualmente a
Europa é o continente com maior numero de casos confirmados de COVID-19,
representando 42,0% do total mundial. Em seguida, ha as Américas com 29,8% dos
casos confirmados, acompanhado do Pacifico Ocidental e Sudeste da Asia com
11,3% e 11,1% dos casos totais, respectivamente. O Mediterraneo Oriental
concentrou 4,1% e por ultimo ha a Africa com 1,7% do total (OMS, 2022).
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FIGURA 7 — ATUALIZACAO DIARIA DE (A) CASOS E (B) OBITOS DE COVID-19 NO MUNDO.
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FONTE: OMS (2022).

FIGURA 8 — NUMEROS DIARIOS DE CASOS DE COVID-19 POR CONTINENTE.
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FONTE: OMS (2022).

O cenario se altera quando se trata da porcentagem do numero de 6bitos nas
regides diferentes. Em primeiro lugar estd as Américas com 43,6% dos obitos
globais, seguida da Europa com 32% do total de ébitos. O Sudeste da Asia
representa 12,5% e o Mediterraneo Oriental 5,5% dos casos de o6bitos. As regides
com as menores porcentagens sdo o Pacifico Ocidental e a Africa, com 3,7% e 2,7%

dos 6bitos totais no mundo, respectivamente (OMS, 2022).
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FIGURA 9 — NUMEROS DIARIOS DE OBITOS DE COVID-19 POR CONTINENTE.
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FONTE: OMS, 2022.

Na TABELA 1 esta indicado os dez principais paises responsaveis pelos
maiores numeros de casos e 6bitos no mundo. Nao ha relacao direta entre todos os
paises nas duas listas, representando que apesar de alguns paises terem uma
grande quantidade de casos elevada, esse numero n&o se converteu
proporcionalmente em oébitos, como é o caso da Alemanha, Republica da Coreia e

Turquia.

TABELA 1 — PRINCIPAIS PAISES COM CASOS E OBITOS DE COVID-19.

Numero de casos Numero de 6bitos

Pais Casos confirmados Pais Obitos confirmados
Estados Unidos 82.853.070 Estados Unidos 996.108
india 43.147.530 Brasil 666.037
Brasil 30.846.602 india 524.539
Franca 28.561.540 Federacédo Russa 378.784
Alemanha 26.199.643 México 324.768
Reino Unido 22.272.992 Peru 213.134
Federacédo Russa 18.315.292 Reino Unido 178.397
Republica da Coreia 18.053.287 Italia 166.358
Italia 17.333.299 Indonésia 156.565
Turquia 15.068.094 Franca 144.809

FONTE: ADAPTADO DE OMS (2022).
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Entretanto, os Estados Unidos se encontram em primeiro lugar tanto para o
numero de casos quanto para o numero de obitos. Esse pais sozinho é responsavel
por 15,8% dos casos globais e por 15,9% dos numeros de 6bitos globais (OMS,
2022).

O Brasil ocupa, atualmente, a terceira posi¢cao de casos totais confirmados e
o segundo lugar em relagdo ao numero de obitos confirmados, representando 5,9%
e 10,6% do total, respectivamente. Diferentemente dos Estados Unidos, o qual teve
as porcentagens de casos e Obitos iguais, os Obitos brasileiros sdo quase o dobro

dos casos confirmados em porcentagem mundial.

FIGURA 10 — ATUALIZACAO DIARIA DE (A) CASOS E (B) OBITOS DE COVID-19 NO BRASIL.
(A)

FONTE: OMS (2022).

A incidéncia de COVID-19 no Brasil desde o inicio da pandemia é de
14.678,6/100.000 habitantes, enquanto o coeficiente de mortalidade da doenca é de
316,9/100.000 habitantes. Os valores referentes as cinco regides brasileiras, tanto
para os casos confirmados quanto para os 6bitos confirmados, estdo indicados na
TABELA 2 abaixo.
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TABELA 2 — NUMERO DE CASOS E OBITOS NO BRASIL POR REGIAO.

Casos Casos acumulados Obitos Obitos acumulados

Regido Populagdao acumulados 100mi acumulados 100mi
Centro-Oeste 16297074 3325436 20405 63487 390
Nordeste =~ 57071654 6268986 10984 129008 226
Norte 18430980 2507151 13603 50185 272
Sudeste 88371433 12103839 13697 318769 361
Sul 29975984 6641190 22155 104588 349
Totais 210147125 30846602 14679 666037 317

FONTE: ADAPTADO DE MS (2022).

Observando cada estado individualmente, tem-se que, em numeros brutos, o
estado de Sao Paulo apresentou 0 maior nimero de casos confirmados de COVID-
19, superando 5,4 milhdes de casos, 0 que representa 11.936/100.000 habitantes.
Entretanto, o estado que mais tem casos acumulados por 100.000 habitantes € o
estado do Espirito Santo, com um valor de 26.161/100.000 habitantes, o que
equivale a aproximadamente 1 milhao de casos confirmados.

Novamente o estado de Sdo Paulo acumulou o maior niumero de ébitos totais
do Brasil, com quase 170 mil mortes por COVID-19. O coeficiente de mortalidade da
doenca nesse estado € de 368/100.000 habitantes. O estado que apresenta o maior
numero de casos confirmados por 100.000 habitantes é o estado do Rio de Janeiro,
com mais de 73 mil ébitos e coeficiente de mortalidade equivalente a 427/100.000
habitantes (MS, 2022). Os dados para os numeros de casos e obitos, totais e para
cada 100.000 habitantes, para todos os estados brasileiros mais o Distrito Federal

encontram-se na TABELA 3 abaixo.

TABELA 3 — NUMERO DE CASOS E OBITOS NO BRASIL POR ESTADO E DISTRITO FEDERAL.

(continua)
UF  Populagio Casos Casos acumulados Obitos Obitos acumulados
acumulados 100mi acumulados 100mi
AC 881935 124974 14170 2002 227
AL 3337357 298871 8955 6936 208

AM 4144597 582734 14060 14173 342
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TABELA 3 — NUMERO DE CASOS E OBITOS NO BRASIL POR ESTADO E DISTRITO FEDERAL.
(concluséao)

UF  Populacgao Casos Casos acumulados Obitos Obitos acumulados
acumulados 100mi acumulados 100mi

AP 845731 160418 18968 2133 252
BA 14873064 1547372 10404 29922 201
CE 9132078 1246002 13644 27051 296
DF 3015268 703602 23335 11690 388
ES 4018650 1051335 26161 14405 358
GO 7018354 1357565 19343 26604 379
MA 7075181 437344 6181 10888 154
MG 21168791 3394187 16034 61520 291
MS 2778986 532610 19166 10565 380
MT 3484466 731659 20998 14628 420
PA 8602865 773846 8995 18354 213
PB 4018127 604539 15045 10220 254
PE 9557071 934383 o777 21700 227
PI 3273227 368074 11245 7745 237
PR 11433957 2502334 21885 43284 379
RJ 17264943 2177585 12613 73791 427
RN 3506853 504990 14400 8199 234
RO 1777225 403680 22714 7214 406
RR 605761 155679 25700 2152 355
RS 11377239 2408431 21169 39472 347
SC 7164788 1730425 24152 21832 305
SE 2298696 327411 14243 6347 276
SP 45919049 5480732 11936 169053 368
TO 1572866 305820 19443 4157 264
Totais 210147125 30846602 14679 666037 317

FONTE: ADAPTADO DE MS (2022).
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1.4 PREVENCAO E TRATAMENTO

A prevencao da COVID-19 é feita seguindo as medidas de seguranga contra
a doenga e com a vacinagao completa. As medidas de segurancga contra a COVID-
19 sdo um conjunto de acdes nao farmacoldgicas para prevengao e seguranca da
pandemia (MS, 2021). As medidas apontadas pelo Ministério da Saude contam com
o distanciamento social, higienizacdo das maos, etiqueta respiratoria, uso de
mascara em ambientes fechados, aglomerados ou em servigos de saude, limpeza e
desinfeccao de ambientes, além da quarentena de casos confirmados e suspeitos de
COVID-19. As etiquetas respiratérias incluem (1) cobrir o nariz e a boca com lengo
de papel ou com o antebrago ao tossir ou espirrar, (2) evitar contato nos olhos, nariz
e boca com as maos nao higienizadas, (3) manter distanciamento de pelo menos 1
metro de individuos que estejam tossindo ou espirrando, (4) evitar contatos fisicos,
como abracos, beijos e apertos de mao, (5) higienizar com frequéncia objetos de uso
continuo e evitar compartilhar objetos de uso pessoal e (6) evitar aglomeracdes e
manter os ambientes com boa ventilagdo (MS, 2021).

O programa de vacinagdo contra COVID-19 iniciou-se mundialmente em
Dezembro de 2020, com a autorizagao pela OMS para uso de emergéncia da vacina
Pfizer/BioNTech Comirnaty. Outras vacinas aprovadas para uso de emergéncia pela
prépria OMS incluem a Sll/Covishield e AstraZeneca/AZD1222, desenvolvidas pela
AstraZeneca/Oxford, a Janssen/Ad26.COV 2.S, desenvolvida pela Johnson &
Johnson, a Sinopharm COVID-19, produzida pelo Beijing Bio-Institute of Biological
Products Co Ltd e a vacina Moderna COVID-19 (mRNA 1273). Outras vacinas foram
comprovadas como seguras e eficazes, nesse caso sendo necessario a autorizagao
do uso das mesmas pelas agéncias reguladoras nacionais (OMS, 2021).

A FIGURA 11 abaixo apresenta um panorama mundial da vacinagao contra
COVID-19 até o dia 29 de Maio de 2022, enquanto na FIGURA 12 é informado os
principais paises com maiores valores de doses aplicadas para cada 100 habitantes,

até a mesma data da figura anterior.
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FIGURA 11 — MAPA DO TOTAL DE DOSES DE VACINA PARA COVID-19 ADMINISTRADAS PARA
CADA 100 PESSOAS.

Nodata O 50 100 150 200 250 300 3_50
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Source: Official data collated by Our World in Data - Last updated 29 May 2022 OurWorldIinData.org/coronavirus « CCBY
P Dec 2, 2020 (O May 28,2022

FONTE: MATHIEU et al. (2022).

FIGURA 12 — TOTAL DE DOSES DE VACINA PARA COVID-19 ADMINISTRADAS PARA CADA 100
PESSOAS POR PAISES.
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FONTE: MATHIEU et al. (2022).
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O Brasil é o quinto pais com maior numero de doses de vacina para COVID
aplicadas para cada 100 habitantes. Aqui a vacinagao se iniciou no dia 17 de Janeiro
de 2021 e segue o Plano Nacional de Operacionalizagdo da Vacinacédo contra a
COVID-19 apresentado pelo Ministério da Saude. Ainda segundo o Ministério da
Saude, ja foram aplicadas 399 milhdes de doses, de forma que 91,5% dos
brasileiros estejam pelo menos com a 12 dose e 85,8% completamente vacinados
(MS, 2022). As vacinas aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) para uso no Brasil sdo as CoronaVac (Instituto Butantan/Sinovac), a
Pfizer/BioNTech Comirnaty, Janssen/Ad26.COV 2.S (Johnson & Johnson),
Sll/Covishield (Oxford/AstraZeneca) e a Gam-COVID-Vac, também conhecida como
Sputnik V (ANVISA, 2022).

FIGURA 13 — DOSES TOTAIS DE VACINAS CONTRA COVID-19 APLICADAS NO BRASIL.
200 mi
150 mi
100 mi

50 mi

12 de out. 27 de dez. 13 de mar.

Pelo menos uma dose Totalmente adas @ Receberam a do:

FONTE: MATHIEU et al. (2022).

Atualmente ha apenas um medicamento aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de COVID-19, o antiviral Remdesivir.
Entretanto, apenas um antiviral pode nao ser o adequado para o tratamento devido a
possibilidade de surgimento de novas cepas resistentes ao medicamento por
mutacgdes (SUPURAN, 2021).

Por essa razéo, ha a necessidade de complementar o tratamento com novas
opcgoes antivirais e anticorpos monoclonais anti-SARS-CoV-2. O National Institutes
of Health (NIH) por meio do COVID-19 Treatment Guidelines Panel apresenta
diversas opgbOes de tratamentos, seja para pacientes hospitalizados ou né&o,

baseados em estudos clinicos realizados com diferentes op¢des de medicamentos
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utilizados no tratamento da doenga (NIH, 2022). A TABELA 4 resume a informagao
referente aos antivirais recomendados ou contraindicados para o tratamento de
COVID-19.

TABELA 4 —- RECOMENDACOES PARA O TRATAMENTO DE COVID-19 COM ANTIVIRAIS.

Recomendado para pacientes nao hospitalizados

Tratamento APENAS se o indicado nao esta

Tratamento indicado disponivel ou ndo é apropriado
Ritonavir-boosted nirmatrelvir (Paxlovid) Bebtelovimab
Remdesivir Molnupiravir

Recomendado para pacientes hospitalizados

Remdesivir com imunomoduladores, como dexametasona, corticosterodides, baricitinib, 1V tocilizumab
ou |V sarilumab

Drogas antivirais ndo recomendadas

Nao recomendados, exceto em ensaios Nao recomendado em nenhum caso para
clinicos tratamento de COVID-19
Interferons para pacientes nao Cloroquina ou Hidroxicloroquina para qualquer
hospitalizados paciente
Interferon alfa ou lambda para pacientes
hospitalizados Azitromicina para qualquer paciente
Ivermectina Lopinavir/ritonavir para qualquer paciente

Nitazoxanide Interferon beta sistémico para pacientes hospitalizados

FONTE: ADAPTADO DE NIH (2022).

2 PROCEDIMENTOS PARA DIAGNOSTICO DE COVID-19

A importancia do diagndstico rapido e eficiente € essencial para prevenir a
propagacao do virus por pessoas em fase assintomatica ou assintomaticos, que
possuem a capacidade de transmitir a doenca para diversos individuos, incluindo
grupos mais vulneraveis. Dessa forma, a detecgdo em massa de COVID-19 com
alta sensibilidade e especificidade € um ponto importante para conter o avango da
pandemia de COVID-19, quando devidamente associado com quarentena dos casos
confirmados (KEVADIYA et al., 2021).

De acordo com o Ministério da Saude, as formas de diagnéstico da COVID-19

utilizadas no Brasil sdo por (1) diagndstico clinico, (2) diagndstico laboratorial,
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envolvendo biologia molecular, sorologia e testes rapidos e (3) diagnédstico por
imagem (MS, 2021).

No caso do diagndstico clinico, ele é realizado por meio de uma investigacao
clinico-epidemiolégica, anamnese e adequado exame fisico do individuo. Devem ser
considerados os sintomas caracteristicos da doenca e também se houve contato
préoximo com casos confirmados para COVID-19 nos ultimos 14 dias. Como as
caracteristicas clinicas da doenga se assemelham a outros virus respiratérios, como
€ o caso da influenza, rinovirus, adenovirus, etc., nao ha especificidade para a
COVID-19, sendo necessario outros exames para confirmar o diagnostico (MS,
2021).

