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RESUMO

Em dezembro de 2019 relatou-se o primeiro caso da doenca pelo Novo Coronavirus
- COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2 (Coronavirus 2 causador de Sindrome
Respiratéria Aguda Grave). De modo geral, diante uma infecgéo viral, os anticorpos
apresentam papel crucial na protecdo do hospedeiro, entretanto, o fendbmeno de
amplificagéo dependente de anticorpos (do inglés antibody-dependent enhancement
- ADE) é um fator preocupante, visto que pode induzir o agravamento de infeccdes
intermediadas pela atuacdo de anticorpos. Prop0s-se neste estudo avaliar o
envolvimento do receptor CD16 (FcyRIlla) presente em células natural killer (NK) e
monaocitos na ADE por COVID-19. A metodologia foi dividida em trés etapas (E): E1
— pacientes infectados com SARS-CoV-2, apresentando diferentes quadros clinicos,
foram avaliados quanto a frequéncia de NK, mondcitos circulantes e a expressao de
CD16 nestas células; E2 — participantes foram caracterizados quanto ao perfil de
anticorpos plasmaticos especificos contra SARS-CoV-2; E3 — ap0s definicdo do
perfil de anticorpos, avaliou-se o comportamento das células mononucleares
desafiadas in vitro com SARS-CoV-2, na presenca de diferentes perfis de
anticorpos. Em E1 foi possivel observar diferenca significativa da idade entre os
grupos avaliados (leve, moderado e grave), reducdo de mondcitos circulantes no
grupo grave e, menor expressdo de CD16 nas células NK do grupo moderado em
relacdo ao leve. Nas andlises celulares diante da infec¢do in vitro pelo SARS-CoV-2,
nao constatou-se envolvimento da expressdo de CD16 que pudesse ser associada a
ADE. Apesar de nao ter sido possivel observar o fenbmeno ADE in vitro na COVID-
19, ndo podemos descartar sua ocorréncia, visto que outros fatores inerentes ao
protocolo de infeccdo in vitro como caracteristicas das amostras de plasma
selecionadas (tipos de anticorpos), a inativacdo do sistema complemento pré-cultura
celular e a auséncia, in vitro, de citocinas indutoras de ADE, como a IL-10, podem
ter influenciado na expressédo do CD16. Diante do exposto, ndo se pode descartar a
ocorréncia de ADE via receptor Fcyllla, pois outras condicdes que melhor

mimetizem a infecgdo in vivo devem ser testadas.

Palavras-chave: Antigeno CD16; SARS-CoV-2; Células Mononucleares do Sangue

Periférico.



ABSTRACT

In December 2019, the first case of the New Coronavirus disease - COVID-19,
caused by SARS-CoV-2 (Coronavirus 2 causing Severe Acute Respiratory
Syndrome) was reported. In general, in the face of a viral infection, antibodies play a
crucial role in protecting the host, however, the phenomenon of antibody-dependent
enhancement (ADE) is a worrying factor, as it can induce the worsening of infections
mediated by the action of antibodies. This study proposed to evaluate the
involvement of the CD16 receptor (FcyRIlla) present on natural killer (NK) cells and
monocytes in ADE due to COVID-19. The methodology was divided into three stages
(E): E1 — patients infected with SARS-CoV-2, presenting different clinical conditions,
were evaluated regarding the frequency of NK, circulating monocytes and the
expression of CD16 in these cells; E2 — participants were characterized regarding the
profile of specific plasma antibodies against SARS-CoV-2; E3 — after defining the
antibody profile, the behavior of mononuclear cells challenged in vitro with SARS-
CoV-2 was evaluated, in the presence of different antibody profiles. In E1, it was
possible to observe a significant difference in age between the groups evaluated
(mild, moderate and severe), a reduction in circulating monocytes in the severe group
and lower expression of CD16 on NK cells in the moderate group compared to the
mild group. In cellular analyzes of in vitro infection by SARS-CoV-2, no involvement
of CD16 expression that could be associated with ADE was found. Although it was
not possible to observe the ADE phenomenon in vitro in COVID-19, we cannot rule
out its occurrence, given that other factors inherent to the in vitro infection protocol
such as characteristics of the selected plasma samples (types of antibodies),
inactivation of the pre-cell culture complement system and the absence, in vitro, of
ADE-inducing cytokines, such as IL-10, may have influenced the expression of
CD16. Given the above, the occurrence of ADE via the Fcyllla receptor cannot be

ruled out, as other conditions that better mimic the in vivo infection must be tested.

