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ESTRUTURACAO DA TESE

Os resultados desta tese estdo organizados por capitulos, apresentados no formato de
coletanea de artigos cientificos, evidenciando a contribuicdo dos resultados obtidos para o

entendimento da COVID-19.

Capitulo I: Este capitulo retne os artigos relacionados ao metabolismo de
esfingolipidios (SL) e destaca sua relevancia como ferramenta diagndstica e prognostica, além

de sua importancia na compreensdo da patogénese da COVID-19.

Artigo 1: Plasma Sphingomyelin Disturbances: Unveiling Its Dual Role as a Crucial
Immunopathological Factor and a Severity Prognostic Biomarker in COVID-19. Este estudo
explorou o perfil de producdo de esfingolipidios e seus derivados metabodlicos ativos em
pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Foram analisadas a expressdo génica de enzimas
envolvidas no metabolismo dos SL em leucdcitos de sangue periférico de pacientes com

COVID-19 e o potencial dos SL como biomarcadores de gravidade da doenga.

Artigo 2: High-resolution targeted mass spectrometry for comprehensive
quantification of sphingolipids: clinical applications and characterization of extracellular
vesicles. Neste estudo, foi utilizado a técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa em tandem de alta resolucdo (LC-MS/MS com MRM-HR) para
desenvolver um método direcionado a identificacdo e quantificacdo de diversas espécies de
esfingolipidios. As analises foram realizadas em amostras de plasma de pacientes com
COVID-19, bem como em vesiculas extracelulares (EVs), permitindo um mapeamento dessas

biomoléculas e suas potenciais aplicagdes clinicas.

Capitulo II: Neste capitulo, ¢ abordada a relacdo entre a produgdo de esfingosina-1-
fosfato (S1P) e parametros clinicos e inflamatdérios em pacientes com COVID-19. Além disso,
sdo apresentados dados sobre a expressdo génica dos receptores de S1P (S1PR) e de enzimas
do metabolismo de S1P em leucécitos de pacientes com COVID-19. Este capitulo também
inclui uma investigagdo in vitro sobre o papel de S1P e S1PR1 na replicag@o viral do SARS-
CoV-2 e na modulagdo da atividade inflamatéria em macrdéfagos, cujo manuscrito estd em

fase de publicacao.

Capitulo III: Este capitulo lista todos os dez artigos publicados durante o periodo do
doutorado, provenientes da colaboracdo com os consorcios de pesquisa IMUNOCOVID e
AEROBICOVID. Também apresenta um resumo das atividades realizadas durante o periodo

de Doutorado Sanduiche na University of Nebraska, nos Estados Unidos.



A conclusdo foi elaborada com base nos resultados dos capitulos I e II. As
referéncias listadas ao final desta tese correspondem as citagdes presentes na Introducdo, no
Referencial Teorico e discussdo do Capitulo II. As referéncias especificas do Capitulo I estao

localizadas no final dos respectivos artigos.
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EPiIGRAFE

“Educar verdadeiramente ndo é ensinar fatos novos ou enumerar formulas prontas,
mas sim preparar a mente para pensar.”
Albert Einstein

“Ele fortalece o cansado e da grande vigor ao que estd sem forgas... mas aqueles que

esperam no Senhor renovam as suas for¢as. Voam alto como dguias, correm e ndo ficam
exaustos, andam e ndo se cansam.”

Isaias 40:29-31"



RESUMO

A infeccdo por SARS-CoV-2, causador da COVID-19, desencadeia distintos padrdes
patofisiologicos, resultando em alteragdes e desequilibrio na resposta imunoldgica do
hospedeiro. Em casos graves, ocorre uma inflamacdo pulmonar intensa, com impactos
sistémicos. A tempestade de mediadores, incluindo lipidios e citocinas, nos pacientes graves
contribui para o dano tecidual. Os esfingolipidios (SL) desempenham papéis fundamentais em
diversos processos celulares e teciduais, incluindo a regulacdo da inflamacgdo, disturbios
metabolicos e até carcinogénese. Nossa pesquisa utilizou espectrometria de massa de alta
resolugdo e andlise de RNAseq para examinar o metabolismo dos SL em amostras de plasma
de individuos controle (n = 55), pacientes com COVID-19 (n = 204) e individuos
convalescentes (n = 77), correlacionando esses dados com parametros clinicos e inflamatérios
relacionados a gravidade da doenga. Além disso, investigamos in vitro o papel do receptor 1
de SIP (S1PR1) na replicagdo viral do SARS-CoV-2 e na atividade inflamatoria em culturas
de células humanas THP-1 semelhantes a macrofagos. Nossas analises revelaram alteragdes
de espécies de SL no plasma dos participantes do estudo. As alteragdes mais relevantes foram
observadas em pacientes com doenca grave. As espécies de esfingomielina (SM) d18:1/24:0 e
d18:1/24:1 foram identificadas como potenciais biomarcadores de gravidade. Além disso,
notamos uma diminui¢do na expressdo de enzimas envolvidas na via do S1P e seu receptor
S1PRI1, em células sanguineas de pacientes graves com COVID-19. Observamos também,
que a sintese de S1P esta relacionada aos esfor¢os do organismo para transitar para a fase de
recuperacdo e resolucdo da COVID-19, embora ndo pareca exercer um papel anti-inflamatério
definido. Nossos experimentos in vitro demosntraram que o bloqueio do receptor SIPR1 teve
eficacia na reducdo da replicagdo viral e na modulagdo da resposta imune exacerbada. Assim,
nossos resultados ressaltam a interacdo entre a producdo de SIP e esfingomielinas (SM),
identificadas como potenciais biomarcadores de gravidade, com o sistema imunologico na
COVID-19.

Palavras-chaves: Esfingolipidios, Biomarcador, Esfingosina-1-fosfato (S1P), SARS-CoV-2,
COVID-19.