O diagndstico de imagem é executado por tomografia computadorizada de
alta resolucdo (TCAR) do pulmdo, podendo ser confirmado também com a
complementagcdo de ressonancia magnética (RM) do cérebro. As alteracoes
tomograficas observadas no caso da COVID-19 sdo opacidade em vidro fosco
periférico e bilateral, opacidade em vidro fosco multifocal de morfologia arredondada
e sinal de halo reverso, caracteristico de pneumonia (MS, 2021; KEVADIYA et al.,
2021).

FIGURA 14 — REPRESENTAGAO DE (a) TCAR DO PULMAO E (b) RM DO CEREBRO EM CASOS
GRAVES DE COVID-19.

Planos coronais de TC como visdo esquematica do pulméao

Opacificagao
em vidro fosco

Infeccao por
SARS-CoV-2

Planos coronais de RM como visdo esquematica do cérebro

Dano nos
tecidos

Normal Infecgao por
SARS-CoV-2

FONTE: ADAPTADO DE KEVADIYA et al. (2021).
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O diagndstico laboratorial que envolve biologia molecular se da por duas
técnicas: a Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction em tempo real (RT-
gPCR) e a amplificacdo isotérmica mediada por loop com transcriptase reversa
(Reverse Transcriptase Loop-mediated isothermal Amplification ou RT-LAMP, em
inglés). Ambas as técnicas sdo responsaveis por identificar o material genético do
SARS-CoV-2.

A RT-gPCR é considerada o padrao ouro para COVID-19 e se baseia em
converter o RNA viral em DNA complementar (cDNA), o qual é amplificado pela Taq
DNA polimerase e, assim, quantificado. Alguns pontos negativos da técnica, se
comparado com metodos que ndo sado baseados em biologia molecular, envolvem a
possibilidade de falso negativo a depender da evolugdo do virus, armazenamento
das amostras, purificagdo do acido nucleico com baixa qualidade, alto custo e
demora na realizacdo do procedimento (KEVADIYA et al.,, 2021). Entretanto, os
casos de falsos negativos por erros operacionais € pela baixa carga viral ndo sao
limitacbes da técnica em si, que apresentaria o resultado esperado caso o
diagndstico fosse realizado dentro das condigdes padrées para a RT-gPCR.

A técnica RT-LAMP utiliza como método de deteccao medidas colorimétricas,
niveis de turbidez ou de fluorescéncia. Esse teste utiliza uma estrutura de lab-on-a-
chip com tiras integradas em uma plataforma microfluidica, onde fluoresceina é
concedida ao conjunto de primers utilizados, de forma que o produto da reagcdo RT
seja marcado (KEVADIYA et al., 2021).

Ja o diagnéstico laboratorial por sorologia é baseado na detecgdo de
anticorpos contra o SARS-CoV-2, como o IgM, identificavel na primeira semana e
com pico apds duas semanas, IgA, detectaveis entre os dias 4 e 10 da infecgao, e
IgG, com inicio da detecgcao mais tardio, mas perdurando até 48 dias em média,
podendo, assim, ser diagnosticados casos em que a doenga esteja ativa ou tenha
ocorrido a infecgdo no passado (KEVADIYA et al., 2021).

Os métodos aplicados nesse caso sdao Imunoensaio por Quimioluminescéncia
(CLIA), Imunoensaio por Eletroquimioluminescéncia (ECLIA) e principalmente o
Ensaio Imunoenzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ou ELISA, em
inglés) (MS, 2021).
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FIGURA 15 — METODO DE (a) RT-PCR E (b) RT-LAMP PARA DETECCAO DE SARS-CoV-2.
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FONTE: ADAPTADO DE KEVADIYA et al. (2021).

Por ultimo ha a utilizagdo de testes rapidos como forma de diagnostico
laboratorial da COVID-19. Esses testes se encontram disponiveis de duas formas,
sendo (1) de antigeno, detectando proteinas do SARS-CoV-2 em amostras
naso/orofaringe coletadas durante a fase aguda da doenca, e (2) de anticorpo,
detectando os anticorpos anteriormente citados, utilizando como amostra sangue
total, soro ou plasma do paciente contaminado (MS, 2021). A metodologia dos testes
rapidos € por imunocromatografia (FIGURA 16) e oferece alta sensibilidade e
especificidade (97% e 98%, respectivamente) a baixo custo e resultados fornecidos

dentro de 15 minutos.
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FIGURA 16 — TESTE RAPIDO SOROLOGICO.
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FONTE: ADAPTADO DE KEVADIYA et al. (2021).

3 SISTEMA IMUNE

A imunologia é definida como sendo o estudo das defesas do organismo
contra infecgdes. A forma como o organismo se defende dos agentes infecciosos e
suas infecgoes € mediada por células e moléculas que constituem o sistema imune.
Sao quatro as principais fungdes que o sistema imune confere para proteger o
individuo contra o patogeno: (1) reconhecimento imune, (2) fungdes imunes efetoras,
(3) regulacao imune e (4) memoaria imune (MURPHY, 2014).

A resposta imunolégica que o sistema imune realiza é dividida em dois
grupos: resposta imune inata, envolvendo barreiras fisicas e quimicas (ex.: pele e
sistema complemento), além de células (ex.: macréfagos, células dendriticas, etc.), e
resposta imune adaptativa, que conta com células T e B, juntamente com os seus
produtos. Ha também a divisdo da resposta imunolégica em humoral e celular,
quando é mediada por anticorpos e por células, respectivamente (TERRA et al.,
2012).

3.1 RESPOSTA IMUNE INATA E ADAPTATIVA
A resposta imune inata é a primeira linha de defesa do individuo e é
caracterizada por ser mais agil, de forma que esteja sempre disponivel de imediato

para combater uma ampla variedade de patdgenos. Entretanto, a imunidade inata
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nao é especifica para nenhum patégeno e também ndo produz uma imunidade
duradoura (MURPHY, 2014).

A partir do momento em que os patdégenos cruzam as barreiras fisicas e
quimicas, o sistema complemento é responsavel por reconhecer e destruir de
imediato os agentes estranhos ao corpo, sendo que a imunidade inata disponibiliza
células fagocitarias, como macréfagos e neutrdfilos, células dendriticas (DC) e
células natural killers (NK) para eliminar os patogenos por meio da producédo de
substancias quimicas toxicas, como moléculas antimicrobianas assim como o6xido
nitrico (NO), juntamente de enzimas de degradacdo (MURPHY, 2014; TERRA et al.,
2012).

As células dendriticas séo a ligagao entre a resposta imune inata e a resposta
imune adaptativa, uma vez que sido especializadas em fazer a apresentacdo dos
antigenos para as células da imunidade adaptativa, sendo também chamadas de
células apresentadoras de antigenos (APC). Ao invés de realizar a eliminacéo dos
patdgenos, as DC se maturam em células que irdo ativar células T por apresentar os
antigenos em sua superficie, fornecendo também outros sinais importantes para a
ativacao de células T (MURPHY, 2014).

TABELA 5 — FUNCOES DA IMUNIDADE INATA.

Principais fungdes do sistema imune inato

Impedir a entrada de agentes estranhos pelas barreiras fisicas e quimicas
Prevenir a disseminagéo da infecgdo por meio de mediadores humorais
Remover n&o préprios via fagocitose ou meios citotdxicos

Ativar o sistema imune adaptativo através de citocinas de sinalizacao e apresentacéo de antigenos

FONTE: ADAPTADO DE GLEICHMANN; STEWARD (2020).

A resposta imune adaptativa produz imunidade especifica, com a producao de
anticorpos e células especificas contra um agente infeccioso em particular ou
produtos do mesmo. Ao contrario da imunidade inata, a adaptativa é caracterizada
pela resposta imunoldgica tardia, levando dias para se sintetizar. Dessa forma, o
organismo consegue desenvolver memoria imune, conferindo imunidade protetora
contra reinfecgcbes causadas pelo mesmo patéogeno (MURPHY, 2014; TERRA et al.,
2012).
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A imunidade adaptativa inclui principalmente a atuagdo de leucdcitos
conhecidos como linfocitos, envolvendo as células T (CD4+ e CD8+), com produgéo
de citocinas, e células B, as quais produzem anticorpos. Essas células s&o capazes
de reconhecer e agir contra determinados antigenos devido a presenga de
receptores de antigenos especializados na superficie desses linfocitos, permitindo
com que as células se liguem aos antigenos (MURPHY, 2014).

Quando o antigeno se encontra com um receptor de antigeno de célula T (T-
cell receptor ou TCR, em inglés), os linfocitos T se proliferam e se diferenciam em
efetoras. S&o trés variagbes de células T efetoras, com fungbes diferentes: (1) As
células T citotoxicas (CD8") sdo responsaveis por matar as células infectadas com
patogenos intracelulares; (2) as células T auxiliares (CD4") efetuam sinais que
influenciam a atividade de outras células, como células B e células fagocitarias,
melhorando a produgao de anticorpos e tornando-as mais eficientes para eliminar os
patdgenos, respectivamente; e (3) as células T reguladoras (CD4") regulam as
atividades dos linfocitos, inibindo as respostas imunes das células T (MURPHY,
2014).

FIGURA 17 — CELULAS DOS SISTEMAS IMUNES INATO E ADAPTATIVO.
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FONTE: ADAPTADO DE GLEICHMANN; STEWARD (2020).
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As células T amadurecem em um 6rgao linfoide central chamado de timo,
localizado no térax superior. As células maduras circularam pelos 6rgaos linfoides
periféricos, abrangendo os linfonodos, tecidos linfoides de mucosa, como intestino,
trato respiratério e urogenital, etc., e baco, onde ficardo até o inicio da resposta
imune adaptativa. As células ativadas se proliferam produzindo progénies para o

mesmo antigeno, processo conhecido como expansao clonal (MURPHY, 2014).

3.2 RESPOSTA IMUNE HUMORAL E CELULAR

A resposta imune adaptativa é dividida em duas: a resposta imune humoral e
a resposta imune celular/mediada por células. A resposta imune humoral é mediada
por anticorpos e controlada pelas células B ativadas. Ou seja, quando ha eliminagao
de um patdégeno por moléculas liberadas pelo sistema imune a resposta imunoldgica
€ humoral (TERRA et al., 2012).

A ativacédo de células B ocorre com a ligacdo do antigeno ao receptor de
células T (BCR), transmitindo sinais intracelulares para indicar a ligagéo. Além disso,
o BCR envia o antigeno para o meio intracelular, gerando peptideos do patégeno
que sao devolvidos para a superficie da célula B associados a moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility complex ou
MHC, em inglés) de classe Il. As células T auxiliares especificas para o antigeno séo
capazes de reconhecer os complexos de peptideos ligados aos MHC de classe Il.
Dessa forma, essas células liberam citocinas que promovem a proliferacdo de
células B, diferenciando-se em células secretoras de anticorpos, as células
plasmaticas, e em células B de memadria (MURPHY, 2014).

Sao trés as principais fungdes dos anticorpos: neutralizagdo, opsonizagao e
ativacao do complemento. Na neutralizagdo os anticorpos se ligam ao patdgeno para
impedir a entrada dos mesmos nas células. A opsonizagdao é caracterizada pelo
revestimento da superficie de um agente infeccioso, promovendo a fagocitose. Por
ultimo ha a ativagdo do complemento, que ocorre quando os anticorpos ativam
proteinas do sistema do completo pela via classica, aumentando a opsonizagao e
lise de alguns patogenos (MURPHY, 2014; DORNELL, 2021).

A resposta imune celular ou resposta imune mediada por células € aquela
onde a eliminagao do patégeno € mediada principalmente por células T. Esse tipo de
resposta atua contra patdgenos intracelulares, tanto quando o agente infeccioso &

fagocitado e escapa para o interior da célula ao burlar os mecanismos, quanto na
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infeccdo de um patégeno ao penetrar uma célula-alvo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015).

As células T CD8" virgens reconhecem peptideos apresentados pelo MHC de
classe |, diferenciando-se em células T CD8" citotdxicas, as quais atuam contra
patdgenos intracelulares, especialmente em células infectadas por virus, liberando
substancias que causam a fagocitose da célula infectada (DJAOUD; PARHAM,
2020). E comum que as células necessitem do auxilio de células T CD4+ auxiliares
para se tornarem efetoras (MURPHY, 2014).

FIGURA 18 — FUNGCOES DAS CELULAS T EFETORAS.
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FONTES: MURPHY (2014).

As células T CD4" virgens se diferenciam apds o reconhecimento de
peptideos especificos apresentados por MHC de classe Il, havendo subpopulagdes
de células efetoras com fungdes imunes distintas. As células T CD4" auxiliares s&o
identificadas nas classes funcionais Tu1, Th2, Tu17 e Try (célula T auxiliar folicular),
auxiliando diferentes células do sistema imune. As caracteristicas destas classes se
encontram na FIGURA 18. A segunda fungao efetora que a célula pode adquirir € a
de célula T CD4" reguladora (Trg), podendo inibir as respostas das células T. Elas
podem ser conhecidas como células T4 naturais quando realizam sua fungdo no
préprio timo ou células T,eq induzidas quando células T CD4" virgens s&o ativadas na
presenca de fator de transformacgéao de crescimento B (TGF-B) e na auséncia de IL-6,
além de outras citocinas (MURPHY, 2014; ALVES, 2021).
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A principal consequéncia da imunidade adaptativa € a construgdo de uma
imunidade protetora contra as reinfecgcdes, por meio da memoéria imune. Essa
imunidade duradoura é estabelecida por anticorpos pré-formados, células T efetoras
e a geracao de novas populagdes de linfocitos. As novas populagdes adquirem a
capacidade de atender imediatamente novas infeccbes pela transferéncia da
atividade de células B e T instruidas para linfocitos virgens. Sabe-se também que as
células T CD4" sdo essenciais para regular as células T CD8" de memoria
(MURPHY, 2014).

3.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS) E DE NITROGENIO (RNS)

Durante as funcbes do metabolismo e da via aerdbica ha um processo
fundamental para o organismo chamado de reagbes redox, compostas por
oxidagdes e redugdes. A oxidacdo € uma reacdo quimica onde ha a perda de
elétrons de uma substancia ou um aumento no estado de oxidagdo da mesma. Ja a
reducdo é quando ha o ganho de elétrons de uma substancia ou diminui¢do no
estado de oxidagdo (REDOX, 2012). Essas reagbes quando sdo aplicadas para os
conceitos de quimica organica ha também a transferéncia de elétrons, que fica
visivel e representada pelas moléculas envolvidas na transferéncia. No caso, a
oxidagédo organica ocorre quando ha ganho de oxigénio ou perda de hidrogénio,
enquanto a redugcdo organica € o ganho de hidrogénio e perda de oxigénio
(NISHINAGA, 2015).

