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RESUMO

O sistema imunologico é essencial para controlar e eliminar patégenos como 0 SARS-
CoV-2, agente da COVID-19 que vem sendo transmitida desde dezembro de 2019.
Fatores como o uso adequado de méscaras e outras medidas de protecao individual,
status socioecondmico, e acesso aos servicos de saude sédo algumas variaveis que
podem explicar a variacdo de incidéncia e mortalidade da doenca entre os individuos
expostos. A determinacdo de possiveis diferencas de resposta entre individuos
expostos a mesma cepa viral em casais discordantes para a infeccdo pode
representar um caminho importante para um melhor entendimento das respostas dos
infectados. Assim, focando a resposta de neutréfilos de casais que tiveram diagndstico
positivo e negativo para COVID-19, objetivamos identificar e avaliar apos diferentes
estimulos: a expresséao de receptores ACE2, TLR4 e TLR9; a producao de diferentes
citocinas em sobrenadante; e a liberacdo de NETs, em busca de possiveis
marcadores de resisténcia e suscetibilidade. Um recrutamento foi realizado através
de formulario online com incluséo de casais com diagndstico discordante confirmado
por teste molecular, e que tenham se infectado antes do recebimento das doses da
vacinacdo. A coleta de sangue venoso periférico foi realizada para o isolamento de
neutréfilos e agonistas de TLRs (LPS e ODN CpG) e SARS-CoV-2 inativado foram
utilizados para desafio destas células. A deteccéo das expressdes de ACE2, TLR4 e
TLRY foi realizada utilizando diferentes anticorpos conjugados a fluorocromos por
citometria de fluxo. A liberacdo de NETs séricas e em sobrenadante de cultura foi
quantificada com auxilio do kit Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay e anticorpo anti-
elastase. O kit LEGENDplex™ Human Essential Inmune Response Panel (13-plex)
foi utilizado para quantificacdo de citocinas em sobrenadante. A analise estatistica foi
realizada considerando nivel de significancia de 5%, de acordo com a distribui¢cdo dos
dados e com auxilio do SAS Analytics Software e GraphPad Prism 6. Apds 0s
estimulos encontramos algumas diferencas de respostas entre os casais. Foram
detectadas variagcbes de neutréfilos ACE2+. Quando as células dos individuos
COVID-19 negativo foram estimuladas com ODN CpG, a porcentagem aumentou e foi
superior aos individuos positivos. Além disso, esse grupo apresentou as maiores
porcentagens de neutréfilos TLR4+ sem estimulo e apos SARS-CoV-2 inativado.
Apesar disso, neutrofilos do grupo COVID-19 positivo apresentaram niveis de TLR4
mais elevados. Para a expressao de TLR9, esse comportamento € invertido quando
estimulado com SARS-CoV-2 inativado. Em relagdo a liberacdo de NETS, neutrdfilos
do COVID-19 positivo produziram mais NETs (mesmo sem a infeccdo aguda),
principalmente em niveis séricos e sem estimulo. Apds estimulos, COVID-19 negativo
apresentou os niveis mais altos comparativamente e também séo capazes de produzir
mais IL-8. Assim, ha uma indicacdo de diferenca de resposta entre neutrofilos
pertencentes a diferentes grupos que podem representar alguns fatores de resisténcia
e suscetibilidade a infec¢do por SARS-CoV-2.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; casais discordantes; NETs; ACE2; TLRs; citocinas.
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