ABSTRACT

The SARS-CoV-2 infection, responsible for COVID-19, initiates diverse pathophysiological
pathways, leading to changes and disruptions in the host's immune response. Severe cases
often manifest intense pulmonary inflammation with systemic repercussions. The storm of
mediators, including lipids and cytokines, in severe patients contributes to tissue damage.
Sphingolipids (SL) play fundamental roles in various cellular and tissue processes, including
inflammation regulation, metabolic disorders, and even carcinogenesis. Our research used
high-resolution mass spectrometry and RNAseq analysis to examine SL metabolism in
plasma samples from control individuals (n = 55), COVID-19 patients (n = 204), and
convalescent individuals (n = 77), correlating these data with clinical and inflammatory
parameters related to disease severity. Additionally, we investigated in vitro the role of
Sphingosine-1-phosphate receptor 1 (S1PR1) in SARS-CoV-2 viral replication and
inflammatory activity in THP-1 human cell cultures resembling macrophages. Our analyses
revealed alterations in SL species in the plasma of study participants, with the most
significant changes observed in severe disease patients. The sphingomyelin (SM) species
d18:1/24:0 and d18:1/24:1 were identified as potential severity biomarkers. Additionally, we
observed a decrease in the expression of enzymes involved in the S1P pathway and its
receptor SIPR1 in blood cells from severe COVID-19 patients. We also noted that S1P
synthesis is related to the body's efforts to transition to the recovery and resolution phase of
COVID-19, although it does not seem to exert a defined anti-inflammatory role. Our in vitro
experiments demonstrated that blocking the SIPR1 receptor was effective in reducing viral
replication and modulating the exacerbated immune response. Thus, our findings highlight the
interaction between S1P production and sphingomyelins (SM), identified as potential severity
biomarkers, with the immune system in COVID-19.

Key words: Sphingolipids, biomarker, Sphingosine-1-phosphate (S1P), SARS-CoV-2,
COVID-19.
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INTRODUCAO

O agente responsavel pela COVID-19 (do inglés, coronavirus diseasel9), o SARS-
CoV-2, foi identificado no final de 2019 e resultou em mais de 774 milhoes de casos e 7
milhdes de dbitos globalmente até 2024 (1-3). Ainda que a maioria dos individuos possam ser
assintomaticos ou manifestar sintomas leves, alguns pacientes, podem progredir para a forma
grave da doenga. As principais manifestacdes clinicas em pacientes graves foram sindrome do
desconforto respiratorio agudo (SDRA), distirbios cardiovasculares, coagulopatia, choque
séptico, hiperinflamagdo, faléncia de multiplos 6rgdos e, em casos extremos, Obito (4—8,8—
11). Além das caracteristicas virologicas, a ocorréncia desses diferentes desfechos clinicos

pode estar relacionada com variagdes na resposta imune (12).

Os esfingolipidios (SL) representam a segunda maior classe de lipidios de membrana e
desempenham multiplos papéis como moléculas sinalizadoras. Eles estdo envolvidos em
processos celulares fundamentais, como crescimento celular, sobrevivéncia, migra¢do de
células imunes, integridade vascular e epitelial, além de desempenharem um papel crucial na
regulacdo da inflamacdo e no desenvolvimento do cancer (13). As Ceramidas (Cer),
esfingosinas (Sph) e esfingomielinas (SM), entre outros metabolitos, compdem os principais

constituintes desse vasto complexo de biomoléculas (60).

A esfingosina-1-fosfato (S1P) ¢ um mediador lipidico bioativo que desempenha fungdes
cruciais em diversas atividades celulares, como migracdo, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular. A S1P ¢ produzida a partir da esfingosina pelas esfingosina quinases (SphKl1 e
SphK2). Posteriormente, ¢ secretada para o espaco extracelular, onde se liga aos receptores
acoplados a proteina G, conhecidos como receptores S1P (S1PRI1-5), para modular o
comportamento celular (14). Além disso, a S1P induz a ativagdo do fator nuclear kappa B
(NF-kB), que regula diversos aspectos das funcdes imunes inatas e adaptativas,
desempenhando um papel central nas respostas inflamatorias (15,16). No entanto, a S1P
também demonstrou atividade anti-inflamatéria ao induzir a polarizacdo de macrofagos M1
(perfil pré-inflamatorio) para o perfil M2 (anti-inflamatério) (17,18). Entretanto, pouco se
sabe sobre a participacdo dos SL no processo inflamatorio em pacientes com COVID-19.
Além disso, ainda ndo estd claro a possivel participagdo desses lipidios na evolucdo da
doenga. Assim, temos proposto que os SL sdo importantes moduladores da imunidade inata e

adaptativa e a producao destes mediadores na COVID-19 necessita ser melhor investigado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos epidemiologicos

Globalmente, foram confirmados 774.593.066 casos de COVID-19 e 7.028.881
mortes até fevereiro de 2024. No Brasil, até a mesma data, foram confirmados 38.374.307 de

casos e 709.601 mortes, com 1,8% de letalidade (19,20) (Figura 1).
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Figura 1: Distribuigdo dos casos de COVID-19 até 04 de fevereiro de 2024.
Fonte: (3).

2.2 Classificacao e caracteristicas estruturais do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é classificado como um membro da familia Coronaviridae,
pertencente ao género Betacoronavirus. Ele é categorizado no grupo IV de acordo com a
classificagdo de Baltimore, possuindo um genoma de RNA de fita simples com polaridade
positiva (ssRNA), que varia de aproximadamente 26 a 32kb. A particula viral ¢ envelopada e

tem uma morfologia esférica, com um didmetro que varia entre 100 ¢ 160 nm (Figura 2) (21—

23).
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Figura 2: Representacdo da estrutura e principais proteinas do SARS-CoV-2.
Fonte: Adaptado de (24).

O SARS-CoV-2 se liga as células alvo dos hospedeiros através do dominio peptidase
da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), que ¢ altamente expressa em células
epiteliais respiratorias. A clivagem da proteina S viral ¢ mediada pela serino-protease
transmembrana tipos 2 ¢ 11D (TMPRSS2, TMPRSS11D), que expde uma regido denominada
“peptideo de fusdo” e desencadeia a fusdo entre o envelope viral e as membranas celulares,
permitindo a entrada do virus (25,26). O RNA gendmico viral, apos ser liberado no
citoplasma da célula, ¢ inicialmente traduzido na ORF1, gerando as poliproteinas ppla e
pplab, que sdo clivadas por proteases virais (3CLpro e Mpro) em proteinas ndo estruturais
(NSP1- NSP16), incluindo a RNA polimerase dependente de RNA (RdRP). A RdRP ¢
responsavel por copiar a fita de RNA (+) em RNA (-), que serve como molde para a sintese
do RNA gendmico. As proteinas estruturais (S, E, M e N) sdo traduzidas no reticulo
endoplasmatico da célula hospedeira. Posteriormente, o RNA gendmico e as proteinas
estruturais se organizam para formar novas particulas virais, que sdo entdo liberadas por

exocitose (Figura 3) (24,25,27).
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Figura 3: Principais etapas do ciclo de replicagdo do SARS-CoV-2 nas células do hospedeiro.
Fonte: Adaptado de (24).