As reagbes de oxidagdo no organismo formam radicais livres, os quais
apresentam um ou mais elétrons desemparelhados nos atomos de nitrogénio ou de
oxigénio. Quando o elétron esta centrado em um atomo de oxigénio, € chamado de
espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species ou ROS, em inglés), que ha
como exemplos radicais superéxido (O27) e hidroxila (HO") e derivado ndo radical
peroxido de hidrogénio (H20,). Quando as espécies s&o derivadas de nitrogénio,
elas sdo nomeadas de espécies reativas de nitrogénio (reactive nitrogen species ou
RNS, em inglés), tendo como exemplos o éxido nitrico (NO’), o didxido de nitrogénio
(NO3") e o intermediario peroxinitrito (ONOQO") (CALAS-BLANCHARD; CATANANTE;
NOGUER, 2014; VASCONCELOQOS et al., 2007).

Por se tratar de uma funcao essencial no metabolismo em condicbes normais
fisiolégicas, ocorre o balango entre geracao e eliminagdo de ROS/RNS nas células,

importantes para a sinalizacao celular, regulacao de citocinas inflamatérias e fatores
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de crescimento (SUHAIL et al., 2020). Caso os niveis dessas espécies estejam
inferiores ao normal, elas podem ser sinalizadores para promover a sobrevivéncia e
proliferagdao celular, enquanto o aumento na concentracdo delas pode induzir a
morte celular por causar dano as macromoléculas celulares, como proteinas, lipidios
e DNA. O desequilibrio nos niveis de moléculas oxidantes e antioxidantes, é
chamado de estresse oxidativo (SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011).

Células T ativadas e citocinas secretadas se encontram préximas de fagécitos
ativados, os quais produzem H,O, via NOX-2. O H,0O, pode oxidar os tidis (SH")
presentes na superficie das células T ou, intracelularmente, oxidar a glutationa
(GSH) ou interferir na sintese de DNA. O estresse oxidativo em células T pode
causar hipo ou hiperresponsividade das mesmas, o que pode acarretar no
desenvolvimento de diversas enfermidades (BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI,
2015).

FIGURA 19 — REGULAGAO REDOX DE CELULAS T.

FONTE: BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI (2015).
LEGENDA: Fagocitos ativados e células dendriticas (DC) secretam cisteina (Cys) para o espago
extracelular, onde é absorvida pelas células T e, entdo, convertida em GSH. A GSH é um antioxidante
responsavel por neutralizar efeitos supressores de ROS liberadas pelos fagécitos ativados e DC,
mantendo os tidis de superficie reduzidos, neutralizando o H,O, intracelular e permitindo a sintese de
DNA. Além disso, a interagdo TCR-peptideo-MHC provoca secregao de tioredoxina (TRX) pelas
células T, Tregs € DCs. Essa substancia também é responsavel por conservar os tidis se superficie no

estado reduzido.
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Ha também estudos sobre a participacdo de ROS durante a ativagcao de
células T humanas, as quais produzem as espécies apods estimulacdo com
diferentes agentes. Um fator a ser levado em consideracdo é a possibilidade das
ROS detectadas serem produzidas por contaminantes durante a preparacdo das
células T, como células fagociticas (BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI, 2015).

FIGURA 20 — ROS NA ATIVAGCAO DE CELULAS T.

NOX2

IL17 IL5

FONTE: BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI (2015).

LEGENDA: A estimulagédo de TCR ou CD28 acarreta a produgéo de ROS por 5-lipoxigenase, NOX-2
e mitocdndrias em células T. A ativagdo da via da lipoxigenase (LOX) ocorre durante a ligagdo do
CD28, alavancando a expressao de CD25, IL-2 e IL-4. Ja o TCR tem duas participagdes em relagéao
as ROS, a primeira aumentando a produgéo de O, pelo complexo mitocondrial Ill (Clll) e a segunda
pela ativagdo de NOX-2. Como descrito anteriormente, a NOX-2 & responsavel pela produgédo de
H,O, que, uma vez dentro da célula, ativa GATA-3 e STAT-3, além de inibir STAT-6. A diferenciacao
da célula T é dependente desses fatores, uma vez que GATA-6 e STAT-6 direcionam para o fendtipo
T2 e producgdo de IL-4 e IL-5, enquanto a STAT-3 para Ty17 com producgao de IL-17 (BELIKOV;
SCHRAVEN; SIMEONI, 2015).

E possivel monitorar a producéo intracelular de ROS/RNS em células vivas
principalmente com a utilizagdo de sondas fluorescentes. Os métodos mais comuns
para monitoramento das ROS sao utilizando as sondas vermelho amplex (10-acetil-
3,7-dihidroxifenoxazina ou ADHP) e o diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina
(DCFH-DA) (ENOMOTO; MATHARU; REVZIN, 2013; CHEN et al., 2012). A sonda
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DCFH-DA ¢é desacetilada apds atravessar a membrana celular, tornando-se
acessiveis para reagir com oxidantes. Apos ser oxidada, hd a geragdo de
diclorofluoresceina fluorescente, a qual pode ser quantificada nos comprimentos de
onda de excitacdo de 485 nm e de emissao em 530 nm (WU; YOTNDA, 2011).

Ja o controle das RNS acontece especialmente pela medicdo de espécies de
oxido nitrico com a utilizacdo de sondas fluorescentes, como diaminofluoresceinas,
ou o agente Griess, que reage com o Oxido nitrico, formando um complexo que pode
ser mensurado no comprimento de onda de 548 nm (CALAS-BLANCHARD;
CATANANTE; NOGUER, 2014). Entretanto, o Griess detecta apenas o nitrito nas

amostras, ndo outras formas de RNS, além de ser uma sonda pouco sensivel.

3.4 MECANISMOS IMUNOLOGICOS DA COVID-19

O SARS-CoV-2 infecta o organismo via naso-oral e interage com as células
pulmonares que expressam o receptor da enzima conversora da angiotensina 2
(angiotensin-converting enzyme 2 ou ACE2, em inglés), como as células alveolares
tipo 2 (SHAH et al., 2020). Apds o virus se ligar ao receptor ACE2 pela proteina S,
ele consegue adentrar as células pulmonares por duas vias distintas: (1) na auséncia
de serinoprotease transmembrana Il humana (TMPRSS2) e (2) na presencga de
TMPRSS2.

No caso da célula-alvo ndo expressar TMPRSS2 suficiente ou se o virus
ligado ao ACE2 ndo encontra a proteina, o complexo virus-ACE2 sera internalizado
na célula via endocitose mediada por clatrina nos endolisossomos. O local S2’,
interno a subunidade S2 da proteina S, é clivado por catepsina L, a qual s6 tem
atividade em ambiente acido. Ja em situagcbes em que a célula-alvo expressa
TMPRSS2, a proteina é responsavel por realizar a clivagem no local S2’ da proteina
S, a qual ocorre na superficie da célula sem prévia internalizagdo do complexo virus-
ACE2 (JACKSON et al., 2022).
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FIGURA 21 — VIAS DE ENTRADA DO SARS-CoV-2 NA CELULA-ALVO.
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FONTE: ADAPTADO DE JACKSON et al. (2022).

Independente da via de entrada do SARS-CoV-2 na célula, quando ocorre a
clivagem do sitio S2’ ha mudancgas conformacionais na subunidade S2 que além de
exporem o peptideo de fusdo (FP) também impulsionam o mesmo para dentro da
membrana do alvo, acontecendo a fusdo entre as membranas viral e celular. A fuséo
de membranas é realizada com a formacao de um poro de fuséo pelo qual é liberado
o RNA viral no citoplasma da célula-alvo (JACKSON et al., 2022).

Os primeiros a identificarem o virus no organismo sdo os receptores de
reconhecimento de patégenos (PRRs), sobretudo os receptores do tipo Toll (toll-like
receptors ou TLR, em inglés) 3, 7 e 8, elevando a produgao de interferon. A resposta
imune inata, em especial a mediada por interferons do tipo |, interfere e pode
influenciar na resposta imune adaptativa e no quadro clinico da doenga, sendo que
quadros clinicos graves sao caracterizados pela inflamagdo precoce, com altos
niveis de IFN-a, TNF e IFN-y21, juntamente de resposta imune adaptativa tardia e
excessiva (MOSS, 2022).
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No decorrer da infeccao pelo SARS-CoV-2, as células T reconhecem os
antigenos do virus que séo apresentados pelo MHC de classe |, também chamado
de HLA em humanos (Antigeno Leucocitario Humano ou Human Leukocyte Antigen,
em inglés), que promove a atividade citotoxica de células T CD8" e a liberagdo de
citocinas. De forma similar, também ¢é possivel que o MHC de classe |l apresente
peptideos do virus para células T CD4" (SHAH et al., 2020).

A resposta imune celular com controle eficaz da COVID-19 e em casos leves
da doencga é caracterizada pelo desenvolvimento precoce de resposta por células T
CDS8" citotoxicas, associado ao alto nivel de expressdo de moléculas efetoras por
essas células, e células T CD4" tipo 1, com pico em aproximadamente 14 dias apos
a apari¢ao dos sintomas. Ja quando ha a ativacdo em excesso de células T e um
perfil de células T CD4" tipo 2, o quadro clinico da doenga é frequentemente grave
(MOSS, 2022). Em casos assintomaticos de COVID-19, as respostas das células T
virus-especificas sao definidas pela producao de citocinas inflamatérias e IL-10 em
equilibrio, enquanto a infecgao sintomatica ha produgao polarizada dos mediadores
inflamatorios (SHAH et al., 2020).

FIGURA 22 — PERFIL DE CELULAS T DURANTE INFECGAO POR SARS-CoV-2.
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FONTE: ADAPTADO DE MOSS (2022).
LEGENDA: Durante os 12 primeiros meses ap6és a eliminagédo da infecgdo primaria de SARS-CoV-2
(viremia) por células T CD4" e CD8", ha a manutencao das respostas de células T de meméria. Essas
populagdes representam aproximadamente 0,5% e 0,2% do repertério de células T CD4" e CD8",
respectivamente, visando 19 e 17 epitopos cada.
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Nos casos de reinfeccdo por SARS-CoV-2, as células T CD4" de memoria,
com a produgdo de citocinas, estimulam células B e outras células do sistema
imune, apresentando mais marcadores de memoaria central, como CD45RA", CD62L"
e CCR7". Ja as células T CD8" citotoxicas de memoria sdo responsaveis pela
destruicdo das células infectadas com o virus, sendo que esse grupo celular tem
marcadores de memoria efetora, como CD45RA*, CD62L" e CCR7" (SHAH et al.,
2020).

4 BIOSSENSORES

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(International Union of Pure and Applied Chemistry ou IUPAC, em inglés), sensores
quimicos sao definidos como instrumento que respondem de maneira seletiva a
espécies ou compostos quimicos contidos em uma amostra, de tal forma que o sinal
originado do sistema é proporcional a concentracao (HULANICKI; GLAB; INGMAN,
1991).

Os sensores sdo constituidos por um receptor, o qual transforma a
informacédo quimica em energia, e um transdutor, responsavel por medir a energia
do receptor por meio de um sinal analitico. A depender da origem do sinal, os
receptores podem ser baseados em principios fisicos (sem reagdo quimica),
quimicos (com reacdo quimica) e bioquimicos (processo bioquimico). Neste ultimo
caso de receptor os sensores sdo classificados como biossensores (HULANICKI;
GLAB; INGMAN, 1991).

Biossensores sao definidos como dispositivos encarregados de converter uma
resposta biolégica em um sinal elétrico, onde os receptores sdo elementos
bioldgicos, como células, enzimas, anticorpos, etc. Dessa forma, € possivel realizar
o monitoramento de doencas, detecgédo de drogas, patégenos e marcadores, como a
deteccdo de hormdnios, toxinas, metais pesados, etc. (METKAR, GIRIGOSWAMI,
2019).

Como caracteristicas de biossensores ha a seletividade para detectar o
analito especifico em uma amostra; reprodutibilidade; estabilidade para nédo ser
suscetivel a mudangas no ambiente; sensibilidade, ou seja, capacidade de detectar
analitos com baixissimas concentragdes, como limite de detecg¢ao na faixa de ng/mL,;

e linearidade, atribuido a precisdao da resposta medida, havendo mudanca do sinal
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captado quando se altera a concentragdo do analito (METKAR, GIRIGOSWAMI,
2019).

Um modelo eletroquimico que pode ser utilizado como um biossensor sao os
eletrodos serigrafados (screen-printed electrodes ou SPE, em inglés). Esses
eletrodos sao constituidos pela deposicdo de camada por camada de tinta sobre a
base solida, sendo comumente utilizadas as tintas de prata, ouro e carbono, na
configuracdo de trés eletrodos impressos: eletrodo de trabalho, eletrodo de
referéncia e contra eletrodo. A prata impressa no eletrodo funciona como uma trilha
condutora no eletrodo de referéncia, enquanto o ouro ou carbono compdem o
eletrodo de trabalho e contra eletrodo (TALEAT; KHOSHROO; MAZLOUM-
ARDAKANI, 2014). A prevaléncia da utilizacdo de carbono na construgdo dos
eletrodos € devido ao baixo custo e por ser quimicamente inerte, entretanto é
necessario a adicdo de polimeros no eletrodo de trabalho para que haja a

imobilizacdo de amostras bioldgicas.

TABELA 6 — DESENVOLVIMENTO HISTORICO DE ELETRODOS E BIOSSENSORES.

Década Evento

Descoberta do transistor de efeito de campo sensivel a ions (ISFET)
Deteccao de CO, e O, por biossensor de fibra 6ptica
1970
Primeiro biossensor comercial para detecc¢ao de glicose

Primeiro imunossensor baseado em micrébios

Biossensor de fibra éptica para deteccao de glicose
Imunossensor de ressonancia plasmonica de superficie (SPR)
1980 Primeiro biossensor mediado por amperometria
Desenvolvimento de ultramicroeletrodos

Desenvolvimento de eletrodo revestido de polimero

Biossensor baseado em SPR
1990 Biossensor de sangue portatil

Desenvolvimento de screen-printed eletrode (SPE)

FONTE: ADAPTADO DE METKAR, GIRIGOSWAMI (2019); WANG (1994).
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Os materiais mais empregados nesses casos sdo o acido poli-latico (PLA),
poli L-lisina (PLL), poliamida (PA) e acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS) (MARTINS
et al., 2021; GUVEN; LOZANO-SANCHEZ; GUVEN, 2013).

FIGURA 23 — COMPOSIGCAO DE UM SCREEN-PRINTED ELECTRODE.
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FONTE: ADAPTADO DE KAVCIC; KARLOVITS; ZULE (2020).

Dessa forma, os SPE de ouro ou de carbono, este ultimo quando combinado
com outros polimeros, podem ser aplicados como biossensores eletroquimicos, com
exemplos de sensores enzimaticos, imunolégicos ou de genes. Podendo ser
integrados em dispositivos eletrénicos, os SPE oferecem uma alternativa rapida, de
alta sensibilidade, com facilidade de operagao e portatil no diagnéstico de doencgas
(POHANKA, 2020).

