CAPITULO 7

RESPOSTAS IMUNES INTEGRADAS NA COVID-19
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RESUMO: Ha evidéncias cientificas de
que o coronavirus da sindrome respiratéria
aguda grave 2 (SARS-CoV-2), agente
etiolégico da doenga por coronavirus 2019
(COVID-19) provoca uma desregulagéo
imunoldgica no individuo. Tal desregulagéo
imune é uma das principais causas de
oObito pela doenca. Este trabalho teve como
objetivo revisar sobre as caracteristicas
imunopatoldgicas do virus em destaque na
evolucdo da COVID-19. Trata-se de uma
revisdo integrativa, conduzida com 0 uso
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dos descritores (DeCS/MeSH): “Imunidade”; “SARS-CoV-2”; “COVID-19”; “Citocinas”, em
conjunto com “AND” em uma busca avangada de artigos nos bancos de dados PubMed
e Medline no corte temporal de dezembro de 2019 a maio de 2022. Foram engendrados
20 artigos nesta revisdo. A resposta imune inata apresenta sua potente e eficaz resposta
através de interferons do tipo | e lll (IFN-I e IFN-IIl), os quais sdo afetados em sua cascata
de sinalizagdo por proteinas virais (Nsps e ORFs) e, assim, citocinas pro-inflamatorias
séo liberadas por macrofagos, como interleucina (IL)-2, IL-6 e IL-7. A resposta adaptativa
€ caracterizada por ter subpopulagbées T helper (Th) 1, Th2, Th17 e T regulatérias (Treg),
baixos niveis séricos de células T citotoxicas, células B exauridas, enquanto a imunidade
humoral é descrita por altas concentracdes de anticorpos neutralizantes, além de elementos
do sistema complemento (C3a e C5a) que foram associados a maior gravidade. A resposta
hiperinflamatoria € distinguida pela tempestade de citocinas, fenbmeno capaz de causar danos
multissistémicos, por intermédio de mediadores, como IL-2, IL-6, IL-10 e INF-g. As respostas
inata, adaptativa e hiperinflamatoria integradas de forma descoordenada guiam o paciente
a complicagbes severas e, até a morte. Logo, o estudo sobre mediadores inflamatérios e
imunidade celular e humoral pode ser de grande valia na producéo de farmacos e de vacinas
baseados na agao viral no organismo humano.

PALAVRAS-CHAVE: SARS-CoV-2; Citocinas; COVID-19; Imunidade.

INTEGRATED IMMUNE RESPONSES IN COVID-19

ABSTRACT: There is scientific evidence that severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 (SARS-CoV-2), the etiological agent of coronavirus disease 2019 (COVID-19), causes
immune dysregulation in the individual. Such immune dysregulation is one of the main causes
of death from the disease. This work aimed to review the immunopathological characteristics
of the virus highlighted in the evolution of COVID-19. This is an integrative review, conducted
using the descriptors (DeCS/MeSH): “Immunity”; “SARS-CoV-27; “COVID-19”; “Cytokines”,
together with “AND” in an advanced search of articles in the PubMed and Medline databases
in the time frame from December 2019 to May 2022. A total of 20 articles were generated in
this review. The innate immune response presents its potent and effective response through
type | and Il interferons (IFN-I and IFN-III), which are affected in their signaling cascade by
viral proteins (Nsps and ORFs) and, thus, cytokines pro-inflammatory drugs are released by
macrophages, such as interleukin (IL)-2, IL-6 and IL-7. The adaptive response is characterized
by having T helper (Th) 1, Th2, Th17 and regulatory T (Treg) subpopulations, low serum
levels of cytotoxic T cells, depleted B cells, while humoral immunity is described by high
concentrations of neutralizing antibodies, in addition to elements of the complement system
(C3a and Cb5a) that were associated with greater severity. The hyperinflammatory response is
distinguished by the cytokine storm, a phenomenon capable of causing multisystem damage
through mediators such as IL-2, IL-6, IL-10 and INF-g. Innate, adaptive and hyperinflammatory
responses integrated in an uncoordinated way lead the patient to severe complications
and even death. Therefore, the study of inflammatory mediators and cellular and humoral
immunity can be of great value in the production of drugs and vaccines based on viral action
in the human body.

KEYWORDS: SARS-CoV-2; Cytokines; COVID-19; Immunity.
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11 INTRODUGAO

A doenca por coronavirus-2019 (COVID-19) é uma patologia infecciosa causada
pelo agente viral coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2 (SARS-CoV-2). Essa
infecgé@o ocasiona uma significativa morbidade e mortalidade, de maneira que constitui um
grave problema de saude publica. Nesse sentido, o SARS-CoV-2 pode apresentar-se na
maioria dos individuos como infec¢do assintomatica e em outros com quadros sintomaticos
(LOPEZ-COLLAZO et al., 2020).