2.3 Aspectos clinicos da infec¢cio por SARS-CoV-2

As principais manifestagdes clinicas da COVID-19 podem variar de sintomas leves
até quadros grave e criticos da doenga. Os principais sintomas descritos sdo febre (83%), tosse
(82%), falta de ar (31%), dor muscular (11%), confusao (9%), dor de cabega (8%), dor de
garganta (5%), rinorréia (4%), dor no peito (2%), diarréia (2%) e nausea e vomito (1%). As
complica¢des mais comuns sdo Sindrome Respiratéria Aguda Grave (17-29%), lesdo cardiaca

aguda (12%) e infec¢des secundarias (10%) (28).

A transmissdo ocorre, principalmente, por meio de goticulas respiratérias liberadas
por tosse ou espirro e aerossol (29). O periodo de incubacdo em média sdo de
aproximadamente 5 a 7 dias podendo variar de 1 a 14 dias. Embora a maioria dos pacientes
desenvolva doenga leve a moderada, 5 a 10% progridem para forma grave ou critica (8,30—
32). A maioria dos casos de COVID-19 com complicagdes graves foram observados em
homens, idosos, € pacientes com alguma doenga de base (8,31), incluindo obesidade, diabetes,

hipertensdo e sindrome metabolica, cuja incidéncia ¢ alta no Brasil (33).
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Casos graves podem ocorrer no inicio do curso da doenga, mas as observagdes
clinicas geralmente descrevem uma progressdo em duas etapas, comegando com uma
apresentacdo leve a moderada seguida por uma piora respiratdria secundaria de 9 a 12 dias
apos o inicio dos sintomas (8,34,35). A piora respiratoria € concomitante com a extensao das
opacidades pulmonares em vidro fosco na tomografia computadorizada do torax,

linfocitopenia, tempo de protrombina alto e aumento de dimero-D (8).

2.4 Imunopatogénese da COVID-19

O reconhecimento de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) e
padrdes moleculares associados a perigo (DAMPs) pelos receptores de reconhecimento de
padrdo (PRRs) ¢ a primeira etapa na ativagdo do sistema imunoldgico inato contra a infec¢ao
viral. Nos compartimentos endossomais, o receptor semelhante a Toll 3 (TLR-3) detecta a
molécula de RNA de fita dupla (dsRNA), enquanto TLR-7 e TLR-8 reconhecem RNA de fita
simples (ssRNA). No citoplasma, os receptores RIG-I (Gene I induzivel pelo acido retinoico),
MDAS (gene 5 associado a diferenciacdo de melanoma) e NOD (receptores semelhantes ao

dominio de oligomerizag¢do de ligacdo de nucleotideos) também podem reconhecer o ssRNA

(36).

Apobs este reconhecimento, os PRRs induzem vias de sinalizacdo intracelular que
levam a ativagdo dos fatores de transcricio como NF-kB, Fator Regulador de Interferon 3
(IRF3) e IRF7. Esses fatores de transcricdo estimulam a expressdo de diversos genes
responsaveis pela producdo de Interferons tipo I (IFN a e ), citocinas pré-inflamatorias e
quimiocinas, além do aumento da expressdo de moléculas coestimulatorias e moléculas de
adesao endotelial para direcionar o recrutamento de cé¢lulas imunes para o local da infeccao
(36,37). A ativagdo de linfécitos T CD4" e CD8" ¢é essencial ¢ auxilia no controle da
replicagdo e disseminacdo viral, bem como, na eliminacdo de células infectadas e regulacao

de danos teciduais (38,39).

A producdo elevada de citocinas e quimiocinas inflamatdrias estimula o
recrutamento de macrofagos e neutrdfilos no sitio da infecgdo. No entanto, a infiltragdo
excessiva de células imunes leva a ocorréncia de dano tecidual via disfungdo do endotélio ¢
vasodilatacdo, favorecendo o edema pulmonar, limitando a troca gasosa, levando a
insuficiéncia respiratéria (Figura 4) (36,37). Os casos graves de COVID-19 podem apresentar
uma tempestade de citocinas associada a sindrome do desconforto respiratorio agudo

(SDRA), com elevadas concentra¢des de mediadores inflamatorios, incluindo IL-2, IL-6, IL-
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7, IL-10, G-CSF, 1P-10, MCP-1, MIP-1a (8,40—45). Enquanto a resposta de IFN tipo I esta
bastante prejudicada em pacientes graves e criticos (com nenhuma atividade de IFN-f3 e baixa
producdo de IFN-a), associada a uma carga viral persistente no sangue e uma resposta
inflamatoria exacerbada, parcialmente impulsionada por NF-«B (46). Alem disso, foi descrito
a ocorréncia de tempestade lipidica nos pulmdes de pacientes graves com aumento de

ciclooxigenase e metabdlitos inflamatorios derivados da lipoxigenase (47).

Infiltragdo excessiva
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* Plasma CXCL10 TNF-a cxcLz  CitH3
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Figura 4: Eventos imunes envolvidos na imunopatogenese da COVID-19.
Fonte: Adaptada de (37).

O SARS-CoV-2 ¢ capaz de induzir a produ¢do de anticorpos, no entanto os titulos
desses anticorpos sdo dependentes da gravidade da doenga e carga viral (48). Além disso,
pacientes com COVID-19 hospitalizados normalmente manifestam linfopenia, sugerindo que
a imunidade celular pode estar comprometida pela acdo do virus (32,49). Qin et al., (2020)
observaram que pacientes graves tendem a apresentar baixas contagens de linfocitos;
leucocitose; elevada razao neutrofilos-linfocitos (RNL); reducao nas células T auxiliares e nas
células T reguladoras; menor frequéncia relativa de mondcitos, eosinéfilos e basofilos;
aumento na porcentagem de células T auxiliares naive e diminui¢cdo nas células T auxiliares

de memoria.
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Células de lavado broncoalveolar e células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) de paciente com COVID-19 mostraram maior expressao dos genes de quimiocinas
Ccl2, Mcp-1, Cxcll0, Ccl3, Ccl4 e Mip-1a, e aumento da apoptose-induzida via sinalizacdo de
P53, o que pode estar associada com a linfopenia dos pacientes € com a imunossupressao nos
sobreviventes (50). Além disso, para que ocorra a saida dos linfécitos de 6rgdos linfoides, ¢
essencial a a¢do da S1P um importante mediador lipidico pleiotropico, da classe dos SL,
envolvido na regulagdo de diversos processos fisiopatologicos em diferentes tipos celulares,

incluindo aquelas do sistema imune inato e adaptativo (13,51).

2.5 Bioquimica e metabolismo de esfingolipidios

Os SL representam a segunda maior classe de lipidios de membrana e desempenham
fungdes essenciais como moléculas sinalizadoras. Eles estdo envolvidos em diversos
processos celulares, incluindo proliferacdo, crescimento celular, sobrevivéncia, reorganizacao
do citoesqueleto, adesdo, migragdo de células imunes, manuten¢do da integridade vascular e
epitelial, além de desempenharem um papel significativo na regulacdo da inflamagdo e no

desenvolvimento do cancer (13).