O diagnéstico realizado pelos SPE ocorre por meio da medi¢gao de compostos
ativos redox presentes na amostra bioldgica, utilizando técnicas de voltametria,
como a voltametria de onda quadrada e a voltametria ciclica (POHANKA, 2020). A
voltametria ciclica € uma técnica eletroquimica responsavel pelo estudo de reacdes
iniciadas por transferéncia de elétrons, como a reducao e oxidacado. Os resultados
sao transferidos para um grafico, conhecido como voltamograma, contendo no eixo x
o potencial aplicado enquanto no eixo y ha a corrente resultante para aquele
potencial. A varredura positiva do potencial gera o trago anddico, formando o pico de
oxidagdo, seguido de uma alteragdo na diregcdo da varredura, percorrendo o
potencial negativamente com o trago catddico, gerando o pico de redugao
(ELGRISHI et al., 2018).
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FIGURA 24 — REPRESENTAGAO DE UM VOLTAMOGRAMA.
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FONTE: ADAPTADO DE KIM et al. (2020).

Sendo assim, uma alternativa para os diagndsticos tradicionais de COVID-19,
descritos no tépico 2 (pagina 34) deste documento, € a utilizagdo de biossensores
SPE na deteccado de ROS produzidas durante a ativagao e diferenciacéo de células
T especificas para a doencga. Os biossensores sio alternativas para a falta de
sensibilidade e ocorréncia de falsos negativos nos testes por antigeno e por
anticorpos. Ja o diagnostico baseado em respostas imunes celulares torna-se
relevante por ser mais duradoura que a resposta imune humoral, além de abranger
pacientes que ndo tenham desenvolvido anticorpos contra o SARS-CoV-2. Como
publicado na pesquisa de GEURTSVANKESSEL et al. (2022), individuos vacinados
para COVID-19 que apresentavam falta de anticorpos neutralizantes ainda
mantinham células T CD4" e CD8", potencialmente auxiliando na prevengéo ou

limitando casos graves da doenca.
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CAPITULO 2 - ANALISE IN SILICO DAS CORRELAC}()ES ENTRE BCoV E SARS-
CoV-2

1 INTRODUGAO

Coronavirus (CoVs) sao virus compostos por RNA fita simples pertencentes a
familia Coronaviridae, capazes de infectar diversos animais causando doencas
respiratorias, gastrointestinais e neurologicas. Os quatro géneros que compdem
essa familia sdo: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus and
Deltacoronavirus (WU et al., 2020). Entre os beta-coronavirus estdo o SARS-CoV-2
e o0 coronavirus bovinos (BCoV), sendo o ultimo responsavel por perdas na pecuaria
causando diarréia em bezerros neonatos e infeccdes respiratérias em bezerros e
gado confinado (VLASOVA; SAIF, 2021; TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2008).
Ambos codificam no genoma 4 proteinas estruturais, envelope (E), membrana (M),
nucleocapsideo (N) e spike (S), além das non-structural proteins (NSP) e open
reading frame (ORF) (YAO et al., 2020; HASOKSUZ; KILIC; SARAC, 2020).

A reatividade cruzada entre cepas de coronavirus é capaz de induzir uma
memoria imunoldgica que ajuda a reduzir a gravidade e propagagao de doengas.
Essa imunidade pré-existente pelo contato com outros coronavirus, como o BCoV,
pode fornecer protecdo ou aumentar susceptibilidade contra o SARS-CoV-2 sem que
seja necessario exposic¢ao prévia (LEE et al., 2020). No entanto, trabalhos anteriores
que previam a imunidade cruzada se concentraram em coronavirus de diferentes
géneros (THE PHARMALETTER, 2021).

Aqui, é realizada uma analise in silico das correlagdes entre os coronavirus
bovino e humano. A correlagdo espacial entre bovinos e COVID-19 foi avaliada
usando dados do Brasil. O pais possui areas grandes e bem definidas com alta
densidade de gado. As analises dentro do estado permitem a comparagao
controlada dos fatores de risco da COVID-19, pois as politicas publicas mais
importantes que alteram os riscos da COVID-19 s&o distribuidas igualmente em nivel
estadual. Além disso, realizamos uma avaliagdo imunoldgica da probabilidade de
que a exposicao ao BCoV possa induzir respostas imunes protetoras em humanos
contra o SARS-CoV-2. Procuramos peptideos originados das proteinas BCoV M, N,
S e ORF que potencialmente poderiam induzir respostas de células T e B em

pessoas e que apresentam alta identidade com SARS-CoV-2.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 EPIDEMIOLOGIA DO COVID-19 E ASSOCIACAO COM FATORES DE RISCO

A epidemiologia do COVID-19 foi avaliada a partir de dados disponiveis
publicamente (JUSTEN, 2021). Para as analises intra-estaduais, foi utilizada a
inclinagdo de aumento de casos/100.000 pessoas para cada municipio do estado
brasileiro de Mato Grosso do Sul (MS) (entre janeiro de 2020 e setembro de 2021)
(ISLAM et al., 2021). A inclinagdo dos casos de COVID-19 foi comparada com o
numero de bovinos/100.000 habitantes para cada municipio do estado (IBGE, 2021).

Como controle, a distancia de cada municipio até a grande cidade da sub-
regiao do estado foi comparada com a inclinagdo dos casos de COVID-19
(SALDANHA et al., 2015). A eficiéncia geral dos gastos publicos (n&o correlacionada
diretamente com a COVID-19) também foi usada como controle em uma analise de
correlagdo com a prevaléncia da COVID-19. Foram utilizados dados da literatura
sobre investimento publico. O rigor dos gastos foi pontuado de 1 a 4, sendo quatro o
uso publico de recursos de melhor qualidade (DORSA et al., 2020). A correlagao dos
dados com a prevaléncia de COVID-19 foi avaliada com o teste de corrida em uma
correlacao linear.

Dados de todo o pais do Brasil foram avaliados usando QGIS 3.24.1 Tisler.
Os dados da COVID-19 de todos os municipios brasileiros e 0 mapa das estradas
brasileiras foram obtidos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (PORTAL,
2022). A localizagao e densidade da populagéo de gado foi de um conjunto de dados
publicado anteriormente, ndao havendo distingdo entre gado de corte e leiteiro
(GILBERT et al, 2018).

As taxas de prevaléncia de COVID-19, densidade de estradas e populag¢des
de gado foram comparadas pela intensidade de pixel das respectivas camadas
rasterizadas usando ‘Point Sampling Tool Plugin’ para QGIS (versao 0.5.3, por Borys
Jurgiel). Uma grade de pontos foi colocada sobre os mapas de interesse para
analise usando o plugin. A malha foi posicionada para cobrir todo o territério
brasileiro ao sul do Equador, onde estdo localizadas as regibes pecuarias. A
prevaléncia de COVID-19 foi corrigida em relagdo a densidade de estradas na
respectiva regido. Para isso, cada ponto COVID-19 da grade de analise foi dividido
pela soma dos 9 pontos de ‘intensidade’ da estrada mais proxima. GraphPad Prism

8 (GraphPad Software, Inc., EUA) foi usado para graficos e para analise estatistica.
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2.2 CONFIGURACAO DE PEPTIDEOS PARA AVALIACAO IMUNOLOGICA

As sequéncias protedbmicas do coronavirus bovino foram obtidas do banco de
dados do NCBI e focadas em quatro proteinas (TABELA 7): proteina spike (S),
proteina de membrana (M), proteina do nucleocapsideo (N) e poliproteina replicase
(Orf1ab).

TABELA 7 — SEQUENCIAS PROTEOMICAS DE CORONAVIRUS BOVINO E SARS-COV-2
HUMANO OBTIDAS DO NCBI.

Coronavirus bovino SARS-CoV-2
Proteina spike NP_150077.1 YP_009724390.1
Proteina de membrana NP_150082.1 YP_009724393.1
Proteina do nucleocapsideo NP_150084.1 QQD86936.1
Orf1ab NP_150073.3 BCT04066.1

Orf1ab = poliproteina replicase.
FONTE: A AUTORA (2022).

Todas as sequéncias de proteinas foram organizadas em peptideos de 15
meros que se sobrepuseram por 10 aminoacidos, usando um programa
desenvolvido em python versédo 3.10 (RECHE, 2020).

FIGURA 25 — SCRIPT EM PYTHON PARA FORMAR PEPTIDEOS USADOS NO PRESENTE
TRABALHO.

sequencia

).strip()

tamanho_total = (sequencia)

index < tamanho_total:

index

FONTE: A AUTORA (2022).
NOTA: Observa-se na figura um cddigo construido em python versdo 3.10, onde uma estrutura de

repeticdo ‘while’ gera peptideos de 15 aminoacidos com sobreposicédo de 10 aminoacidos devido a
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variavel ‘volta’ que, ao imprimir um peptideo, voltara 5 aminoacidos para entdo adicionar os 15
aminoacidos do préximo peptideo. Ou seja, a sobreposicdo dos peptideos séo pelos 5 primeiros
aminoacidos, comum ao peptideo anterior, e os 5 ultimos aminoacidos, comum ao peptideo seguinte.
O caodigo é genérico e pode ser utilizado para gerar peptideos de qualquer proteina, bastando inserir
a sequéncia completa dentro da variavel ‘sequencia’, sendo que a mesma em seguida retira as
quebras de linhas da proteina, transformando em um texto continuo que pode ser utilizado pela
repeticdo em seguida. E possivel também alterar o tamanho e sobreposi¢do dos peptideos apenas

alterando os valores presente nas variaveis ‘tamanho’ e ‘volta’.

2.3 PREVISAO DA REATIVIDADE DAS CELULAS T

A reatividade das células T de peptideos de coronavirus bovino foi avaliada
pela previsdo de sua ligagdo a moléculas de antigeno leucocitario humano classe |
(Human Leucocyte Antigen class | ou HLA | em inglés) usando a ferramenta de
previsdo de ligacao TepiToll (http://tools.iedb.org/tepitool/) enquanto a previsdo de
ligacdo a moléculas de antigeno leucocitario humano classe |l (Human Leucocyte
Antigen class Il ou HLA 1l em inglés) foi realizada usando a ferramenta de previséao
de ligagcdo IEDB MHC II (http://tools.iedb.org/mhcii/). A ligagédo peptidica foi prevista
para o painel de 27 alelos A e B mais frequentes e todas as moléculas HLA classe I,
respectivamente. Um ponto de corte de 20% no percentile rank foi escolhido como

um limite de predic&o universal (PAUL et al., 2015).

2.4 PREVISAO DA REATIVIDADE DAS CELULAS B

A reatividade das células B de peptideos de coronavirus bovino foi avaliada
usando o IEDB Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 (http://tools.iedb.org/bcell/).
Os residuos com pontuagdes acima do limiar (0,5) e com 5 aminoacidos ou mais
foram previstos como parte de um epitopo (GASTEIGER et al., 2005; JESPERSEN
et al., 2017).

2.5 SEMELHANCA DE PEPTIDEOS BCOV EM RELACAO AS PROTEINAS SARS-
COV-2

Todos os peptideos BCoV que estavam acima dos limites nas analises de
células T e B foram avaliados quanto a sua semelhangca com as proteinas
correspondentes do SARS-CoV-2 (TABELA 7) usando o Multiple Sequence

Alignment (Clustal Omega, https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Sequéncias
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com uma identidade maior ou igual a 80% foram selecionadas como

correspondéncias de peptideos (RECHE, 2020).

3. RESULTADOS
3.1 EPIDEMIOLOGIA DO COVID-19 E ASSOCIACAO COM FATORES DE RISCO

Analisamos a correlagado da prevaléncia de COVID-19 com a densidade de
bovinos no estado brasileiro de MS. Isso foi realizado como uma investigagao inicial
de uma possivel associagao epidemioldgica entre a exposicdo humana ao
coronavirus bovino (BCoV) e a propagagao pandémica alterada.

A densidade de gado (gado/100.000 pessoas) correlacionou-se
negativamente com a inclinagdo do aumento de casos de COVID-19 na EM. Em
contrapartida, os fatores de confusdo nesta analise epidemioldgica ndo mostraram
associagdo com a inclinagdo dos casos de COVID-19 no estado (os fatores
avaliados foram distancia de cada municipio ao principal polo regional e qualidade
do gasto publico) (FIGURA 26).

FIGURA 26 — REGRESSAO LINEAR ENTRE A DENSIDADE DE BOVINOS E A INCLINACAO DO
AUMENTO CUMULATIVO DE CASOS DE COVID-19 NO ESTADO BRASILEIRO DO MATO

GROSSO DO SUL.

—— Cattle/100k

P=0015 . Distance to major
municipality (km)

—— Public spending
efficiency (scoring

P=0885 1-4)
P=0122
10 T T T 1
Q (:QQ \QQQ \‘)QQ @QQ

Rate of increase of COVID-19
case prevalence

FONTE: A AUTORA (2022).

NOTA: Foram utilizados dados entre 20/jan/21 e set/21. A densidade de gado foi calculada como o
numero de gado/100.000 habitantes no municipio. A distadncia do municipio a cidade-polo principal foi
utilizada para controlar a menor conectividade de pessoas das areas de pecuaria. A eficiéncia dos
gastos publicos foi usada para controlar possiveis respostas mais lentas a pandemia de COVID-19
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dos municipios pecuaristas. Analise por teste de corrida em uma regresséao linear. Os valores P sao
mostrados para cada regressdo. As linhas pontilhadas ao redor da tendéncia de regresséo linear
indicam o IC de 99%.

Em uma segunda anadlise de prova de conceito, determinamos a correlagao
entre a) prevaléncia de COVID-19 em todo o Brasil; b) a densidade de populagbes
de gado nas respectivas areas. Como controle, o trafego humano foi determinado
pela avaliacdo da densidade de estradas na area.

Os municipios brasileiros foram classificados como a) com menos casos de
COVID-19 do que o esperado para a infraestrutura viaria do entorno ou, b) com mais
casos de COVID-19 do que o esperado para a infraestrutura viaria do entorno. No
ultimo grupo de alto risco, a densidade bovina correlacionou-se negativamente com
a prevaléncia de COVID-19 (FIGURA 27).

FIGURA 27 — CORRELAGAO ENTRE A DENSIDADE DE POPULACOES DE GADO E A

PREVALENCIA DE COVID-19 EM TODO O BRASIL.

2 44 P=0.0002
B 85
s ]
@5
w @
>0
£2 2
o3
> N
8 E 1 L. A
5 Trkoe-
c
C 0 T T 1
Q () Y o
N N )
o & &
Cattle density Cattle density

FONTE: A AUTORA (2022).