A sintomatologia da doenga é dividida nas formas clinicas: leve, moderada, grave ou
critica. Grande parte dos pacientes tém a doenca leve ou moderada, enquanto uma minoria
dos pacientes progride para o estagio grave ou critico, com risco de vida (AYRES, 2020).
Casos moderados, graves e criticos de COVID-19 apresentam majoritariamente danos
alveolares, sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e reducéo da saturacao de
oxigénio, e ainda podem desencadear respostas inflamatérias severas (BATAH; FABRO,
2020).

A resposta imune humana (pode ser do tipo inata ou adaptativa) a qualquer
infeccdo denota um conjunto de vias complexas e demoradas, sendo resultado de etapas
heterogéneas agregadas que evoluem com o tempo e 0 espaco e incluem diferentes tipos
de células imunes (ZAFER; MAHALLAWY; ASHOUR, 2021). Sob esta 6tica, ha evidéncias
que apontam um protagonismo do sistema imunolégico na patogénese e gravidade da
COVID-19, por meio de uma resposta imune desequilibrada, tanto em padréao de resposta
inato quanto adaptativo. Desse modo, essa resposta imune desregulada em pacientes
gravemente enfermos por COVID-19 fomenta niveis elevados de citocinas pré-inflamatdrias,
acentuando as complicagdes geradas por intermédio de uma resposta hiperinflamatoéria
(ZAFER; EL-MAHALLAWY; ASHOUR, 2021).

Nessa perspectiva, a variabilidade na resposta imunologica do hospedeiro assume
um encargo importante no contexto da progressdo da doencga. Entretanto, as lacunas
referentes aos aspectos das respostas imunes inata, adquirida e hiperinflamatéria no curso
da infecgao, dificultam o entendimento do espectro das manifestacdes dessa patologia
no organismo humano. Diante disso, o presente estudo teve por objetivo revisar o papel
dessas respostas imunes integradas na patogénese da COVID-19.

1.1 Resposta Imune Inata a Infeccédo por SARS-CoV-2

O sistema imune inato possui uma série de mecanismos com a finalidade de
reconhecer moléculas e estruturas exdgenas e/ou enddgenas, iniciando assim a ativacao
da resposta imune. Para cumprir esta funcéao e por estarem presentes tanto no citoplasma
quanto nas membranas de diversas células, os Receptores de Reconhecimento de Padrbes
(RRPs) desempenham um papel essencial na resposta imunolégica (BURGOYNE; FISHER;
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BORTHWICK, 2021; LOWERY; SARIOL; PERLMAN, 2021; SILVA-LAGOS et al., 2021).
Os RRPs reconhecem Padrdes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs), e Padrées
Moleculares Associados a Danos (DAMPs), (BURGOYNE; FISHER; BORTHWICK, 2021;
LOWERY; SARIOL; PERLMAN, 2021). Os receptores TLRs, RLRs e NLRs e inflamassomas
sao PRRs que demonstraram ativar suas vias de sinalizagdo em resposta ao SARS-CoV-2
(DIAMOND; KANNEGANTI, 2022).

De forma resumida, a porta de entrada do virus nas células ocorre pela Enzima
Conversora de Angiotensina 2 (ECA2) via interagdo com a proteina S e posterior clivagem
pela Serina Protease Transmembranase 2 (TMPRSS2), fazendo com que a proteina S
seja ativada e adentre as células dos hospedeiros e possa utilizar da maquinaria celular
para a sua proliferacdo. (LOWERY; SARIOL; PERLMAN, 2021; MORTAZ et al., 2020).
Os intermediarios virais (ssRNA e dsRNA), quando expostos sdo PAMPs identificadas por
TLR3, TLR7, RIG-I e MDAS. Essa interacéo inicia a ativagdo de uma cascata sinalizadora
que resulta na ativagéo transcricional de genes imunes, incluindo citocinas inflamatérias e
interferon (IFN) (LOWERY; SARIOL; PERLMAN, 2021). A resposta imune inata dispde de
mecanismos para uma resposta antiviral eficiente. A cascata de sinalizagao interferon (IFN)
€ um desses mecanismos, a producéo de IFN que atua de maneira autécrina e paracrina
potencializando ag&o antiviral no curso das infeccoes (LOWERY; SARIOL; PERLMAN,
2021).