Keywords: CD16 antigens; SARS-CoV-2; Peripheral Blood Mononuclear Cells.
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1. INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, China, relatou-se o primeiro caso
da doenca COVID-19 (do inglés: coronavirus disease), causada pelo novo virus
SARS-CoV-2, o qual alcan¢ou todo o mundo em pouco tempo (ZHENG et al., 2020).
Em marco de 2020, foi declarada pandemia por COVID-19 pela OMS (Organizacéo
Mundial da Saude) (AZKUR et al., 2020).

Os coronavirus, descobertos pela primeira vez na década de 1960, fazem parte
da familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae e género Betacoronavirus.
Sdo envelopados e apresentam como material genético RNA de fita simples de
polaridade positiva. Todos os coronavirus tém genoma por volta de 30 kb envolto
por capsideo helicoidal envelopado em torno de 80 a 120 nm. Os membros da
familia Coronaviridae codificam, no minimo, quatro proteinas estruturais e dezesseis
nao estruturais, em forma de pico, concedendo sua aparéncia de coroa, a qual deu

origem ao seu nome (Figura 1) (LIU et al., 2020).

Figura 1 - Estrutura do virus SARS-CoV-2
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Fonte: Mahmood, Z. et al. 2020.

Legenda: Estrutura do SARS-CoV-2 mostrando a organizagdo das proteinas spike (S), membrana
(M) e envelope (E). O RNA viral esta associado a proteina do nucleocapsideo (N).
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A transmisséo ocorre pelo contato direto ou através da aspiracao de goticulas
respiratérias e aerossois, porém, também foi relatada a transmissao por fomites,
embora menos comum (MARKET et al., 2020). Ap0s exposicdo ao agente
infeccioso, diferentes mecanismos imunolégicos sao desencadeados na tentativa de
controlar a infeccao (CALICH et al., 2009; SAHA et al., 2014).

A COVID-19 apresenta um perfil complexo diante do quadro clinico dos
pacientes, semelhante a outras infec¢des virais, sendo as manifestacfées clinicas
dos pacientes infectados de extrema importancia para o entendimento da
fisiopatologia (AZKUR et al., 2020). A maioria das pessoas infectadas apresentam
sintomas leves, como mal-estar, febre, fadiga, tosse, dispnéia leve, anorexia, dor
de garganta, dores no corpo, dor de cabeca ou congestdo nasal, € alguns também
podem apresentar diarreia, nAusea e vomito. Ja em idosos ou imunossuprimidos sao
atipicas e répida evolucdo, podendo levar a morte, principalmente naqueles com

comorbidades pré-existentes.

A entrada do virus no citoplasma da célula é facilitada pela proteina S (do
inglés: spike) presente na superficie do SARS-CoV-2 que se liga a receptores
humanos ACE2 (Enzima Conversora de Angiotensina Humana 2) e, através de
clivagem proteolitica pela acdo da TMPRSS2 (Serina Protease Transmembrana 2),
também presente na superficie celular, ocorre a fusédo das membranas viral e celular
(Figura 2) (SARZI-PUTTINI, 2020).

13



Figura 2 — Mecanismo de entrada do virus na célula

SARS-CoV-2

Fonte: WATANABE et al., 2021.

Legenda: A proteina S trimérica do SARS-CoV-2 se liga ao receptor celular ACE2 humano. A enzima
TMPRSS2 cliva a proteina S para facilitar a fusdo do envelope viral a membrana da célula
hospedeira.