A ceramida (Cer) ¢ considerada a molécula central no metabolismo dos SL (52) e
pode ser sintetizada a partir de trés vias diferentes (Figura 5): I) Na via de novo, por
condensa¢do de serina e palmitato (palmitoil-CoA) no reticulo endoplasmatico com agdo da
enzima serina palmitoil-CoA transferase, formando a 3-ceto-dihidroesfingosina (KDR), que,
por sua vez, ¢ convertida em dihidroesfingosina, a qual ¢ acetilada em dihidroceramida pela
ceramida sintase (CerS), ¢ a sua dessaturacao resulta na formagao de Cer (15,53). II) através
do catabolismo da esfingomielina (SM) na via da esfingomielinase (SMase) (54,55) e III)
através do catabolismo de SL complexos na via de reciclagem ou catabolica (salvage

pathway) (56).

Diferentes SL sdo gerados a partir do metabolismo da Cer. Sua fosforilagdo pela
enzima ceramida quinase (CerK) resulta na formagdo de ceramida-1-fosfato (C1P) (57). A
ceramidase (CSase) catalisa a quebra da Cer em esfingosina (Sph), que pode ser convertida de
volta em Cer pela ceramida sintase (CerS) ou fosforilada pelas esfingosina quinases (SphK)

para produzir S1P (Figura 5) (58,59).
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Figura 5: Biossintese dos esfingolipidios. (SPT: serina palmitoiltransferase;
KDR: 3-ceto-dihidroesfingosina redutase; CerS: ceramida sintase; CSase:
ceramidase; Des: desaturase; SphK: esfingosina quinase; SPP: S1P fosfatase;
SMase: esfingomielinase; SMS: esfingomielina sintase; CerK: ceramida quinase;
CIPP: ceramida-1-fosfato fosfatase).

Fonte: Adaptada de (60).

As Cer podem ativar o fator de transcrigdo pro-inflamatério NF-kB e estdo
relacionadas a regulagdo do estresse, senescéncia celular e apoptose (61,62). Sua produgdo ¢
desencadeada por fatores de estresse celular, como TNF-a, fator de crescimento neural
(NGF), IL-1B, agentes quimioterapicos e senescéncia celular (54,59). Especificamente, as Cer
tém sido implicadas na infec¢do de células hospedeiras por diversos patdogenos bacterianos e
virais, incluindo Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium,
Escherichia coli, micobactérias, virus do sarampo e rinovirus (63). Embora as Cer sejam
produzidas dentro das células, elas também podem ser detectadas em fluidos bioldgicos, como
plasma ou lavado broncoalveolar, onde se ligam a proteinas transportadoras ou

microvesiculas lipidicas derivadas da membrana plasmatica celular (64).

A desacetilacdo da Cer da origem a esfingosina-1-fosfato (S1P), que desempenha um

papel crucial na regulagdo da motilidade e invasdo celular, angiogénese, maturacdo vascular,
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migra¢do de linfocitos e resposta imune. Além disso, sua presenca esta associada a condi¢des
como cancer, alergias, aterosclerose e doencas autoimunes (59,65). A S1P ¢ encontrada em
menores concentragdes nos tecidos e em concentragdes mais elevadas na circulagdo sanguinea
(~ 0.5 a1 uM) e na linfa (~ 0.1 uM), formando um gradiente de concentracdo de SIP que

regula o trafego dos linfocitos (66,67).

Cerca de 65% da S1P plasmatica ¢ transportada na circulagdo, ligada a apoM de
particulas de lipoproteina de alta densidade (HDL), enquanto 30% esta ligada a albumina e
pequenas quantidades estdo associadas as lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) ou
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (66,68,69). Os eritrocitos produzem cerca de 75% do
S1P presente no plasma, enquanto as plaquetas humanas contém aproximadamente nove
vezes mais S1P em relacdo aos eritrocitos. No entanto, considerando que os eritrocitos
representam cerca de 95% das células sanguineas, sua contribuigdo total para a concentragao
de S1P no sangue ¢ maior. Além disso, as plaquetas ndo possuem as enzimas responsaveis
pela degradacdo do S1P. As células endoteliais também contribuem para a produgdo de S1P

no plasma (70-72).

A S1P ¢ gerada pela fosforilagdo direta da Sph livre por enzimas conhecidas como
esfingosina quinases (SphK1 e SphK2) (Figura 5) (73). Essas duas isoformas de quinases,
juntamente com fosfatases, desempenham um papel crucial no equilibrio entre a Sph e a SIP
(74-76). A enzima SphK1 ¢ predominantemente citoplasmadtica, associando-se & membrana
plasmatica, fagossomas e vesiculas endossomais. Por outro lado, a SphK2 ¢ encontrada em
diversos compartimentos celulares, como o reticulo endoplasmatico, as mitocondrias ou o
nucleo, variando conforme o tipo celular (70,77), sendo mais presente no compartimento

nuclear (78).

A S1P extracelular exerce sua acdo por meio de uma familia de receptores de S1P
(S1PRI1 a 5), que estdo acoplados a proteinas G (79,80). Quando ativados, esses receptores
desencadeiam vias efetoras e respostas celulares especificas, como secre¢do, proliferacao,
sobrevivéncia e migracao celular (Figura 6) (81). O SIPR1 ¢ expresso na maioria das células
imunes e regula a migracdo dos linfocitos, células natural killers (NKT), células dendriticas,
macrofagos, neutréfilos, mastocitos e osteoclastos (51). Os outros receptores, SIPR2, S1IPR3,
S1PR4 e S1PRS, tém uma distribui¢do mais restrita nas células do sistema imunologico. A
expressdo seletiva desses receptores por determinadas populacdes de células imunes oferece

uma regulacdo especifica das suas funcdes efetoras. As células T expressam
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predominantemente SIPR1 e S1PR4; os mastdcitos e macrofagos expressam S1PR1 e S1PR2,

enquanto as células dendriticas e células NK expressam S1PRS. (17,82).

Sobrevivéncia Migrag¢io e mudangas no

citoesqueleto

Secre¢io ’ Proliferagio

Figura 6: Principais vias de sinalizacdo mediadas pelo SIPR1. AC: adenilil ciclase;
cAMP: AMP ciclico, ERK: quinase regulada por sinal extracelular; PI3K:
fosfatidilinositol 3-quinase; PLC: fosfolipase C.