Ainfecgéo por SARS-CoV-2 ativa e antagoniza a resposta mediada pela expressao e
sinalizagéo do IFN, altera a resposta inflamatoria e a agéo antiviral (mediada por INF), essas
alteragbes promovem o desequilibrio na resposta imune inata, bem como pode influenciar o
curso da doenca (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022; LOWERY; SARIOL; PERLMAN, 2021;
SONG et al., 2020). A manifestacdo de resposta limitada e/ou tardia de IFN-I e Il resulta
em producgéo desregulada e exacerbada de citocinas proé-inflamatérias (IL-2, IL-6, IL-7, IL-
10, G-SCF, IP-10, MCP-1, MIP-1A, TNF-a) (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022; FAIST et al.,
2022; YONGZHI, 2021; ZHENG et al., 2022).

Outra forma de interferir na cascata de sinalizagéo do IFN é pela agdo antagbnica
de genes SARS-CoV-2 que codificam proteinas acessoérias, intercaladas entre os genes
estruturais, que atuam em pontos chaves da cascata impedindo o reconhecimento de
outros componentes virais por RRP (LOWERY; SARIOL; PERLMAN, 2021). Muitos desses
genes sdo conhecidos, e como esperado, varias proteinas virais (Nsp1, Nsp6, Nsp12,
Nsp13, S, M, N, ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7b, ORF8) reduzem ou retardam a expressao
da resposta de IFN (SCHULTZE; ASCHENBRENNER, 2021)

Como relatado anteriormente qualquer condigcdo que altere, limite ou atrase a
resposta de IFN afeta a atividade antiviral da resposta imune inata. Dessa forma, quando
estabelecida essa condicéo, ela favorece a rapida replicagéo viral e por consequéncia esta
estritamente relacionada a maior gravidade e mortalidade da doengca (LOWERY; SARIOL;
PERLMAN, 2021).
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1.2 Resposta Imune Adaptativa a Infeccdo por SARS-CoV-2

A resposta do sistema imune adaptativo € promovida pelas células B (produtoras de
anticorpos), células T CD4+ (com fungéo auxiliar e efetora) de células T CD8+ (com papel de
eliminagéo de células infectadas). O controle e a eliminacao das infec¢des virais dependem
da resposta imune adaptativa do hospedeiro, de forma que compreender o funcionamento
desta resposta frente ao SARS-CoV-2 é de fundamental importéncia para o tratamento
terapéutico e profilaxia (criagao de vacinas) para esta patologia (SETTE; CROTTY, 2021).

As principais caracteristicas hematoldgicas presentes em pacientes com COVID-19
séo leucocitose, linfopenia e relagédo neutrofilo-linfécito (NLR) aumentada, o que demonstra
a importancia de estudar as vias imunoldgicas do hospedeiro envolvidas no combate a
infeccdo causada pelo SARS-CoV-2. Este virus tem como estratégias potenciais para
subverter os fatores da resposta imune adaptativa a procura por estruturas antigénicas,
a inducdo da ativagéo de linfocitos policlonais, a iniciacdo de resposta autoimune, o
bloqueio da interagéo entre as proteinas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) em células apresentadoras de antigeno (APC) e os receptores de células T (TCR),
a desregulacdo da rede de citocinas até o desequilibrio entre as diferentes vertentes
de resposta imune: i1 (de linfécitos T helper (Th) 1, macrofagos-M1, reducéo de células
Natural Killer-NK e linfocitos citotdxicos-CTLs ou T CD8+); i2 (Th2, M2a, eosindfilos e
mastocitos); i3 (Th17, M2b e neutroéfilos); i-reg (Treg e M2c) (GUSEV et al., 2022). O uso
dessas taticas tem o potencial de causar danos teciduais locais e sistémicos a partir de
diferentes respostas autoinflamatérias e autoimunes, além de aumentar a invaséo viral e
infeccdes secundarias (bacterianas e fungicas) (MOHAMED KHOSROSHAHI et al., 2021).

Cinco nsps (nsp7, nsp8, nsp9, nsp12 e nsp13) e as proteinas estruturais (proteina
Spike-S, Envelope-E, Membrana-M e Nucleocapsideo-N) do SARS-CoV-2 foram relatadas
por incluir peptideos conservados capazes de induzir resposta imunogénica por intermédio
de antigeno se ligando ao MHC de classe 1 (MHC-1) e MHC-II (GUSEV et al., 2022). No
intuito de averiguar a imunidade de células T e B em pacientes com COVID-19, estudo
realizado por Savchenko et al. (2022) analisou o circulo de excisédo tanto do receptor de
células T (TREC) como da recombinagédo Kappa-deleting (KREC), os quais sédo produtos
circulares de excisdo extracromossémicos dos rearranjos de TCR e receptor de células B
(BCR), respectivamente, durante a recombinagdo somatica do acido desoxirribonucleico
(DNA) (SAVCHENKO et al., 2022).