As respostas imunes inata e adaptativa apresentam-se envolvidas na
infeccdo por coronavirus (LI et al., 2020; LIU et al., 2020; COSSARIZA et al., 2020;
HOFFMANN et al., 2020). Os mecanismos da resposta imune inata envolvem
barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, além de englobar elementos do sistema
imunoldgico essenciais para a defesa imediata do hospedeiro, como neutrdfilos,
monaocitos, macréfagos, complemento, citocinas e proteinas de fase aguda.
Destaca-se que 0s coronavirus utilizam proteinas estruturais, ndo estruturais e
proteinas acessorias para conseguirem chegar aos alvos da resposta imune inata
(MARKET et al., 2020).

Entre as respostas imunes inata e adaptativa, as células NK (Natural Killer
desempenham um papel critico e representam 15% do total de linfocitos no sangue
periférico (KANTO et al., 2007). A maioria das NK (>95%) constituem subpopulacao
citolitica e expressam fenotipicamente CD56°"CD16", estas migram para sitios
inflamatoérios e portam perforinas, proteinas estas que rapidamente medeiam

citotoxicidade. Uma menor subpopulacdo de NK no sangue (<5%) tem fendtipo
14



CD56""CD16, ndo tém perforinas, mas secretam grande quantidade de IFN-y e
TNF-a ap6s ativacdo e sdo superiores as NK CD56" nestas funcdes. Além disso,

secretam citocinas com propriedades antivirais de relevancia (MARKET et al., 2020).

Um estudo que avaliou fungéo e fenétipo das células NK periféricas de pacientes
COVID-19, mostrou que na admisséo dos pacientes o numero destas células nédo se
correlacionou com a gravidade da doenca. No entanto, os pacientes com COVID-19
grave apresentaram numero consideravelmente menor de células NK circulantes em
relacdo aqueles com doenca leve. JA& no periodo de convalescenca, houve
normalizacdo dos niveis de células NK (ZHENG et al., 2020).

Figura 3 — Subpopulagdes de células Natural Killer humanas com base nas expressdes de CD56 e
CD16
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Fonte: LANGERS et al., 2012.

Legenda: Cerca de 90% das células NK isoladas do sangue apresentam nivel baixo de CD56 e alta
densidade de CD16 (CD56d'mCD16b”gh‘). Estas células sdo mais citotdxicas por meio da secregéo de
perforina e granzima do que as células que expressam CD56""" e nenhuma ou baixa expressdo de
CD16 (CD56™"CD16""), as quais produzem mais citocinas.
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Em infec¢des virais, além das células NK, destacam-se também o0s mondcitos.
Sao leucdcitos circulantes precursores de macréfagos teciduais e células dendriticas
gue realizam fagocitose, producao de citocinas e atuam na patogénese de disturbios
inflamatorios. Nesse aspecto, atuam na homeostase do vaso sanguineo e, em
processos infecciosos e inflamatorios, e sdo os primeiros a extravasarem para o

tecido e diferenciando-se-se em macréfagos (ROBBINS et al., 2010).

Em humanos, trés subpopulacbes de células monociticas circulantes foram
identificadas com base na expressado dos receptores CD14 e CD16: CD14""/CD16"
mondcitos classicos ou inflamatérios, CD14""/CD16* monécitos intermediarios e
CD14""/CD16* mondcitos ndo classicos ou pré-inflamatérios. Em  individuos
saudaveis os mondcitos pré-inflamatérios perfazem cerca de 10% dos mondcitos
totais, mondcitos classicos aproximadamente 85% e os mondcitos intermediarios
cerca de 5% (DAMASCENO et al., 2019; MARIMUTHU R et al., 2018).

As pesquisas avaliando o comportamento de mondcitos em pacientes COVID-19
tém demonstrado aumento significativo dos niveis periféricos. Mondcitos totais estdo
mais elevados em pacientes com doenca moderada no periodo de 4 a 6 dias apos
inicio dos sintomas. Por outro lado, nos pacientes com pior evolucdo da doenca, 0s
monocitos estdo reduzidos neste mesmo periodo. No entanto, apés 12° dia de
sintomas ocorre inversao deste padrdao, com tendéncia a normalizacdo em pacientes
(LIU, et al., 2020)