A S1P também ¢ capaz de se ligar ao receptor de TNF associado ao fator 2 (TRAF2)
e estimular a atividade da ubiquitina ligase (E3), e assim ativar a via do NF-kB, o qual regula
varios aspectos das funcdes imunes inatas e adaptativas e serve como um mediador central
das respostas inflamatorias (15,16). A S1P intracelular também ativa o fator de transcri¢ao

NF-«B por meio de TRAF2, contribuindo mais uma vez para a ativagdo imune (73).

No entanto, o papel do metabdlito bioativo S1P na inflamagdo ainda é controverso,
exibindo propriedades pr6 e anti-inflamatorias, dependendo do tipo de célula em que sdo
geradas e do microambiente (83). Por exemplo, foi observado que a S1P pode promover a
transi¢do de macrofagos M1 (perfil pré-inflamatorio) para o perfil M2 (anti-inflamatorio)
(17,18). Além disso, foi relatado que a S1P ligada a lipoproteinas de alta densidade (HDL)
limita a linfopoiese e a neuroinflamagdo em camundongos, em contraste com sua ligagdo a

albumina (84).

Além disso, diversos virus induzem reprogramacao metabolica celular em células do
sistema imunoldgico, incluindo alteragcdes na via glicolica, ciclo do acido tricarboxilico,

aminoacidos e sintese de lipidios (85-89). Por exemplo, células epiteliais bronquicas
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infectadas com SARS-CoV-2 apresentaram 59 - 65% dos genes diferencialmente expressos
relacionados ao metabolismo, incluindo 8 - 18% dos genes associados as vias metabolicas

lipidicas (90).

As alteragdes no metabolismo energético induzidas pelo SARS-CoV-2 podem afetar
o funcionamento adequado de diversos 6rgdos, e os padrdes metabdlicos modificados estdo
correlacionados com a progressdao e gravidade da COVID-19 (91,92). Os lipidios, como
diglicerideos, acidos graxos livres e triglicerideos, foram encontrados em quantidades
elevadas no grupo de pacientes que faleceram devido a COVID-19 (92). Estudos ex vivo e in
vitro também relataram aumento na replicagdo viral em células com acumulo excessivo de
lipidios intracelulares, bem como a formagdo de corpos lipidicos em mondcitos de pacientes
infectados naturalmente e em infec¢des in vitro pelo SARS-CoV-2 (93). Nesses estudos, foi
observado um aumento na expressdo da proteina 1 de ligagdo ao elemento regulador de
esterol do fator de transcricdo (SREBP-1), que ¢ um regulador chave da lipogénese, assim
como do receptor nuclear ativado pelo proliferador de peroxissoma (PPARY) apds a infec¢ao
pelo SARS-CoV-2. Ehrlich et al., (2020) também relataram que o SARS-CoV-2 altera a
expressao ou atividade de PPARa e PPARy nas células epiteliais pulmonares, indicando uma
reprogramagdo celular para um fenotipo lipogé€nico. Esses resultados sugerem que os
distarbios no metabolismo lipidico, tanto sistémicos quanto celulares, desempenham um papel
relevante na gravidade da COVID-19. No entanto, ainda ndo estd claro qual ¢ o perfil de
producdo dos SL e seus derivados metabolicos durante a infec¢do por SARS-CoV-2, nem sua

relacdo com os diferentes aspectos clinicos da COVID-19.
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3 JUSTIFICATIVA

A atividade do sistema imunoldgico ¢ crucial para determinar a evolucdo de
infeccoes e o desfecho clinico das doengas. Em muitos pacientes com COVID-19,
complica¢des pulmonares e sistémicas graves podem resultar em Obito. Esses pacientes
frequentemente apresentam uma resposta inflamatoria robusta, caracterizada pela producao
desregulada de citocinas e mediadores lipidicos, os quais contribuem na patogénese da lesao
pulmonar, edema e migracdo de células inflamatérias. As complicagdes sistémicas afetam
diversos 6rgdos e sdo manifestadas por febre, citopenias, hiperferritinemia, coagulagao
intravascular disseminada e choque hipovolémico, eventos influenciados por mediadores
inflamatorios. Recentemente, observou-se que a ocorréncia de tempestades lipidicas nos

pulmdes de pacientes graves também pode modular esses processos inflamatorios.

Est4d bem estabelecido que os SL desempenham fungdes estruturais e de sinalizagdo
em células eucarioticas. Os metabdlitos dessa via, como o S1P, sdo importantes moléculas de
sinalizacdo implicadas na regulagdo das principais funcdes fisioldgicas, incluindo proliferagao
celular, sobrevivéncia, desenvolvimento embriondrio, organogénese e trafico de células
imunes, e estdo envolvidos em uma variedade de processos patoldgicos, principalmente
aqueles relacionados com respostas inflamatdrias. Em particular, as Cer foram descritas como
potentes agentes pro-inflamatdrios, enquanto o S1P desempenha um papel controverso na
inflamacao, podendo exercer fungdes pro ou anti-inflamatorias. Anélogos do receptor SIPR1
forneceram protecao in vivo contra a resposta fisiopatologica durante a infec¢do por influenza
HIN1 e melhoraram a taxa de sobrevivéncia. Recentemente, foi demonstrado que o
tratamento com analogo deste receptor resultou em controle significativo da resposta imune
apos estimulo com HINI em camundongos, melhorando também a sobrevivéncia,
especialmente quando combinado com o antiviral oseltamivir. A lipidomica ¢ uma abordagem
altamente robusta, com potencial para revelar biomarcadores importantes no diagnostico,
monitoramento ou prevencao do risco de doencas. A desregulacdo da homeostase nas vias de
formagdo dos SL pode fornecer candidatos promissores como biomarcadores de processos
bioldgicos associados a imunopatogénese da COVID-19. Portanto, ¢ determinante investigar a
producdo e participagdo dos SL na inflamacdo sist€émica causada pelo SARS-CoV-2, e

desenvolvimento da gravidade na COVID-19.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia da modula¢ao do metabolismo de esfingolipidios sistémico nas
diferentes manifestacdes clinicas da COVID-19, identificando biomarcadores de prognosticos

e o papel da esfingosina-1-fosfato (S1P) na resposta imunologica de pacientes infectados pelo
SARS-CoV-2.