Nesse sentido, os autores indicaram que os subconjuntos de TREC e células T,
assim como KREC e células B foram positivamente correlacionadas com presenca de
linfocitos T e B virgens (naive) em sobreviventes de COVID-19. Ademais, a redugéo das
frequéncias de células T dos tipos CD3 + CD4 + CD45RO - CD62L + e CD3 + CD8 +
CD45R0 - CD62L + e aumento da contagem de células de CD3 + CD8 + CD45R0O - CD62L
— foram encontradas por caracterizar um mau prognéstico em pacientes com COVID-19
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(SAVCHENKO et al., 2022).

Anticorpos especificos de regidao do receptor do dominio de ligacédo (RBD) encontrados
em sobreviventes de COVID-19 provaram proteger contra a reinfecgdo por SARS-CoV-2.
Em contrapartida, os pacientes com infecgao por SARS-CoV-2 apresentam antitelogénese
precoce (7 a 14 dias ap6s o inicio dos sintomas), passando de imunoglobulinas (Ig) M
para IgG e, em menor grau, IgA. Outra fungdo que deve ser considerada no contexto de
uma resposta imune humoral é a ativacdo do complemento por anticorpos especificos
do virus. Foi reportado que a ativagdo dos complexos C3a e Cba, além de proteinas do
complemento tais como a lectina de ligagdo a mannose (MBL)/ serina protease 2 associada
a manose (MASP-2) foram fatores preditivos de maior gravidade na COVID-19 (SETTE;
CROTTY, 2021).

Além disso, os pacientes com COVID-19 grave apresentam linfocitos T CD4+
defeituosos e células B exauridas (MOHAMED KHOSROSHAHI et al., 2021; SETTE;
CROTTY, 2021). Nessa conjuntura, os casos graves de COVID-19 foram relacionados
nesta fase imune por liberagdo excessiva de IL-6, IL-2, IL-21, proteina quimioatraente de
monécitos-1 (MCP-1/CCL2) e ligante de quimiocina do motivo CXC 10 (CXCL10/IP-10)
(CHIU et al., 2022).

1.3 Resposta Hiperinflamatéria a Infeccao por SARS-CoV-2

Com relacdo aos estudos acerca do SARS-CoV-2, foram observados diversos
marcadores clinicos para os piores prognosticos e desfechos. Grande parte dos pacientes
adultos apresentam sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) ou sindrome da
angustia respiratoria aguda (SARA), a linfopenia ja mencionada anteriormente (contagem
de linfécitos abaixo de 1000 células/mm3), faléncia multipla dos 6rgaos (MOFs), coagulacéo
vascular intradisseminada (DIC), bem como, a resposta hiperinflamatéria (aumento
exacerbado de citocinas proé-inflamatérias, ou, Tempestade de Citocinas) por meio do
aumento exagerado dos niveis de citocinas IL-6, IL-10 e fator de necrose tumoral - alfa
(TNF-alfa) liberadas por células imunes, tais como linfécitos T e B, células Natural Killer
(NK), macrofagos, células dendriticas (DCs) e células residentes dos tecidos, como
demonstrado no estudo de Safadi (2020).

Aruanachalam et al. (2020) demonstrou por meio de um estudo de coorte que a
capacidade de produgédo de IFN-gama é prejudicada em pacientes com COVID-19, fruto
dos estimulos dos Receptores Toll-like (TLRs) nas células dendriticas plasmocitoides
(pDCs). Em contrapartida, dados de pesquisas acerca da Tempestade de Citocinas em
pacientes infectados foi realizado por outro estudo de coorte com 71 proteinas, e assim, 43
citocinas se apresentaram elevadas nainfeccao, fomentando que essa resposta é de origem
tecidual. Foram identificadas as proteinas: membro 14 da superfamilia do fator de necrose
tumoral (TNFSF14/LIGHT), ENRAGE e oncostatina-M, que também séo pré-inflamatérias,
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principalmente em pacientes em estado grave ou em Unidades de Terapia Intensiva (UTls),
sugerindo que a COVID-19 pode causar uma resposta inflamatéria diferente com citocinas
oriundas dos tecidos pulmonares e a supressao do sistema imune.