O receptor CD16, presente tanto em mondcitos quanto em células NK, faz
parte da familia de receptores Fc para IgG (FcyRs). Existem trés classes de FcyRs
humanos: FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) e FcyRIll (CD16), sendo os dois ultimos
classificados em isoformas FcyRIlla, FcyRIIb, FcyRlic; FcyRIlla e FcyRIllb, que
diferem entre si quanto a afinidade de ligacdo e caracteristica ativadora/inibitoria
(MARZOCCHI-MACHADO et al.,, 2005; KULKARNI, 2019). Estes receptores
medeiam varias funcbes celulares como producdo de citocinas, fagocitose,
degranulacdo, apresentacdo de antigenos e citotoxicidade celular dependente de
anticorpos (ADCC) (VOGELPOEL et al., 2015; BOURNAZOS et al., 2020).
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Figura 4 — Representagéo esquematica dos receptores Fc de leucécitos humanos.
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Fonte: Hogarth et al., 2012.

Legenda: Todos os FcyRs devem se ligar a varias moléculas de IgG, dentro de um complexo
imunoldgico, para serem ativados. Entre os FcyRs, FcyRI, FcyRlla, FcyRIlc e FcyRllla possuem um
dominio de sinalizagédo citoplasmético classico ITAM (motivo de ativacdo baseado em tirosina
imunorreceptor) e podem ativar células imunes efetoras. Ja o FcyRllb é o Unico FcyR inibitério possui
um ITIM citoplasmatico (motivo inibidor baseado em tirosina imunorreceptor) que medeia a atividade
de sinalizagéo.

De modo geral, os anticorpos tém a funcdo de proteger o hospedeiro contra a
maioria das infeccfes virais, atuando de varias formas, incluindo a neutralizacao,
opsonizacao e lise de células infectadas por virus. Porém, como ja documentado em
outros estudos, especialmente na dengue, estes FcyRs podem contribuir para o
fenbmeno de amplificacdo dependente de anticorpos (do inglés antibody-dependent
enhancement — ADE), no qual ocorre o agravamento de infec¢des intermediado pela
atuacao de anticorpos, que na incapacidade de neutralizacdo eficiente do antigeno,
acabam atuando como facilitadores do processo de entrada na célula do

hospedeiro, favorecendo o patégeno (KULKARNI, 2019).
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Figura 5 — Mecanismo da ADE na infecgéo viral
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Legenda: A) infeccao viral através de receptores celulares na auséncia de anticorpos; B) anticorpos
pré-existentes nao neutralizantes ou subneutralizantes que se ligam ao virus interagem com
receptores gama via fracao cristalizavel da imunoglobulina (Fcy), facilitando a internalizagédo do virus
nas células hospedeiras por endocitose; C) anticorpos pré-existentes nao neutralizantes ou
subneutralizantes podem formar imunocomplexos com particulas virais. Estes podem interagir com
os receptores Fcy das célula hospedeiras, ativando os ITAMs. Alternativamente, os imunocomplexos,
através dos componentes ativados do complemento , interagem com receptores do complemento das
células hospedeiras, ativando a cascata do complemento. As duas vias culminardo numa resposta
imune exacerbada.

Nestas condicdes, os anticorpos ligados ao virus via por¢do Fab auxiliam em
sua entrada nas células-alvo via ligacdo da porcdo Fc do anticorpo, acoplando-se
aos receptores Fc para imunoglobulinas (no caso de IgG sao FcyRs) presentes na
membrana da célula, propiciando a ADE nas células que expressam tais receptores
como monadcitos, macrofagos, células NK, células dendriticas e alguns tipos de
granulécitos (KULKARNI, 2019). Vérias infecgbes virais tém sido associadas ao
fenbmeno ADE, como a dengue (CHAU et al., 2009; Khandia et al., 2018), zika
(Khandia et al., 2018), ebola (TAKADA et al., 2003), infeccdo pelo HIV (FUST,
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1997), e mais recentemente, levantou-se a possibilidade de ocorrer também na
COVID-19 (LEE et al., 2020).