4.2 Objetivos especificos

Capitulo I:

e Descrever o perfil de produ¢do de SL e seus derivados metabdlicos ativos em

pacientes infectados por SARS-CoV-2;
e Explorar o potencial dos SL como biomarcadores de gravidade na COVID-19;

e Analisar a expressdo génica de enzimas do metabolismo dos SL em leucécitos do

sangue periférico de pacientes com COVID-19.
Capitulo II:

e Investigar a rela¢do entre a producdo de SIP com parametros clinicos e inflamatdrios

em pacientes com COVID-19;

e Analisar a expressdo génica dos receptores de SIP (SIPR) e de enzimas do

metabolismo de S1P em leucocitos do sangue periférico de pacientes com COVID-19;

e Investigar in vitro o papel de SIP e S1PR1 na replicacdo viral do SARS-CoV-2 e

atividade inflamatdria em macrofagos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos éticos

O presente trabalho ¢ derivado do projeto intitulado “Avaliacdo prospectiva de
expressdo génica e resposta humoral em COVID-19 grave: busca de potenciais
biomarcadores para evolu¢do da doenga em pacientes infectados por SARS-CoV-2”,
realizado na cidade de Ribeirdo Preto/SP, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, sob o nimero de CAAE:
30525920.7.0000.5403 e Parecer n® 4.076.158 e estudo AEROBICOVID (CAAE:
33783620.6.0000.5659 ¢ CAAE: 33783620.6.3001.5403).

5.2 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo observacional, descritivo, analitico do tipo transversal, em

pacientes infectados pelo virus SARS-CoV-2 com uma parte experimental in vitro.

5.3 Area de estudo

O estudo foi realizado na cidade de Ribeirdo Preto, Estado de Sao Paulo,
desenvolvido na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — FCFRP-USP,
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — FFCLRP-USP em colaboragao
com o Programa de Pds-graduagdo em Imunologia basica e Aplicada da Universidade Federal

do Amazonas (UFAM).

5.4 Populacio de estudo

Participaram deste estudo pacientes infectados com o SARS-CoV-2, com diagnéstico
molecular confirmado por Real Time PCR e apresentacdo clinica presente ou passada
(convalescentes) da doenga COVID-19, assim como os respectivos controles. Foram

selecionados os seguintes participantes/grupos para o estudo:

Grupo de Controles: individuos provenientes da comunidade USP-Campus Ribeirdo
Preto, com teste molecular (RT-PCR) p6s-swab nasofaringeo negativo, autodeclarados

saudaveis e assintomaticos.



25

Grupo de Pacientes Domiliciares: individuos assintomaticos ou oligossintomaticos e
com resultado positivo para o teste molecular (RT-PCR) para SARS-CoV-2. Estes
participantes foram provenientes de buscas domiciliares, ap6s consulta de relatorios da
Vigilancia Epidemioldgica de Ribeirdo Preto e/ou sistema Hygia para identificagdo

dos casos testados positivos, realizados via Unidades Basicas, e foram classificados

conforme a gravidade da doencga, em leves ou moderados.

Grupo de Pacientes Hospitalares: pacientes atendidos em  hospital
privado/filantropico (Hospital Sdo Paulo ou Hospital Santa Casa de Misericordia de
Ribeirdo Preto), que testaram positivo para o SARS-CoV-2 como rotina hospitalar de
atendimento de individuos com sindrome gripal por RT-PCR (kit Biomol
OneStep/COVID-19; Instituto de Biologia Molecular do Parana - IBMP Curitiba/PR)
usando swabs nasofaringeos e/ou ensaios soroldgicos para detectar anticorpos

IgM/IgG (teste de anticorpos SARS-CoV-2%; Guangzhou Wondfo Biotech, China).

Estes participantes hospitalares foram classificados nos grupos Moderado, Grave e
Critico seguindo as recomendagdes da OMS (35,46,94-96). Essas classificagdes foram
utilizadas para definir a escala de evolugdo clinica dos pacientes, de acordo com os critérios
para a classificagdo clinica dos pacientes definidas no momento da coleta da amostra,

conforme mostrado na Tabela 01.
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Tabela 1: Classificacdo dos participantes do estudo conforme & gravidade da COVID-19.

Classificacio Sintomas, sinais e parimetros clinicos

Controles saudaveis - Negativo para 4cido nucleico SARS-CoV-2
- Sem sinais clinicos

- Positivo para 4cido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste sorologico

- Com ou sem os seguintes sintomas: diarreia, tosse, febre, dor de cabega, perda do paladar
(ageusia)/ cheiro (anosmia), mialgia, ndusea e vomito

- Saturacgdo de oxigénio 94-99% no ar ambiente

Leve

- Positivo para 4cido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste sorologico
- Manifestacao de sintomas leves de doenca, incluindo dispneia
Moderado - Saturagdo de oxigénio > 93% no ar ambiente e PaO2/FiO2 250-300 mmHg
- Nao precisa de suportes invasivos: cateter nasal (oxigénio 2-4 L/min) ou reservatorio de
oxigénio (oxigeénio 4-12 L / min)

- Positivo para 4cido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste sorologico

- Possivel admissdo em unidades de terapia intensiva

- Grave dificuldade respiratoria

- Saturagdo de oxigénio <93% em ar ambiente e PaO2/FiO2 <250 mmHg

- Nao precisa de suportes invasivos: reservatorio de oxigénio ou mascara facial sem
reinalacdo (oxigénio 10-15 L/min)

Grave

- Positivo para 4cido nucleico SARS-CoV-2 e / ou teste sorologico
- Admissdo em unidades de terapia intensiva
- Sindrome da insuficiéncia respiratoria aguda
Critico - Necessita de Determinar Invasiva
- PaO2/FiO2 < 200 mmHg
- Com ou sem um ou mais parametros adicionais: necessidade de hemodialise, sepse,
choque séptico e disfuncdo de 6rgdos multiplos

Abreviaturas: FiO», fracdo inspirada de oxigénio; PaO», pressao parcial de oxigénio.

5.5 Tamanho da amostra

Foram estudados os pacientes atendidos pelos médicos/pesquisadores, no periodo de
abril a dezembro de 2020, por demanda espontanea dos Hospitais participantes do estudo. O
numero amostral foi composto por 259 participantes totais. Desses, 55 foram participantes
negativos para SARS-CoV-2, usados como controles das analises de sangue total. Pacientes
Domiliciares (n=60) e Hospitalares (n=144), totalizando 204 pacientes positivos para
COVID-19, foram categorizados em leve (n = 36), moderado (n = 60), grave (n = 67) ou

critico (n =41).
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5.6 Critérios de elegebilidade

5.6.1 Critérios de inclusao

Individuos de ambos os sexos, idade igual ou superior a 18 anos, com diagnostico
molecular ou sorologico positivo para o SARS-CoV-2, atendidos no Hospital Sdo Paulo ou

Hospital Santa Casa de Misericordia de Ribeirdo Preto em Ribeirdo Preto/SP.

5.6.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas do estudo pacientes gravidas.