O estudo de Delgado-Murcia et al. (2021) quantificou os niveis de producdo de
citocinas (IFN-g, TNF-alfa, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2), das quais INF-gama, TNF-alfa e IL-2
apresentam atividades pré-inflamatérias e IL-4, IL-10 e IL-6 tém sua atividade ligada a
ambas as atuagles pro- e anti-inflamatérias. Detectou-se através de teste molecular
(RT-PCR) nesse estudo uma concentragdo diminuida de citocinas pro-inflamatorias e o
aumento significativo de IL-6 em pacientes com outra condig¢ao respiratéria ndo-COVID-19,
significativamente diferente entre os grupos de infectados e ndo infectados. Os niveis
séricos de IL-2 estdo significativamente aumentados em pacientes sintomaticos de
COVID-19, majoritariamente, mulheres.

N&o ha uma diferenca de niveis de citocinas IL-8, IL-1gama e TNF-gama nos
infectados por SARS-CoV-2 com manifestagdo grave ou leve, entretanto as IL-6 e IL-
10 séo diretamente proporcionais com o curso de gravidade da COVID-19 (WANG et
al., 2020). Durante a tempestade de citocinas haveri a formagédo de um fenémeno de
feedback positivo, responsavel por recrutar mais e mais moléculas, por exemplo, proteinas
do sistema complemento, IL-17, IL-4, IL-12, IL-6, TNF-alfa, IL-1beta, IFN-gama, causando
desequilibrio na resposta imune do hospedeiro e maior morbimortalidade (COPERCHINI
et al., 2021).

21 CONCLUSAO

A desregulagéo imunoldgica na COVID-19 é uma das principais causas de geracéo
de um estado hiperinflamatério no paciente, com hipercitocinemia e producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS), o qual pode levar a lesbes graves nos tecidos pulmonares e
outros 6rgaos vitais, resultando em mau funcionamento de varios érgéos e morte (Fig. 1).
Estudos futuros podem trazer maiores esclarecimentos sobre a tardia resposta adaptativa
e novas estratégias terapéuticas e profilaticas que podem ser desenvolvidas e direcionadas
a esses pacientes.
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Figura 1 - llustracdo esquematizada das Respostas Imunes Integradas na infeccdo por SARS-CoV-2.
Na etapa (1), ha a invaséo por tropismo na célula epitelial alveolar do hospedeiro através da ligagéo
da proteina S com a ECA2, clivada pela protease TMPRSS2. Na fase (2), ha o reconhecimento de
PAMPs e DAMPs da célula infectada por células imunes, primeiramente, por APCs a partir de RRPs de
macrofagos e células dendriticas. Em (3), ha os RRPs, como TLRs, NLRs e MDAS5 detectando essas
particulas virais, as quais através de proteinas, como Nsps e ORFs inibem a sinalizagéo de IFN-1 e
IFN-I11, citocinas de bom prognéstico em pacientes. No estagio (4), os macrofagos agem na fagocitose
de células infectadas sob uma polarizagéo mista M1/M2 (a, b, c) e ha redugéo de niveis de células
NK. Em (5), no meio plasmatico, os monadcitos ativados liberam citocinas pré-inflamatérias. Em (6),
héa a caracterizagéo neste ambiente da presenga de mastécitos, eosinéfilos e DCs. Em (7), proteinas
virais estruturais e Nsps atuam na inibicdo da atividade de adesé&o da célula infectada com APC ao
capilar para indugao de resposta adaptativa. Na fase (8), os linfonodos secretam niveis reduzidos de
células T e plasmocitos a partir de subpopulagdes naive ligadas as APCs por TCR e BCR. Em (9), as
células ThO sao formadas e, logo, em seguida, em (11) formam os feno6tipos atipicos Th1, Th2 e Th17,
além de gerar Treg, com sintese de citocinas pro-inflamatoérias. Em (12) ha diminuicéo nos niveis de
células B, com formagao excessiva de anticorpos neutralizantes (13). Em (14), observa-se a razao
elevada de neutrofilos por linfocitos, a qual € uma das causas para a desregulagéo das células T
nesses pacientes. Para (15), ha evolugdo em uma resposta hiperinflamatéria no tecido alveolar, onde
células T, B, NK e DCs induzem uma tempestade de citocinas. Como resultado, em (16), ha elevacao
de parametros clinicos dos pacientes. Em (17), a elevagédo de complexos do complemento gera
hipercoagulabilidade. Histopatologicamente, ha em (18), infiltragéo linfocitica intersticial, formagéo de
membrana hialina, edema e, consequentemente, em (19), fibrose tecidual. No estagio (20), trombos
e danos multissistémicos sao desenvolvidos, com repercussoes clinicas, que vao desde a SDRA e/ou
SARA, CID, MOD, MOF até o 6bito. Fonte: Autores (2022).
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