NOTA: A densidade de gado foi negativamente associada a prevaléncia de COVID-19 no Brasil. A
prevaléncia de COVID-19 (A, em vermelho) e a densidade do gado (B, tons de cinza) foram avaliadas
usando um sistema de informagdes geograficas. A densidade de estradas (C) também foi avaliada
como um controle para a relevancia do movimento humano na prevaléncia de COVID-19. Embora
nao mostrada, a grade aplicada em (A) também estava em (B) e (C) para as respectivas medidas. O
efeito da densidade de gado foi avaliado separadamente em areas com baixo (D) e alto risco (E)
(como esperado da densidade de estradas). O valor P indica afastamento da linearidade para as
linhas de correlag&o. A linha tracejada indica 95% CI.
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3.2 CONFIGURACAO DE PEPTIDEOS PARA AVALIACAO IMUNOLOGICA
Um total de 136, 23, 45 e 709 peptideos 15-mer que se sobrepuseram por 10

aminoacidos foram obtidos para as proteinas S, M, N e ORF1ab, respectivamente.

3.3 PREVISAO DA REATIVIDADE DAS CELULAS T

Os resultados adquiridos pela ferramenta de predi¢ao de ligagdo ao MHC | do
IEDB TepiToll, 81 peptideos da proteina S, 18 peptideos da proteina M, 25
peptideos da proteina N e 452 peptideos da proteina ORF1ab tiveram uma
classificagao percentual igual ou inferior a 20%.

A partir dos resultados obtidos pela ferramenta de predicdo de ligagédo do
IEDB MHC II, 106 peptideos da proteina S, 20 peptideos da proteina M, 24
peptideos da proteina N e 566 peptideos da proteina ORF1ab estavam acima do

limite de selecao.

3.4 PREVISAO DA REATIVIDADE DAS CELULAS B
A partir dos resultados obtidos pelo IEDB Bepipred Linear Epitope Prediction
2.0, 70 peptideos da proteina S, 9 peptideos da proteina M, 38 peptideos da

proteina N e 386 peptideos da proteina ORF1ab tiveram pontuagdes acima do limiar.

3.5 SEMELHANCA DE PEPTIDEOS BCOV EM RELACAO AS PROTEINAS SARS-
COV-2

Entre os peptideos que mostraram bons resultados para interacées de células
T ou B humanas putativas, apenas 2 peptideos da proteina S, 1 peptideo da
proteina M e 2 peptideos da proteina N mostraram pelo menos 80% de similaridade
com SARS-CoV-2 (TABELA 8). Nenhuma sequéncia peptidica dessas trés proteinas
foi encontrada acima dos valores de corte para ambas as células T e células B.

Em relacdo a proteina ORF1ab, 109 peptideos estavam acima do limite para
epitopos de células T ou B potenciais. Neste caso, 15 peptideos foram encontrados

acima do corte para células T e células B (TABELA 9).
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4 DISCUSSAO

Os coronavirus bovinos (BCoV) sao membros do género Betacoronavirus
juntamente com o SARS-CoV-2, denotando suas semelhancas. Além disso, dentro
do Betacoronavirus, o BCoV esta entre os mais semelhantes ao SARS-CoV-2
(ZHOU et al., 2021; TILOCCA et al., 2020). De fato, o gado pode ser infectado
experimentalmente com SARS-CoV-2 (ULRICH et al., 2020) e os coronavirus
bovinos ja se espalharam para humanos antes - as cepas atuais de BCoV podem
ser cultivadas em células de adenocarcinoma retal humano, demonstrando que a
infeccdo entre espécies ainda € um risco, se ndo um evento comum ja (VLASOVA;
SAIF, 2021; RUSSOW; BRUSSOW, 2021; STIPP, 2007). Outros trabalhos ja
discutiram os impactos imunolégicos que os coronavirus de animais domésticos
podem ter em humanos. No Brasil, o uso do Deltacoronavirus da Bronquite
Infecciosa Aviaria esta sendo testado clinicamente para vacinagao contra COVID-19,
por exemplo (THE PHARMALETTER, 2021; TILOCCA et al., 2020). No entanto, tais
consideragdes ainda ndo haviam sido direcionadas ao BCoV.

A hipotese levantada aqui € que a exposigdo ao BCoV influenciou as
respostas imunes humanas ao COVID-19. Se fosse esse 0 caso, seria de esperar
que a epidemiologia da pandemia tivesse sido alterada pela exposicdo humana ao
gado, uma vez que o BCoV ocorre de forma natural e ampla em rebanhos bovinos
(ROSSI et al.,, 2017). Nesse cenario, a exposicao ao BCoV seria um entre outros
fatores de interagcdo na disseminacao do COVID-19, como taxas de renda e niveis
de vulnerabilidade social (CESTARI et al., 2021). Os resultados do estado do MS e a
analise mais ampla do Brasil apoiaram a hipotese de que a exposicdo humana ao
gado teve impacto na epidemiologia da COVID-19.

O estado brasileiro de MS foi escolhido como um estudo de caso prova de
conceito, por ser um grande produtor de carne bovina sem megacidades, o que pode
“distorcer” o status epidemiologico local devido a sua grande influéncia nas
estatisticas e suas conexdes mundiais (DESAI, 2020; REN et al., 2020). Para o
Brasil, as condi¢des de infraestrutura, escolaridade, renda e produgao animal dentro
do estado sdo mais homogéneas do que nas comparagdes interestaduais
(KRAWCZYK; VIEIRA, 2006; LEBIODA; CABRAL; TEZZA, 2019). Os dados da
COVID-19 do MS puderam ser comparados com a eficiéncia geral dos gastos
publicos — um fator importante na disseminacéo e controle da pandemia no Brasil

(SZYLOVEC et al., 2021) — e para a distancia dos grandes centros das cidades.
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Prevé-se que os municipios com mais gado figuem mais afastados dos poélos
regionais, uma vez que sa&o necessarias grandes areas de terra para a agricultura.
Portanto, qualquer associagao entre os casos de COVID-19 com a densidade de
bovinos poderia estar associada a menor conectividade do municipio, que é uma das
principais causas da proliferacdo espacial da doenga (JO; HONG; SUNG, 2021).
Esses dados estavam disponiveis gratuitamente e, portanto, foram utilizados para a
analise do estado do MS.

Os dados do COVID-19 brasileiro em todo o pais demonstraram um padrao
interessante em que municipios menos impactados foram mais “beneficiados” da
exposicao ao gado. A prevaléncia de COVID-19 foi corrigida para densidade de
estradas, criando um indice de cidades que tiveram prevaléncia de COVID-19 maior
ou menor do que o esperado teoricamente com base na densidade de estradas
(uma inferéncia de movimentos populacionais, que alteram muito a propagacao de
doencgas infecciosas). Taxas de COVID-19 “inferiores do que o esperado” podem
indicar uma infinidade de fatores, como melhores sistemas de saude ou leis de
controle de COVID-19 mais rigidas. Nesse caso, os resultados indicariam que a
exposicao ao BCoV beneficiou apenas populagdes humanas com baixo risco de
COVID-19. A alta exposicao ao SARS-CoV-2 pode ter superado quaisquer
beneficios conferidos pelo contato anterior com o BCoV. A densidade rodoviaria
regional também pode n&o ter normalizado adequadamente a prevaléncia de
COVID-19, pois € um controle muito limitado (HU et al., 2021). No entanto, é
interessante observar que o conjunto de dados mostrou melhorias nas taxas de
COVID-19 com alto poder estatistico.

Deve-se ressaltar que nao foi objetivo deste estudo confirmar a associagao de
BCoV com COVID-19 usando dados epidemiolégicos. Nossa analise ¢é
extremamente restrita para este propdsito. No entanto, esses resultados sdao uma
indicagdo do papel da exposicdo humana ao gado no que diz respeito ao
desenvolvimento da pandemia.

Avancamos nossa avaliacdo da conexdo entre BCoV e COVID-19 usando
uma abordagem totalmente diferente. Nos avaliamos in silico se epitopos de BCoV
podem ser reconhecidos por linfécitos B e T humanos. Aqui, relatamos varios
epitopos que provavelmente serdo importantes na resposta ao COVID-19 e que sao
compartilhados com o BCoV. Essa analise é valiosa para entender o impacto que a

exposigdo ao coronavirus bovino pode ter na COVID-19. E possivel que a
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epidemiologia do COVID-19 tenha sido moldada pela exposi¢cdo humana ao BCoV,
assim como a variola foi naturalmente reduzida pela exposi¢do a variola bovina
(RIEDEL, 2005), e este artigo oferece evidéncias de prote¢ao cruzada viral a partir

da analise de epitopos comuns.

5 CONCLUSOES

O SARS-CoV-2 e o BCoV compartilham varios epitopos comuns, que podem
conferir imunidade cruzada. A relevancia dessa conexao para o desenvolvimento da
pandemia € ainda desconhecida e deve ser comprovada com ensaios controlados
de respostas humanas ao virus bovino. No entanto, nossos resultados para a
correlagcdo entre a prevaléncia de COVID-19 e a densidade do gado sdo uma
indicacdo do papel da exposicdo humana ao gado no que diz respeito ao
desenvolvimento da pandemia. Um resultado importante dessa analise € que, se as
vacinas veterinarias forem consideradas para uso humano contra o COVID-19, como

esta sendo testada no Brasil, 0o BCoV & um provavel candidato.
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CAPITULO 3 - DETECGAO DE RESPOSTAS IMUNES CELULARES PARA
DIAGNOSTICO DE DOENGAS: REVISAO DOS ULTIMOS 10 ANOS DE
DESENVOLVIMENTO

1 INTRODUGAO

Quando se fala em doengas emergentes ou negligenciadas, ha a necessidade
de desenvolver e aprimorar técnicas e medicamentos aplicados ao diagndstico,
tratamento e prevencao delas. Sem sombra de duvidas a identificagdo correta e
precoce de uma doenga possibilita a utilizagdo do melhor tratamento disponivel.

Majoritariamente os métodos de diagndsticos usam a resposta imune humoral
de forma indireta como auxiliar para indicar o agente causal da doenga. Nos dias
atuais muito sdo usados os testes sorolégicos que detectam a presenca de
anticorpos no paciente, e a biologia molecular, como a técnica de RT-PCR, para
identificar a presenga de acidos nucléicos do patoégeno, pela amplificacdo de seu
material genético. Essas técnicas possuem desvantagens para diagnosticar
doengas, como por exemplo, resultados falsos negativos que podem ocorrer devido
a baixa quantidade de material genético do patdégeno ou pela auséncia de anticorpos
mesmo havendo contato com o antigeno (MORALES-NARVAEZ; DINCER, 2020).
Uma alternativa aos métodos tradicionais de diagnostico sao as técnicas baseadas
em respostas imunes celulares, que incluem as células T, as citocinas produzidas e
marcadores celulares para estas células. A imunidade celular € uma maneira eficaz
e eficiente de diagnosticar doencas, sendo uma resposta mais duradoura que a
apresentada pela imunidade humoral, além de contornar algumas limitagbes
referentes aos métodos tradicionais de diagnostico (MURPHY, 2014).
Adicionalmente, alguns patdogenos causam importantes respostas celulares,
podendo apresentar, no entanto, respostas de anticorpos inconsistentes
(GEURTSVANKESSEL et al. 2022). Segundo os autores da pesquisa, foi constatado
que individuos vacinados para COVID-19, mas que apresentavam falta de
anticorpos neutralizantes, ainda mantinham a imunidade contra a doenga por células
T CD4" e CD8", potencialmente auxiliando na prevengéo ou limitando casos graves
da doenca.

Sendo assim, o presente capitulo tem por objetivo analisar documentos
publicados nos ultimos 10 anos e que usaram respostas imunes celulares no

diagndstico de doengas. Essa revisdo possibilitara relatar os avangos na area e
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organizar em um sO documento quais sdo as principais técnicas atualmente

utilizadas.

2 PESQUISA BIBLIOGRAFICA

Parte do conhecimento cientifico reside em artigos e resenhas publicados em
diversos periddicos. Para compilar esses documentos, foram desenvolvidos bancos
de dados e plataformas de busca. Este capitulo tem como objetivo mostrar os
resultados de uma pesquisa bibliografica na area de diagndsticos baseados em
respostas imunes celulares dos ultimos 10 anos (de 2011 a novembro de 2021).

A base de dados Web of Science/ISI Web of Knowledge e Derwent
Innovations Index foram escolhidas para realizar esta pesquisa, pois possui acesso
gratuito a documentos de mais de 50 paises com titulos e resumos em inglés e
possibilita uma analise rapida dos dados. A primeira base de dados forneceu o
resultado de artigos, capitulos de livros, estudos de casos e outras publicacdes,
enquanto a segunda base de dados resultou em dados de patentes publicadas.

Os termos de busca utilizados nestas bases de dados seguiu a associagao
das palavras "cell-mediated" AND immun* AND (diagnost* OR biosensor* OR "point-
of-care") no topico do documento para refinar os resultados. Essa estratégia foi
escolhida por se entender que os resultados obtidos eram adequados para analise
posterior. Ndo houve restricdo para o idioma dos documentos na realizacdo das
buscas, entretanto todos os resultados apresentavam pelo menos o resumo do texto
em inglés.

Para a andlise dos dados fornecidos nos documentos foram selecionados o
pais e ano do estudo, doenca ou patdgeno diagnosticado, método utilizado no
diagnostico e qual molécula ou célula pertencente a resposta imune celular era
identificada pela técnica. Os dados extraidos dos artigos e patentes foram utilizados

para o desenvolvimento de uma tabela de resultados.

3 RESULTADOS
3.1 ANALISE DOS RESULTADOS

A busca realizada gerou 450 resultados na Colegao Principal do Web of
Science/lSI Web of Knowledge e para o Derwent Innovations Index, 96. Foi
estabelecido um banco de dados em Excel para a analise dos documentos. Os

artigos da primeira busca tiveram seus titulos e resumos lidos para selegéo primaria.
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Dos 450 documentos, 186 foram mantidos. As patentes da segunda busca tiveram
seus titulos, resumos e reivindicagcdes lidos como primeiro critério de selecdo. Das
96 patentes, 51 foram mantidas. Como critério de exclusao secundario, todos os
documentos de ambas as buscas foram lidos na integra. Para a primeira busca, 137
documentos foram selecionados para as analises definitivas, enquanto para a
segunda busca foram 43 patentes. A exclusdo de documentos foi feita de forma a

manter apenas aqueles que realmente estavam ligados ao tema.

FIGURA 28 — (A) ARTIGOS E (B) PATENTES ADQUIRIDOS DO WEB OF SCIENCE E DERWENT.

Registros identificados por meio de pesquisa em banco de dados
(A) (n = 450) (B) (n = 96)

Estudos excluidos
(n=49)

¥

Patentes excluidas

Registros selecionados (n=8)

(A) (n = 186) (B) (n = 51)

A J

Estudos foram excluidos porque:
1. O objetivo do estudo n3o foi desenvolver um teste diagnostico;
L 2. O diagnédstico ndo foi baseado em imunidade mediada por células.

Registros incluidos na sintese qualitativa
(A) (n=137)(B) (n=43)

FONTE: A AUTORA (2022).