5.7 Coleta das amostras de sangue periférico

As amostras de sangue de controles saudaveis e de participantes
assintomaticos/leves ndo hospitalizados foram coletadas no Centro de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico “Supera Park™ (Ribeirdo Preto/SP) ou na residéncia de pacientes que
receberam atendimento domiciliar. As coletas de amostras de pacientes hospitalizados foram
realizadas no Hospital Sdo Paulo e Hospital Santa Casa de Misericordia de Ribeirdo Preto,
ambos com unidades de internacdo e servigos de urgéncia e emergéncia ¢ ambulatdrio

especializado para o atendimento de pacientes com COVID-19.

As amostras de sangue periférico foram coletadas por pun¢do venosa em tubos com
sistema a vacuo com gel separador (Gel BD SST® Il Advance®); tubos com o anticoagulante
acido etilenodiamino tetra-cético (EDTA) (BD Vacutainer® EDTA K2) para andlises
lipidomica e moleculares; e tubo PPT (Plasma Preparation Tube, Vacuntainer BD) para

dosagem de citocinas.

5.8 Avaliacio de SL em amostras de sangue periférico

Essas metodologias foram realizadas no Centro de Exceléncia de Quantificacdo e
Identificacdo de Lipidios — (CEQIL), da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao
Preto (FCFRP) — USP e no Grupo de estudos em Biotecnologia e Imunoquimica de Lipidios
(GeBIL).
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5.8.1 Extracao liquido-liquido e preparac¢ao de amostras para LC-MS/MS

Todas as etapas foram realizadas a temperatura ambiente, a menos que especificado de
outra forma (97,98). Resumidamente, amostras de plasma (250 pL) foram ajustadas para 1
mL com PBS e transferidas para um frasco de centrifuga de vidro. Em seguida, foram
adicionados 10 pL do padrao interno (Mistura II de Cer/Sph 10 uM, LM6005, Avanti® Polar
Lipids, Alabaster, Alabama, EUA), 300 uL de HCIl a 18,5%, 1 mL de MeOH e 2 mL de
CHCI; antes de agitar o conteudo por 30 minutos (50 rpm). As amostras foram centrifugadas
por 3 minutos a 2000 g, a fase organica inferior foi transferida para um novo tubo de ensaio, e
a fase aquosa restante foram adicionados mais 2 mL de CHCIl; para repetir a extracdo antes de
combinar as duas fases organicas e secar o solvente organico em um speed vaccum por 45
minutos a 60°C. As amostras foram ressuspendidas em 100 uL. de MeOH:CHCI3 (4:1, v/v) e

agitada por 1 min antes de ser armazenadas a -80 °C.
5.8.2 Quantificacdo de SL por LC-MS/MS

As amostras de lipidios extraidas foram analisadas para quantificacdo de SLs, seguindo
método modificado dos previamentes descritos (97,99). Em resumo, a cromatografia liquida
foi conduzida utilizando uma coluna Ascentis Express C18 (Supelco, St. Louis, MO, EUA)
com dimensdes de 100 X 2,1 mm e um tamanho de particula de 2,7 um, mantida a 40 °C
durante todo o procedimento em um sistema de cromatografia liquida de ultra-alto
desempenho (UHPLC) (Nexera X2; Shimadzu, Kyoto, Japao). A coluna foi equilibrada por
20 min e, em seguida, uma amostra de 10 pL foi injetada na coluna de HPLC. A eluicdo foi
realizada usando um sistema de gradiente bindrio composto por Fase A (H2O com 1% de
acido formico) e Fase B (MeOH). A eluicdo em gradiente durou 20 min a uma vazao de 0,5
mL/min, com as seguintes configuragdes: 0,0-1 min—30% B, 1,1-2,5 min—-85% B, 2,5-5,0
min—100% B, 5,0-15 min—100% B e 15,1-20 min—re-equilibrada com 30% B. O sistema de
HPLC estava conectado a um espectrometro de massas TripleTOF 5600+ (SCIEX, Redwood
City, CA, EUA). A varredura de monitoramento de reacdo multipla de alta resolugdo
(MRM!R) foi realizada usando uma fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI) no modo de ion
positivo. Calibragdes externas do sistema de entrega calibrado (CDS) foram realizadas usando
uma sonda de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI). A calibracdo de massa
automatica (<2 ppm) foi realizada apds cada uma das cinco inje¢des de amostra usando a
Solugdo de Calibragao Positiva APCI (SCIEX, Redwood City, CA, EUA) injetada via infusdo

direta a uma vazao de 300 pL/min. Os parametros instrumentais incluiram o seguinte: gas
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nebulizador (GS1) a 50 psi, gas turbo (GS2) a 50 psi, gas de cortina (CUR) a 25 psi, voltagem
de eletronebulizacdo (ISVF) a +4500 V e temperatura da fonte de ionizag¢@o por pulverizagao
turbo a 500 °C. O tempo de permanéncia foi definido em 10 ms e uma resolu¢do de massa de
35.000 foi alcancada a m/z 400. A aquisicdo de dados foi realizada usando o software
Analyst™ (SCIEX, Redwood City, CA, EUA). A identificacdo qualitativa de espécies de
lipidios foi realizada usando o software PeakView™ (SCIEX, Redwood City, CA, EUA). Para
analise quantitativa, foi utilizado o software MultiQuant™ (SCIEX, Redwood City, CA,
EUA), permitindo a normalizagdo da area de pico de ions moleculares individuais usando um

padrdo interno para SL (Avanti Polar Lipids-LM6005).

5.9 Dosagem de citocinas plasmaticas por Cyfometric Bead Array - CBA

As citocinas e quimiocinas IL-1p, IL-6, IL-8/CXCL-8, IL-10, TNF e IL-12p70 foram
quantificadas nas amostras de plasma dos pacientes e individuos controles pela técnica de
Cytometric Bead Array (CBA) com o Kit Cytometric Bead Array Human Inflammatory
Cytokines Kit (BD® Biosciences, San Diego, CA, USA), seguindo as orienta¢des descritas

pelo fabricante.