A maioria dos estudos avaliando ADE em infeccbes virais relata que o
receptor Fc mais comum tem sido o FcyRlIla (CD32a), inclusive na dengue (WANG
et al., 2017; LEE et al., 2020). No entanto, estudo avaliando pacientes com dengue
demonstrou haver associacdo da presenca de anticorpos de maior afinidade ao
FcyRllla (CD16), induzindo a susceptibilidade de desenvolver formas mais graves

da doenca, como por exemplo, a trombocitopenia grave (WANG et al., 2017).

Sabe-se que a expressao dos FcyRs é influenciada por citocinas (ANANIA et
al.,, 2019; BOURNAZOS et al.,, 2020). Diferentes citocinas sdo capazes de
induzir/inibir a expressao dos diferentes tipos de FcyRs. Por exemplo, a expressao
de FcyRlla parece ser estimulada por IFN-y, IL-3 e IL-6, e inibida por IL-4, TNF-a e
TNF-B, ao passo que Fcyllb, parece ser induzido por IL-10 e IL-6 e inibido por TNF-a
e IFN-y (ANANIA et al., 2019).

Existem relatos na literatura de diferentes citocinas que imunomodulam a
expressdo de FcyRIIl. Estudo in vitro avaliando pacientes asméaticos demonstrou
que IL-2 e IFN-y induziram a expressao de FcyRIll, diferentemente de IL-4, IL-9 e IL-
6 que inibiram a expressao deste receptor (DAVOINE et al., 2004). Blom et al.
(2003) demonstraram que os niveis de TNF-a foram diretamente relacionados com a
expressao de FcyRIll em macréfagos sinoviais, indicando que esta citocina possa
induzir este receptor em células de pacientes com artrite reumatoide, enquanto que
Velde et al. (1990) sugerem que IL-4 e IL-13 suprimam a expressédo de FcyRs,
incluindo FcyRIlIl (BOURNAZOS et al., 2020).

Apesar de estudos terem avaliado diferentes citocinas e seus papéis na
expressdo de FcyRIll, a IL-10 parece ser a mais relevante. Sugere-se que esta
citocina tenha importante papel na inducdo da expressao de FcyRIIl, estimulando
mondcitos a diferenciarem-se para a subpopulacdo ndo-classica de imunofenétipo
CD14%/CD16" e consequentemente, aumentando sua atividade efetora e pro-
inflamatoria (VELDE et al., 1990; WANG et al., 2008).

Ao passo que sua expressao € influenciada por citocinas, quando expressos, 0s
FcyRs possuem a funcdo de mediar a producao destas, exercendo papel importante
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na homeostase imunolégica, que quando em desequilibrio, pode resultar em
inflamacéo exacerbada. Neste sentido, ainda ndo esta claro qual seria o papel dos
FcyRs na produgéao de citocinas durante infecgdes virais, até que ponto este poderia
favorecer o hospedeiro ou o virus (VOGELPOEL et al., 2015).

Nosso grupo de pesquisa tem observado que parte dos pacientes com
COVID-19 apresentam menor frequéncia e intensidade de expressao de CD16 em
monocitos e células NK. Kuri-Cervantes et al. (2020) reportaram achados muito
semelhantes. Estas observacdes foram o estimulo para investigarmos o papel do
FcyRIlla (CD16) na COVID-19. Desta forma formulou-se a hipétese de que esta
diminuicdo da expressao possa ter relagdo com a ocorréncia de ADE, ocupando o

receptor com o complexo anticorpos sub-neutralizantes/virus.
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5. CONCLUSAO

De modo a avaliar o receptor CD16 nas células NK e mondcitos com o fenémeno

ADE foram evidenciados:

- Nos pacientes com COVID-19 foram observadas diferencas significativas da
idade entre os grupos; reducéo dos niveis de mondcitos totais no grupo grave
em relagdo aos outros grupos e, aumento da expressdo de CD16 em NK no

grupo leve quando comparado com moderado e grave,

- Nas analises de PBMC diante a infeccdo in vitro pelo SARS-CoV-2 néao
constatou-se envolvimento da expressdo do CD16 que pudesse ser
associada a ADE. Porém, ndo se pode descartar a ocorréncia de ADE via
receptor Fcyllla, pois outras condi¢cdes que melhor mimetizem a infeccéo in

vivo devem ser testadas.
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