Os resultados obtidos melhoraram a construgao grafica do pais de origem, a
evolucdo do numero de documentos por ano e uma analise das técnicas mais
aplicadas.

As origens dos documentos obtidos sao diversas. No caso dos 137 artigos
publicados, 20 (14,6%) publicacbes foram realizadas nos Estados Unidos, 14 na
Africa do Sul (10,2%) e 10 (7,3%) na Alemanha e também na Espanha. No total ha
36 paises publicando sobre o tema, incluindo aqueles em desenvolvimento. Ou seja,
a pesquisa nao esta concentrada apenas em poténcias econdmicas. Ja das 43
patentes, 17 (39,5%) foram depositadas nos Estados Unidos, seguido da Australia e
China com 6 (13.9%) e 5 (11.6%), respectivamente. As demais patentes foram
depositadas majoritariamente em paises europeus, com poucas publicagcbes em
outros paises desenvolvidos e em desenvolvimento, demonstrando que no caso de
patentes ha predominancia em paises detentores de tecnologias, diferenciando dos

artigos com publicagbes em paises mais variados.
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FIGURA 29 — PUBLICAGOES DE (A) ARTIGOS E (B) PATENTES PELO MUNDO NO TEMA DE
DIAGNOSTICOS USANDO IMUNIDADE CELULAR.

(&)

e

(B)

1 N

FONTE: A AUTORA (2022).

Ao longo dos anos, o numero de documentos publicados se manteve
constante, tendo pico de publicagbes em 2021, uma indicagdo da busca por novas
técnicas e revisbes de protocolos ja bem estabelecidos devido a pandemia de
COVID-19. As patentes tiveram uma grande variagdo de publicagdes nos ultimos 10
anos. No entanto, as inovacbes nesta area referem-se a novos métodos de

diagndsticos ou a novas moléculas utilizadas em técnicas ja estabelecidas.
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FIGURA 30 — PUBLICACOES NO TEMA DE DIAGNOSTICOS USANDO IMUNIDADE CELILAR
ENTRE 2011 E 2021.

. ¥
12

ra
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2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022

—ig— Quantidade de artigos —a— Juantidade de patentes

FONTE: A AUTORA (2022).

A analise completa dos dados obtidos pela pesquisa esta representada na
TABELA 10 para os artigos e na TABELA 11 para as patentes analisadas. Além
disso, os dados principais quanto as doencas pesquisadas, métodos utilizados e
alvos na deteccao dos diagndsticos foram resumidos nos graficos (FIGURA 31 a 33)
a seguir. Para todos os gréficos, os resultados mencionados apenas uma vez foram
omitidos das imagens.

Enquanto os artigos publicados focam no diagndstico de doencas causadas
por bactérias do género Mycobacterium, principalmente a tuberculose bovina e
tuberculose humana, as patentes desenvolvem novas substancias que possam ser
utilizadas no diagnéstico de diversos tipos de céancer (FIGURA 31). Foram
encontradas também 52 e sete doencas que apareceram apenas uma vez nos
resultados dos artigos e patentes, respectivamente. Ja para a técnica utilizada, os
artigos utilizam principalmente o ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay ou ELISA, em inglés) e o ensaio de imunoadsorgéo
ligado a enzima em pontos (Enzyme-Linked Immune Absorbent Spot ou ELISpot, em
inglés), seguida da citometria de fluxo. As patentes, por sua vez, focam no
desenvolvimento de novos peptideos que possam causar imunorresponsividade

mediada por células T, ou seja, ndo é descrito qual a técnica que seria utilizada para
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a deteccdo dessa imunorresponsividade. Além disso, as técnicas ELISA e citometria
sdo, respectivamente, a segunda e terceira técnicas mais usadas nas patentes aqui
analisadas (FIGURA 32). Além disso, nos artigos houve 12 tecnologias citadas
apenas uma vez, além de quatro documentos que nao especificaram o método
utilizado, enquanto as patentes tiveram 15 métodos com unica citacdo. Por fim, o
principal alvo detectado nas técnicas apresentadas pelos artigos s&o as citocinas,
seguidas de outro biomarcadores de superficie celular e da detecgao da proliferagao
de linfécitos. Como comentado anteriormente, a maioria das patentes focaram no
desenvolvimento de novos epitopos que possam ser utilizados para causar resposta
imune celular e, assim, ao invés de comentarem sobre o alvo detectado, as patentes
trouxeram o desenvolvimento de fragmentos de ligagdo ao antigeno de interesse e
até mesmo anticorpos. Na terceira e quarta posicdo para os alvos apresentados em
patentes estdo as citocinas e biomarcadores de superficie especificos para a
resposta imune celular (FIGURA 33). A pesquisa também encontrou 11 e quatro
alvos utilizados na detecgdo que foram citados apenas uma vez nos artigos e
patentes analisadas, respectivamente.

Diversos documentos utilizaram mais de uma técnica para diagnéstico da
doencga por resposta imune celular, sendo também comum o numero de artigos e
patentes que confirmaram a doenca pelo uso de outros métodos, como os baseados
em resposta imune humoral e em biologia molecular. Apenas alguns documentos

utilizaram o diiagnéstico celular sozinho como resultado final.
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FIGURA 31 — PRINCIPAIS DOENCAS DIAGNOSTICADAS NOS (A) ARTIGOS E (B) PATENTES DA
PESQUISA BIBLIOGRAFICA.
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FIGURA 33 — PRINCIPAIS ALVOS DETECTADOS NOS DIAGNOSTICOS DOS (A) ARTIGOS E (B)
PATENTES DA PESQUISA BIBLIOGRAFICA.
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FONTE: A AUTORA (2022).
LEGENDA: PBMC é a sigla para células mononucleares do sangue periférico (Peripheral Blood

Mononuclear Cells, em inglés).
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3.2 DIAGNOSTICOS POR ELISA E ELISPOT

Citocinas séao glicoproteinas com cerca de 25 kDa liberadas por diversos tipos
celulares dos organismos, responsaveis por mediar e regular as respostas
imunoldgicas, induzindo ligacbdes a receptores especificos (TERRA et al., 2012). A
atuacao das citocinas pode ser definida como autdcrina, quando atua na mesma
célula que a liberou, paracrina, afetando células adjacentes a que liberou, ou
enddcrina, quando as citocinas sao estaveis e capazes de afetar células distantes, o
que depende de sua meia-vida e capacidade de entrar na circulagdo sanguinea
(MURPHY, 2014).

Outro grupo de citocinas s&o as quimiocinas, as quais fazem parte de uma
familia de citocinas quimioatraentes que sao liberadas nas fases iniciais da infeccao.
Essas proteinas sao responsaveis por induzir a quimiotaxia, ou seja, movimento
celular em direcao a fonte de quimiocina. Sua principal fungéo no sistema imune é
atuar como quimioatraentes para leucdcitos, de forma que células imunes se
desloquem para o local onde ocorreu a infecgdo. Elas também podem auxiliar no
desenvolvimento, migracdo e guiar linfécitos da imunidade adaptativa (MURPHY,
2014). As origens e fungdes das principais citocinas presentes durante a resposta
imune celular estao representadas na TABELA 12.

As citocinas e quimiocinas podem ser detectadas por meio das técnicas de
ELISA e sua modificacdo ELISpot, sendo esta utilizada como padrao-ouro mediando
a resposta imune de células T especificas em ensaios clinicos (MURPHY, 2014;
JoVE, 2022). Em ambos o0s casos se pesquisa anticorpos especificos para a citocina
de interesse em analisar. Na técnica de ELISpot as amostras de células T séo
adicionadas a uma placa na presenga do anticorpo especifico, de forma que caso a
célula secrete a citocina de interesse, a mesma sera capturada pelos anticorpos
(MURPHY, 2014).

Na pesquisa realizada o diagnostico de doengas mediado por imunidade
celular realizado pelas técnicas ELISA e ELISpot representam 62% dos artigos e
21% das patentes analisadas, sendo que as patentes em sua grande maioria nao
descrevem a técnica utilizada no diagndstico, tendo maior foco no desenvolvimento
de novos antigenos/anticorpos especificos para serem aplicados em métodos ja

conhecidos.
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A principal aplicacdo desses métodos se encontra na detecgao de IFN-y em
doencas causadas por bactérias do género Mycobacterium, como a tuberculose
humana, tuberculose bovina e paratuberculose. Como exemplo destes casos, os
autores Goosen et al. (2015) e Casal et al. (2014), entre outros listados na TABELA
1, trazem o kit BOVIGAM™ TB (Applied Biosystems, Foster City, CA) no diagndstico
de tuberculose bovina, detectando a producdo de IFN-y a partir de amostras de
sangue incubadas com o antigeno overnight. Ja Jung et al. (2017) e Deborska-
Materkowska et al. (2018) trouxeram a utilizagao dos kit comerciais T-Track® CMV e
QuantiFERON-CMV (QIAGEN, Germantown, MD, EUA), baseados nas técnicas de
ELISpot e ELISA respectivamente, no diagnostico de doengas causadas pelo herpes
virus, citomegalovirus, detectando a presenga de IFN-y nas amostras de sangue dos

pacientes.

3.3 DIAGNOSTICOS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Outro método amplamente utilizado para diagndstico mediado por imunidade
celular é a citometria de fluxo com separador de células por fluorescéncia ativada
(fluorescence-activated cell sorter ou FACS, em inglés). Essa técnica se baseia na
identificacao de linfécitos, pela diferenga na expressao de proteinas encontradas na
superficie celular, que sdo detectadas por anticorpos monoclonais especificos contra
as mesmas. Essas proteinas também s&o chamadas de antigenos CD
(conglomerados de diferenciagdo ou cluster of differentiation, em inglés) e sao
responsaveis pelo reconhecimento dos antigenos especificos (MURPHY, 2014).

As células marcadas passam por um feixe de luz laser, de forma que cada
tipo celular dispersa a luz de maneira diferente e o corante ligado a célula
fluorescera. A luz dispersada é, entdo, detectada por tubos fotomultiplicadores
sensiveis, responsaveis por fornecer dados referentes ao tamanho e granulosidade
celular. Ja a fluorescéncia emitida indica a ligagdo dos anticorpos marcados e
também a expressdao das proteinas de superficie celular (MURPHY, 2014). A
FIGURA 34 representa de forma resumida as proteinas principais na superficie de

alguns tipos celulares.
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FIGURA 34 — DISTRIBUICAO DAS SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS NO SANGUE
PERIFERICO HUMANO.

FONTE: MURPHY (2014).

Dos resultados obtidos na pesquisa, 19% dos artigos e 9,3% das patentes
selecionadas aplicavam a citometria de fluxo no diagndstico mediado por respostas
imunes celulares de diversas doengas, sendo a segunda técnica mais utilizada.
Rogers et al. (2020) realizaram o diagnostico de pacientes contaminados com
citomegalovirus marcando as células com anticorpos CD4* e CD8" especificas para
CMV. Ja os autores Konstantinou et al. (2014), utilizando o marcador 5(6)-
Carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE), detectaram a proliferagao
de PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell, em inglés) em pacientes com
sindrome de enterocolite induzida por proteina alimentar (food protein-induced

enterocolitis syndrome ou FPIES, em inglés).

4 PERSPECTIVAS

A pesquisa bibliografica realizada no presente documento apresentou um
numero relativamente reduzido de métodos usados para realizar o diagndstico de
doengas, alergias e microorganismos patogénicos tanto para humanos quanto para
animais. Este pode representar um reflexo da prioridade em realizar diagnosticos
usando biologia molecular e em imunidade humoral. Entretanto, a resposta imune
celular € uma maneira muito eficiente e eficaz para detectar uma doenca,
contornando algumas limitagbes das outras técnicas, como baixa quantidade do
patdogeno ou de seu material genético, além dos casos onde ndo ha produgéo de

anticorpos apesar do contato com o antigeno.
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Novas tecnologias ja utilizadas no diagnéstico baseado em respostas imunes
humorais com potencial para serem também desenvolvidas em imunidade celular
sao os biossensores e o point-of-care. Os biossensores sao capazes de converter
uma resposta bioldégica em um sinal elétrico. Esses dispositivos sdo caracterizados
pela seletividade; estabilidade quanto a mudancas no ambiente; reprodutibilidade;
alta sensibilidade, detectando analitos com baixissimas concentracdes, na faixa de
ng/mL; e linearidade (METKAR, GIRIGOSWAMI, 2019).

Dey et al. (2019) em seu trabalho focado em diagndstico por imunidade
celular apresentaram diferentes modelos de biossensores, sendo eles:
imunossensores de microarranjo e imunossensores de microfluidica. O primeiro
modelo de biossensores € caracterizado pela deteccdo de moléculas em baixas
concentragbes presentes em amostras bioldgicas complexas, podendo apresentar
como pontos negativos a adsorcdo nao especifica e difusdo lenta de moléculas na
matriz. Ja o segundo modelo citado permite a redugao do volume necessario de
amostra, uma vez que apresenta canais micrométricos, além de ser possivel realizar
em um unico chip diversas analises simultaneamente. A aplicagado dos biossensores
se encontra na detecgao em diferentes tempos de moléculas secretadas por células
T, sendo alguns dos exemplos citados pelos autores a detecgao de citocinas TNF- q,
IFN-y, IL-2 e de célula T antigeno especificas em imunossensores de microarranjo,
enquanto os imunossensores de microfluidica detectam em sua maioria a expressao
de proteinas CD em células T, utilizando baixas concentracdes de analito e nao
sendo necessario processamento prévio das células.

Os biossensores também podem ser enquadrados como um diagndstico
point-of-care (POC). A testagem POC é caracterizada pelo diagnostico rapido e
precoce, uma vez que envolve a proximidade com os pacientes devido a sua
portabilidade. Dessa forma, o monitoramento de doencas infecciosas ou com alta
mortalidade em fase inicial permite realizar o tratamento adequado para as mesmas,
permitindo também a modificagcdo do tratamento de acordo com o avancgo da
doenga. Os modelos de POC incluem tiras reagentes (dipsticks, em inglés),
imunoensaios de fluxo lateral (lateral flow immunoassays ou LFIA, em inglés) e
microfluidica, ja descrita neste documento, sendo os dois ultimos modelos os mais
aplicados para diagnosticos de doengas. O principio de funcionamento do LFIA
envolve o carregamento de anticorpo marcado em tiras de nitrocelulose, polimero,

etc. que irdo interagir com a amostra. As vantagens do método incluem a facilidade
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de operagdo, nao exigindo mao de obra especializada, além de serem rapidos e
terem longa vida util (KUMAR et al., 2021). No entanto, ndo foram encontradas
utilizagcbes do LFIA com diagnostico baseado em respostas imunes celulares na
presente pesquisa. Apesar das vantagens operacionais e na leitura do resultado do
diagndstico, o desenvolvimento de modelos que utilizam o LFIA € muito complexo,
sendo necessario considerar diversos parametros até chegar no produto final.

As duas técnicas, discutidas neste topico, apresentam vantagens em relagéo
aos atuais métodos atualmente aplicados em diagnostico baseado em respostas
imunes celulares, descritos anteriormente. As principais diferengas incluem tempo de
resposta rapido, permitindo analises sem necessidade de prévia proliferacdo dos
linfocitos, havendo casos de obtencao de resultados em tempo real; baixo custo de
preparo; ndo necessidade de mao de obra altamente especializada; e a criagao de
dispositivos portateis de facil aplicacdo (MORALES-NARVAEZ; DINCER, 2020).

5 CONCLUSOES

Os diagnésticos baseados em respostas imunes celulares sdo uma alternativa
aos meétodos tradicionais de diagndstico, por se tratar de uma resposta mais
duradoura que a da imune humoral, além de abranger pacientes que nao tenham
adquirido anticorpos contra o patogeno, evitando a falta de sensibilidade e
ocorréncia de falsos negativos.

Tem-se que, na ultima década, mais da metade dos artigos publicados
utilizavam as técnicas de ELISA e ELISpot, enquanto quase 20% das publicacbes
realizavam o diagnodstico de diversas doengas com um citdbmetro de fluxo por FACS.
O cenario para as patentes submetidas no mesmo periodo se difere, tendo como
principal método utilizado o desenvolvimento de epitopos que possam,
posteriormente, ser aplicadas para ativar as células do sistema imune, detectando a
presenca da doenca por imunorresponsividade de células T. Além disso, os
principais alvos para o diagnostico de doengas baseados em respostas imunes
celulares séo as citocinas e quimiocinas, seguida dos biomarcadores de superficie
celular. As patentes ainda trazem fragmentos de anticorpos ou de antigenos como
moléculas desenvolvidas para corroborar no diagndstico das mais diversas doengas.

Entretanto, as téecnicas que sdao amplamente aplicadas no diagnostico por
imunidade celular apresentam algumas desvantagens, como elevado tempo de

resposta e necessidade de mao de obra altamente especializada. Uma alternativa
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para essas limitagcdbes se encontram no point-of-care e biossensores, como 0s
imunossensores de microarranjo e microfluidica, capazes de reduzir os custos de
produgdo e entregar o resultado do diagnostico em tempo real. Ainda assim, ha
espacgo para ampliar a aplicacdo dessas tecnologias em uma maior variedade de

patdgenos e doengas, além de melhorar a acessibilidade aos mesmos.
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CAPITULO 4 - DIAGNOSTICO DE COVID-19 BASEADO EM RESPOSTAS
IMUNES CELULARES

1 INTRODUGAO

A tecnologia que cresce ao longo dos anos para realizar o diagnostico das
mais diversas doengas é o point-of-care (POC) que, devido sua portabilidade,
permite realizar diagndsticos rapidos e precisos em mais pacientes, mesmo aqueles
que teriam dificuldade de acesso a um hospital. Dentro do POC ha o
desenvolvimento de biossensores, dispositivos capazes de converter uma resposta
biologica em um sinal elétrico, apresentando alta sensibilidade, seletividade,
estabilidade para mudangas no ambiente e reprodutibilidade (METKAR,
GIRIGOSWAMI, 2019).

Uma abordagem que pode ser utilizada ao realizar o diagnostico € a resposta
imune celular, onde a eliminagdo do patégeno €& mediada principalmente por
linfécitos T. Essas células, ao entrar em contato com um determinado patégeno, irdo
se proliferar em linfocitos T antigenos especificos. Esse processo de proliferagcao é
capaz de produzir espécies reativas de oxigénio, como o radical superéxido (02") e
derivado néo radical peréxido de hidrogénio (H20;), substancias que apresentam
elétrons desemparelhados, formados quando ha ganho de oxigénio ou perda de
hidrogénio em uma reagao organica (NISHINAGA, 2015). Por serem moléculas com
capacidade de oxidacao e reducédo, podem, potencialmente, serem detectadas por
biossensores.

Quanto a COVID-19, os principais meios de diagnosticar a doenga séo pelo
uso de biologia molecular para detectar a presenga do virus no paciente, como a
técnica de RT-PCR, e a deteccido de anticorpos contra a doencga, principalmente o
IgG e IgM. Considerando os pontos negativos desses métodos de diagnostico, que
incluem os casos de falsos negativos, basear-se em respostas imunes celulares é
uma alternativa que permite uma detecgao mais precisa dos casos de COVID-19. A
utilizagcado de biossensores imunoeletroquimicos corrobora, ainda, com o diagnostico
rapido e POC, atingindo a populagao fora de laboratérios clinicos. Sendo assim, a
deteccao rapida e precisa de casos de COVID-19 podem reduzir o numero de
internacdes e mortes pela doenga, uma vez que permitem medidas rapidas de

contengcdo da doenca. Desta forma, o objetivo do presente projeto € testar um
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modelo de detec¢cao de ROS produzidas por linfécitos T no processo de proliferagao

e diferenciacao em eletrodos impressos de carbono.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 OBTENCAO E CULTURA DE CELULAS

As células Jurkat, fornecidas pelo laboratério de Virologia Molecular do
Instituto Carlos Chagas/FIOCRUZ Parana, foram cultivadas em meio RPMI 1640
com 10% SFB, 1% pen/strep e HEPES [1X], incubadas em estufa a 37°C com 5% de
atmosfera de CO,. A troca de meio foi realizada trés vezes por semana até as

células atingirem alta confluéncia (80%).

2.2 ANALISE DE LINFOCITOS POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
POR TRANSFORMADA DE FOURIER

As células Jurkat foram plaqueadas na concentragdo de 0,1x10° células/poco
em placa de 96 pocos (RPMI 1640, 10% SFB, 1% pen/strep, HEPES [1X]) nos
grupos experimentais controle negativo, que ndo € induzido a proliferagéo, e
induzido, que a proliferagao dos linfécitos é induzida por concanavalina A (Sigma-
Aldrich, Missouri, Estados Unidos) na concentragao de 0,0025 ug/uL. As células sao
mantidas em estufa a 37°C com 5% de atmosfera de CO, por cinco dias. Apds o
tempo de incubagéo as células s&o centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos e o
pellet ressuspendido em 20 pL de RPMI 1640 sem suplementacéo.

Como branco das células foi realizada uma leitura apenas do meio RPMI
1640 sem suplementacdo. Amostras de 5 yL foram colocadas em cima do cristal e
lidas no espectro de 650-4000 cm™. A superficie do cristal & limpa com etanol entre
as leituras. Cada grupo foi escaneado sob as mesmas condicdes e para a analise de

dados foram utilizadas duplicatas celulares.

2.3 DETECCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO POR
DICLOROFLUORESCEINA-DIACETATO

As células Jurkat foram plaqueadas na concentragdo de 0,1x10° células/poco
em placa de 96 pogos (RPMI 1640, 10% SFB, 1% pen/strep, HEPES [1X]). O ensaio
de detecgdo de espécies reativas de oxigénio foi realizado com quatro grupos
experimentais: Jurkat ndo marcadas, Jurkat marcadas com @ 2,7-

diclorohidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA, Sigma-Aldrich, Missouri, Estados
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Unidos), Jurkat marcadas com DCFH-DA e estimuladas com concanavalina A a
0,0025 pg/pL e Jurkat marcadas com DCFH-DA e incubadas com H;O, a 0,03%,
que foi utilizado como controle positivo do ensaio.

A marcacao com DCFH-DA seguiu o protocolo descrito por Chen et al (2010).
As células séo lavadas uma vez com PBS [1X] para remogéo de vestigios do meio
original, centrifugando a 2000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente. As
células sao, entdo, marcadas com 1 uM de DCFH-DA em PBS [1X] e incubadas em
estufa a 37°C com 5% de atmosfera de CO, por 30 minutos, protegidas da luz. As
células sao centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e lavadas mais duas vezes com
PBS [1X] aquecido, para remogao do excesso de DCFH-DA. Meio fresco RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB foi adicionado nas células marcadas. Uma duplicata
de Jurkat marcada foi estimulada para a proliferagao celular e producao de espécies
reativas de oxigénio com a adicao de concanavalina A, enquanto o controle positivo
foi adicionado de H,0,, ambos com concentracdes previamente descritas. A placa
com o0s quatro grupos experimentais foi incubada em estufa a 37°C com 5% de
atmosfera de CO; por cinco dias, protegidas da luz.

No quinto dia, a fluorescéncia dos pogos foi monitorada pelo Tecan i-control
M-200, nos comprimentos de onda de excitagdo em 485 nm e emissdo em 530 nm.

Cada amostra foi analisada por triplicata.

2.4 DETECCAO DE ESPECIES REATIVAS DE NITROGENIO POR GRIESS

Os grupos experimentais, célula e condicdes de cultivo sdo iguais ao
realizado no topico 2.2 (pagina 107). Apds cinco dias de incubagao as células foram
centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos e o pellet ressuspendido em 80 pL de PBS
[1X] para nao haver interferéncia do fenol vermelho presente no meio RPMI 1640 na
coloracao do Griess.

A deteccdo de espécies reativas de nitrogénio foi realizada por meio do
Griess Reagent Kit for Nitrite Determination (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos). Para construir a curva padréo de nitritos foram
preparadas solu¢gdes de NaNO, com concentracdes de 1, 10, 25, 50, 75 e 100 yM
diluindo a solugéo estoque de NaNO, 200 uM em agua deionizada.

A absorbancia dos pogos foi monitorada pelo equipamento Multiskan Sky
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos), no comprimento de
onda de 548 nm.
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2.5 LEITURA DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO EM ELETRODOS DE
CARBONO

O cultivo das células Jurkat, assim como os grupos experimentais definidos,
sdo os mesmos realizados no topico 2.2 (pagina 107). O ensaio de leitura de
espécies reativas de oxigénio utilizou eletrodos impressos de carbono comerciais da
empresa Zimmer & Peacock A/S (Horten, Noruega). Os eletrodos séo inseridos no
potenciostato ANABOX ZP2000003 (Zimmer & Peacock A/S, Horten, Noruega) e
lidos no programa PSTrace 5 (PalmSens, Houten, Paises Baixos).

Inicialmente, nos eletrodos foi realizada a eletrodeposi¢ao de quantum dot de
grafeno (graphene quantum dot ou GQD, em inglés), obtido em parceria pelo
laboratério Labsense do Prof. Luiz Humberto Marcolino e Prof. Marcio Bergamini no
departamento de quimica da UFPR, ja modificado para funcionalizar eletrodos,
adicionando-se 45 pL de uma solugdo contendo GQD sobre os eletrodos de
trabalho, referéncia e contra eletrodo. A eletrodeposigao foi realizada por voltametria
ciclica, variando a voltagem de 0V a -1,3V por 3 ciclos de varredura. Essa
eletrodeposicdao de GQD teve por finalidade funcionalizar a superficie do eletrodo
com grupamentos de acido carboxilico, 0 que permite a posterior imobilizagado de
PLL e células no mesmo.

Apds a lavagem da superficie dos eletrodos com agua deionizada, os
mesmos foram adicionados de 3 uL de PLL apenas no eletrodo de trabalho.
Realizou-se apds secagem da solugado nova lavagem da superficie para remog¢ao do
excesso de PLL que ndo imobilizou no eletrodo. A partir dessa etapa as leituras

utilizaram os seguintes parametros:

TABELA 13 — PARAMETROS DO PROGRAMA PSTRACE 5 PARA AS LEITURAS EM ELETRODOS
IMPRESSOS DE CARBONO.

Parametro Valor
T equilibration 30s
E begin -05V
E vertex 1 0,8V
E vertex 2 -05V
E step 0,01V
Scan rate 0,05 V/s
Number of scans 1

FONTE: A AUTORA (2022).
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Com os eletrodos completamente secos, foi adicionado 45 pL da solucéo de
leitura, descrita no apéndice (pagina 135), na superficie dos eletrodos de carbono
imobilizados com PLL, realizando-se a leitura por voltametria ciclica. Apdés uma nova
lavagem com agua destilada, foi depositado na superficie do eletrodo de trabalho 5
ML de células, incubado por 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, uma
ultima lavagem com agua deionizada foi realizada para remogé&o do excesso de
célula que nao ficou imobilizada. Os eletrodos foram novamente lidos apés a adigao

de 45 uL da solucéao de leitura na superficie dos mesmos.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados séo expressos como meédio + desvio padrdo da média (SD).
Para o ensaio descrito em 2.3 (pagina 107), os dados foram avaliados pela analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste de multipla comparagao de Bonferroni.
Valores de P menores que 0,05 (P<0,05) sdo considerados como indicativo de
significancia. Ja para os outros experimentos realizados, os dados foram avaliados
pelo teste t de student ndo paramétrico (Mann-Whitney) Os calculos realizados
utilizaram o software estatistico GraphPad Prism versao 6.00 (San Diego Califérnia,
Estados Unidos).

3 RESULTADOS
3.1 ANALISE DE LINFOCITOS POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
POR TRANSFORMADA DE FOURIER

A intensidade detectada das células Jurkat ndo induzidas (controle negativo)
e induzidas com concanavalina A (ConA) apods cinco dias de cultivo por FTIR esta
indicada na FIGURA 35. A sobreposi¢cao de ambos os graficos permite observar em
quais comprimentos de onda ha diferenciagdo dos picos gerados entre o grupo de
controle negativo e as células induzidas com concanavalina A. Como representado
na FIGURA 35, foram observadas duas distingbes entre os grupos, sendo elas o

surgimento de novo pico em 1600 cm™ e a reducdo de pico em 3500 cm™.
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FIGURA 35 — SOBREPOSICAO DOS RESULTADOS DA ANALISE POR FTIR PARA CELULAS (A)
CONTROLE NEGATIVO E EM (B) CELULAS INDUZIDAS DOS GRAFICOS EM FTIR.
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FONTE: A AUTORA (2022).

NOTA: A inducgao foi realiza com ConA por cinco dias em células Jurkat na concentragéo de 0,1x10°
células/poco em placa de 96 pogos, incubadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB, 1%
pen/strep, HEPES [1X] a 37°C com 5% de atmosfera de CO,. Células ndo induzidas foram mantidas
nas mesmas condi¢des de cultivo, sem a adicdo de ConA. As setas indicam o surgimento de um novo
pico em 1600 cm'ea redugao de pico em 3500 cm” apos a proliferagaéo das células.

== Controle negativo

3.2 DETECCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO POR
DICLOROFLUORESCEINA

FIGURA 36 — GERAGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO APOS 5 DIAS DE INCUBAGAO
COM CONCANAVALINA A.

:
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Grupos experimentais

FONTE: A AUTORA (2022).

NOTA: A inducéo foi realiza com ConA por cinco dias em células Jurkat na concentragdo de 0,1x10
células/poco em placa de 96 pogos, marcadas com DCFH-DA e incubadas em meio RPMI 1640
suplementado com 10% SFB, 1% pen/strep, HEPES [1X] a 37°C com 5% de atmosfera de CO..
Células nao induzidas foram mantidas nas mesmas condi¢goes de cultivo, sem a adicdo de ConA,
enquanto as células utilizadas no controle positivo foram incubadas com H,O, a 0,03%. Analise
estatistica por analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de multipla comparagédo de Bonferroni.
Valores de P menores que 0,05 (P<0,05) sédo considerados como indicativo de significancia e estdo
representadas por asteriscos sobre as barras, comparando os grupos em questdo com o controle
negativo. O grafico apresenta médias +/- SD.

6



113

A fluorescéncia detectada das células Jurkat apds cinco dias de cultivo e
marcagao com DCFH-DA, apds corregcao dos valores branco (células Jurkat néo
induzidas e ndo marcadas), esta indicada na FIGURA 36. O controle negativo
representa as células Jurkat marcadas com DCFH-DA e nao induzidas, enquanto o
controle positivo conta com as células Jurkat marcadas com DCFH-DA e

adicionadas de H>0O..

3.3 DETECCAO DE ESPECIES REATIVAS DE NITROGENIO POR GRIESS
Os resultados obtidos em fluorescéncia na leitura realizada apés cinco dias de

experimento foram convertidos em concentracao de nitrito por meio de curva padrao

de nitrito.
FIGURA 37 — CURVA PADRAO DE NITRITO.
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FONTE: A AUTORA (2022).

NOTA: A figura apresenta a curva padrdo de nitrito obtida para a técnica de Griess. Para a
construgdo da mesma foram preparadas solugdes de NaNO, com concentragdes de 1, 10, 25, 50, 75
e 100 pM diluindo a solugéo estoque de NaNO, 200 uM em agua deionizada.

O grafico na FIGURA 38 indica que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos experimentais.
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FIGURA 38 — GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE NITROGENIO APOS 5 DIAS DE
INCUBACAO COM CONCANAVALINA A.
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FONTE: A AUTORA (2022).

NOTA: A inducéo foi realiza com ConA por cinco dias em células Jurkat na concentragcédo de 0,1x10°
células/poco em placa de 96 pocos, incubadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB, 1%
pen/strep, HEPES [1X] a 37°C com 5% de atmosfera de CO,. Células n&o induzidas foram mantidas
nas mesmas condi¢des de cultivo, sem a adigdo de ConA. Analise estatistica pelo teste t de student
nédo paramétrico (Mann-Whitney). O grafico apresenta médias +/- SD.

3.4 LEITURA DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO ELETRODOS DE
CARBONO

A deposigao de GQD na superficie dos eletrodos € confirmada com a redugao
do pico a partir da segunda varredura, como representado na FIGURA 40. Os

eletrodos que apresentaram correta deposicado de GQD em sua superficie seguiram
para as proximas etapas.

FIGURA 39 — VOLTAMETRIA CICLICA DE CELULAS JURKAT CONTROLES E INDUZIDAS EM
ELETRODOS APOS 5 DIAS DE INCUBAGCAO COM CONCANAVALINA A.
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FONTE: A AUTORA (2022).

NOTA: A inducéo foi realiza com ConA por cinco dias em células Jurkat na concentragéo de 0,1x10°
células/poco em placa de 96 pocos, incubadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB, 1%
pen/strep, HEPES [1X] a 37°C com 5% de atmosfera de CO,. Células ndo induzidas foram mantidas
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nas mesmas condi¢cdes de cultivo, sem a adigdo de ConA. Foi comparada a variagdo de corrente
entre os picos para os graficos de voltametria ciclica das leituras realizadas na auséncia e na
presenca de células para cada um dos grupos analisados. Andlise estatistica pelo teste t de student
nao paramétrico (Mann-Whitney). Valores de P menores que 0,05 (P<0,05) sdo considerados como
indicativo de significancia e esté representada por ** sobre as barras. O grafico apresenta médias +/-
SD.

As leituras das amostras em eletrodos foram analisadas de acordo com a
variacéo de corrente (uUA) dos picos dos graficos gerados para o eletrodo sem e com
amostra, o que indicaria a corrente gerada apenas pela presenga das células,
descontando os valores de corrente pelo ferricianeto de potassio, GQD e PLL da

imobilizac&do das células.

FIGURA 40 — PADRAO DE LEITURA DA TECNICA DE VOLTAMETRIA CiCLICA PARA
DEPOSICAO DE GQD.
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FONTE: A AUTORA (2022).

NOTA: Deposi¢cdo de GQD em eletrodos de carbono. A curva em azul representa a primeira leitura
pela voltametria ciclica, enquanto a curva vermelha e verde representam as leituras 2 e 3,
respectivamente. Esse teste teve por finalidade funcionalizar a superficie do eletrodo com
grupamentos de acido carboxilico, o que permite a posterior imobilizagdo de PLL e células no mesmo.
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4 DISCUSSAO

Apesar de biossensores ja serem utilizados para diagnéstico de doengas, a
principal aplicacéo deles € a partir da resposta imune humoral, detectando se o
paciente adquiriu anticorpos contra a doenca, como o exemplo de um sensor
eletroquimico do tipo SPE para detecgédo de anticorpos IgM especifico para dengue
em amostras de soro (PARKASH et al., 2020). Entretanto, ha casos em que n&o ha
producao de anticorpos apesar de ser infectado pelo patégeno ou que a protegéo
humoral seja de curta duragdo, assim como apresentado no estudo de
Geurtsvankessel et al. (2022), pacientes vacinados para COVID-19 que mantinham
a imunidade contra o SARS-CoV-2 pela presenca de células T CD4" e CD8",
faltando a presenca de anticorpos neutralizantes, mas que devido a resposta imune
celular limitaram o desenvolvimento de casos graves da doencga e auxiliaram na
prevencao. Considerando, entédo, o potencial da imunidade celular como alternativa
aos métodos tradicionais de diagnostico para COVID-19, a hipétese levantada no
presente documento se baseia no diagndstico imunoeletroquimico. Para tal, foram
realizados experimentos que apoiassem a leitura de espécies reativas em sensores
eletroquimicos devido a ativagao de células T, como a analise da proliferacdo das
células Jurkat pelo ensaio de FTIR e os ensaios de produgcdo de ROS e RNS
(apenas nitrito) por DCFH-DA e Griess, respectivamente.

Os dados obtidos pelo ensaio de proliferagdo de linfécitos utilizando FTIR
apresentaram dois pontos relevantes: o surgimento de um novo pico em 1600 cm™ e
a reducdo de pico em 3500 cm™. Segundo os autores Wood et al. (1998) e Wald et
al. (2015), a redugédo do pico em 3500 cm™ devido a presenca de meio residual nas
amostras controles, enquanto o padrdo do novo pico presente em 1600 cm™ segue o
mesmo apresentado por células T CD8" e CD4". Sendo assim, é possivel afirmar
que no periodo de cinco dias incubadas com concanavalina A as células Jurkat
foram capazes de se proliferar, e isso foi detectado pela técnica de FTIR. Ensaios
futuros de proliferacdo de linfécitos marcados com CFSE ou anticorpos contra
proteinas especificas de células T podem ser realizados em um citdmetro de fluxo
para fornecer mais dados que corroborem com os resultados do FTIR.

A verificagdo quanto a producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
durante a proliferagcéo dos linfocitos T tinha por objetivo confirmar os dados teéricos
sobre os linfécitos e determinar qual substancia de fato estava sendo lida nos

biossensores, se era uma combinagado das duas espécies reativas ou apenas uma
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delas. O ensaio de Griess realizado nado apresentou diferenca estatistica entre os
grupos estimulados e nao estimulados, confirmando com dados da literatura que
apresentam apenas a informacao de produgdao de RNS em outros tipos celulares.
Fagocitos, APCs e células B, devido a expressao de fator citosélico de neutréfilos 1
(neutrophil cytosolic factor 1 ou NCF1, em inglés), responsavel pela explosao
oxidativa, produzem RNS quando estimulados por fatores inflamatérios ou
interagcbes com células T. O mesmo nédo é observado em células T, as quais
expressam niveis baixos de NCF1 (ZHONG; YAU; HOLMDAHL, 2019).

Ja quanto a producdo de ROS na ativagdo de células T ha diversas
publicacbes tedricas e experimentais que corroboram esta informacgao, além de
apresentar os paéis da ROS na imunidade celular e descrever como ocorre a
formagdo dessas susténcias. Como ja apresentado anterior, quando estimuladas
com diferentes agentes, ocorre a produgao de ROS por 5-lipoxigenase, NOX-2 e
mitocdndrias em células T. A estimulacdo de TCR eleva a produgdo de O," pelo
complexo mitocondrial Il (Clll) e a de H,0, pela ativacédo de NOX-2 (PENG et al.,
2021; YAROSZ; CHANG, 2018; BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI, 2015). Quanto
ao resultado experimental, Tatla et al. (1999) quantificou a producdo de ROS em
diversas condigdes de cultivo para PBMC (peripheral blood mononuclear cells, em
inglés), que condizem com o0s nossos achados utilizando a célula Jurkat nos
experimentos. Os resultados obtidos no presente documento pelos ensaios de
proliferacdo e produgdo de ROS sugerem que no processo de proliferacao das
células T ha a geragao de espécies oxidantes, tais como peroxido de hidrogénio e
radical superéxido (BELIKOV; SCHRAVEN; SIMEONI, 2015). Ensaios futuros para a
confirmacéao da identidade do oxidante sdo necessarios devido a oxidagcao da sonda
DCFH-DA por outras substancias além das citadas anteriormente (CHEN et al.,
2010).

Para o ensaio realizado nesta dissertacdo quanto a leitura de células Jurkat
controle e induzidas nos biossensores SPE, as analises estatisticas pelo teste t de
student ndo paramétrico (Mann-Whitney) apresentou significancia (P<0,05) quando
comparando o grupo nado induzido para proliferagdo e o grupo induzido com
concanavalina A. Dessa forma, os ensaios de proliferagdo de linfécitos lidos por
FTIR e a detecgdo de ROS por DCFH-DA corroboram com a hipétese levantada no
projeto, reforgcando o potencial da utilizagdo de biossensores para realizar o

diagnostico baseado em respostas imunes célulares.
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5 CONCLUSOES

No periodo de cinco dias as células Jurkat apresentaram indicios de
proliferacdo na presencga de concanavalina A, como se pode analisar pelos dados da
espectroscopia de infravermelho. Nessa condicao, as células Jurkat foram levadas a
producao de espécies reativas de oxigénio, embora o mesmo nao foi observado para
a produgéao de nitritos, uma espécie reativa de nitrogénio.

Essas analises corroboraram o que foi encontrado com o uso de deteccgao
eletroquimica da ativagado celular. Nossos resultados, ainda que preliminares,
indicam o potencial da utilizagdo da plataforma eletroquimica para o diagndstico
rapido e point-of-care de doengas, com analises baseadas em respostas imunes

celulares.
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CONSIDERAGOES GERAIS

A pesquisa bibliografica sobre diagnostico baseado em respostas imunes
celulares ao longo da ultima década demonstrou que nao houve forte
desenvolvimento de tecnologias novas, havendo predominancia dos meétodos de
ELISA, ELISpot e FACS.

Visando o uso de biossensores como alternativa no diagnéstico, os eletrodos
impressos de carbono para detectar a presenga de espécies reativas de oxigénio
produzidas durante a proliferagdo de células Jurkat parece promissor, sendo
necessarias novas analises para concluir o modelo.

A analise in silico das correlagdes entre BCoV e SARS-CoV-2 demonstrou
que os dois virus podem conferir imunidade cruzada devido ao compartilhamento de
varios epitopos comuns. Além disso, ha indicativos da exposi¢gdo humana ao gado

quanto ao desenvolvimento da pandemia de COVID-19.

PERSPECTIVAS

As proximas etapas para a conclusédo do projeto de utilizar uma plataforma
eletroquimica como diagndstico de COVID-19 baseado em respostas imunes
celulares incluem, além dos ensaios ja citados para confirmacdo da ativacdo de
linfécitos e do perfil celular por citometria de fluxo com marcagdo de CFSE ou
anticorpos contra proteinas especificas de células T, a ampliagdo no numero
amostral e utilizagdo células tanto de animais de teste quanto de humanos
imunizados contra COVID-19, realizando a estimulagdo dos linfécitos com antigenos
do SARS-CoV-2, para, entdo, concluir os resultados com a leitura das células por

voltametria ciclica nos biossensores SPE.
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APENDICE
1 PREPARO DE SOLUCOES

1.1 Tampéao fosfato salino

O tampéao fosfato salino (phosphate saline buffer ou PBS, em inglés) foi
preparado diluindo 8 g de cloreto de sodio (NaCl), 0,2 g de cloreto de potassio (KCI),
1,44 g de fosfato de sédio dibasico (NapHPO.) e 0,24 g de fosfato de potassio
monobasico (KH,PO,4) em um litro de agua ultrapura. O tampao foi esterilizado por
autoclavagem a 121 °C por 40 minutos. A solugdo é mantida estéril em todos os

usos e armazenada a 4 °C.

1.2 Solugao de leitura de eletrodos

A solucdo utilizada para realizar as leituras dos eletrodos de carbono é
composta por PBS [1X] + 1 mM de ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]). A solugéo
foi preparada adicionando 1 mg de Ki[Fe(CN)s] em 10 mL de PBS [1X] e

armazenada a 4°C.

1.3 Solugao de lavagem de eletrodos

A lavagem dos eletrodos de carbono é realizada utilizando uma solugao de
0,5 M de &acido sulfurico (H,SO4) € 0,1 M de KCI. O preparo foi feito diluindo 0,037
mg de KCl e 2,5 mL de H,SO4 1M em agua deionizada q.s.p. 5 mL. A solugdo de

lavagem é armazenada em temperatura ambiente.

1.4 Diclorofluoresceina-diacetato

A solucao de 2,7-diclorohidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) a 1000 uM foi
preparada adicionando 0,5 mg de DCFH-DA em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO)
estéril. O preparo desta solugao é realizado imediatamente antes do uso da mesma

e toda a solucdo nao utilizada no ensaio deve ser descartada.

1.5 Padrao de Nitrito de Sédio

Para construir a curva padréao da técnica de Griess para detecg¢ao de nitritos,
foi preparada uma solugao de nitrito de sédio (NaNO;) 1000 yM diluindo 6,9 mg de
NaNO; em 100 mL de agua ultrapura.
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O padrao foi diluido em estoques de nitrito de soédio 200 uM adicionando-se
60 pyL do padrao 1000 uM em 240 pL de agua ultrapura. Ambas as solugdes sao
armazenadas a 4°C.

1.6 Poli L-lisina
A Poli L-lisina (PLL) utilizada para imobilizar os linfécitos no eletrodo de
carbono foi preparada diluindo 100 mg de PLL em 1 mL de agua ultrapura,

resultando em uma concentracao de 0,1% w/v. A solugado é armazenada a 4°C.