O Kit BD™ CBA utiliza uma série de particulas (microesferas ou beads) de tamanho
conhecido e com intensidade de fluorescéncia distinta para detectar simultaneamente através
de uma superficie de captura as vérias citocinas soltveis. Cada bead de captura estava
conjugada com um anticorpo especifico para cada citocina. A detec¢do das citocinas presentes
na amostra foi realizada através de anticorpos conjugados ao fluorocromo ficoeritrina (PE)
que fornecem um sinal fluorescente em proporcao a quantidade de citocina da amostra ligada
a bead. Os complexos formados de bead de captura + citocina da amostra + anticorpo de
detec¢do sdo quantificados através da Citometria de Fluxo. A intensidade da Fluorescéncia PE
de cada complexo revela a concentragdo em pg/mL de cada citocina. Para a aquisi¢do das
amostras foi utilizado o Citdmetro de Fluxo FACSCanto II (Becton, Dickinson and Company,
San Jose, CA, USA). O software FCAP-Array™ (v3.0.1) foi utilizado para calcular as

concentragdes em pg/mL e Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) de cada citocina.
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5.10 Avaliacio de expressdo génica de genes relacionados a via dos esfingolipidios e

ceramidas por RNA Sequencing (RNA-Seq) em amostras de sangue periférico

O RNA total de 12 controles e 52 pacientes com COVID-19 foi obtido a partir da
camada leucocitéria (buffy coat) congelado em Trizol e purificado usando um kit em colunas
de silica com tratamento de DNAse (Life Technologies, PureLink DNase Set, Catalog No.
12185010) de acordo com as especificacdes do fabricante (Life Technologies, PureLink RNA
Mini Kit, Catalog N°. 12183018A). O RNA de alta qualidade foi eluido em um tampao
especial RNase-free, pronto para uso direto ou armazenamento a -80°C. O RNA purificado
estava isento de proteinas nucleases e outros contaminantes e inibidores. A concentragdo e a
qualidade do RNA extraido foram verificadas no Fluorémetro Qubit (/nvitrogen, Qubit RNA
BR Assay Kit, Catalog No. Q10211) e no instrumento Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Agilent 2100 Bioanalyzer system with RNA 6000 Nano kit, Catalog No. 5067-1511),
respectivamente. Todas as matrizes de expressdo de transcrigdo foram realizadas em uma
instalacdo de alto rendimento (Thermo Fisher Scientific, Microarray Research Services
Laboratory, Santa Clara, CA, USA) usando a plataforma de sequenciamento Clariom S Assay

(Applied Biosystems, Clariom S Assay human, Catalog No. 902927).

5.11 Avaliacdo in vitro do papel de S1P e S1PR1 na replicacdo viral do SARS-CoV-2 e

atividade inflamatoria.

5.11.1 Cultura de células THP-1

As células THP-1 (linhagem celular de leucemia monocitica aguda humana) foram
cultivadas em meio liquido DMEM-c (suplementado com glutamina, NaHCO3 (2,0 g/L), 10%
de soro fetal bovino (SFB), 500 UI de penicilina, 500 pg de estreptomicina e 1,25 ug
Anfotericina B (Gibco) em estufa imida a 37°C com 5% de CO,. Para induzir a diferenciacao
em macréfagos aderentes, as células THP-1 foram tratadas com 25 nM de forbol 12-miristato
13-acetato (PMA, Sigma Aldrich) e semeadas a uma densidade 1x10°/pogo por 24 horas.
Apos diferenciacado, as culturas de células foram lavadas uma vez com meio incompleto e as
células aderidas foram entdo utilizadas para os testes de viabilidade celular e ensaios de

replicagdo viral e atividade inflamatoria.
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5.11.2 Ensaio de citotoxicidade celular

A determinagdo da concentragdo padrao de S1P, FTY720 (Andlogo de S1P), SK-I/IT
(Inibidor da enzima Sphk1/2, produtora de S1P) e W146 (Antagonista do receptor SIPR1) e a
viabilidade celular foi testada pelo método MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-
difeniltetrazolio) (Sigma, EUA). As células THP-1 semelhantes a macréfagos, semeadas a
uma densidade de 1x10°/pogo (placas de 96 pogos), foram tratadas com S1P (17:1) (Avanti®
Polar Lipids), FTY720 (Sigma), SK-I/II (Abcam) e W146 (R&D Systems) nas concentragdes
1.25uM, 2.5uM, 5uM, 7.5uM, 10uM e veiculos por 24 horas. Em seguida, os sobrenadantes
de células foram retirados e substituidos por 100 pL de solu¢ao de MTT (0,5 mg/mL), diluido
em DMEM por 4 horas em estufa timida a 37°C e 5% CO.. Como controle positivo de morte
celular foi utilizado o tratamento com DMSO 10% em DMEM. Em seguida, os sobrenadantes
de cultura foram retirados e adicionado 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO)/pogo por 30 min
ou até total solubilizag@o dos cristais de formazan, provenientes do metabolismo mitocondrial.
As medidas de absorbancia foram obtidas em espectrofotometro de microplaca em 540 nm

(Aparelho pQuant - BioTek, Instruments, INC).
5.11.3 Preparaciao do in6culo viral

O in6culo viral de SARS-CoV-2 cepa CV28/B.1.1.33 foi preparado e fornecido pelo
Laboratério de Patogénese Viral, em conformidade com rigorosas condi¢gdes de biosseguranga
de nivel 3, localizado no Centro de Pesquisa em Virologia do Departamento de Imunologia e

Bioquimica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP (100).

5.11.4 Tratamento farmacologico profilatico e infec¢do por SARS-CoV-2 em células

THP-1

O papel da via SIP/S1PR1 na infec¢do por SARS-CoV-2 foi estudado em culturas de
células THP-1 semelhantes & macrofagos. As células (1x10°/pogo) foram expostas ao
tratamento profilatico com SI1P 1uM e 5uM, FTY720 1uM e 5SuM (Anélogo de S1P), SK-I/IT
1uM, 5uM e 10uM (Inibidor da enzima Sphk1/2, produtora de S1P) por 24 horas e W146
10uM (Antagonista do receptor SIPR1) por 1 hora, em placas de 96 pocos em DMEM-c.

Apés os tratamentos profildticos, os sobrenadantes foram removidos e adicionamos as
particulas viaveis de SARS-CoV-2 cepa CV28/B.1.1.33 (MOI 1.0) e incubamos por 24 horas

em meio DMEM-c. Além dos grupos experimentais com a estimulagao viral, foram incluidos
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controles com apenas meio de cultura, apenas infectados com SARS-CoV-2 ou apenas
tratamentos. Apos o periodo de infeccdo por 24 horas, os sobrenadantes foram coletados para
a dosagem de citocinas, enquanto o lisado de células foram utilizadas para a quantificacdo da
carga viral. Todas as culturas foram realizadas em triplicata para garantir a replicabilidade dos
resultados. O experimento foi realizado no Laboratério de Patogénese Viral, em conformidade
com rigorosas condi¢des de biosseguranca de nivel 3, localizado no Centro de Pesquisa em
Virologia do Departamento de Imunologia e Bioquimica da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto — USP.
5.11.5 Quantificacdo da carga viral do SARS-CoV-2

O genoma SARS-CoV-2 foi quantificado por RT-PCR quantitativa utilizando
conjuntos de primers e sondas para amplificacdo dos genes do Nucleocapsideo (N2) e
RNAse-P housekeeping (Tabela 2) (101). As amostras de RNA foram extraidas com Trizol®
(Invitrogen, CA, EUA) a partir de 200 puL de cultura celular para determinar a carga viral da
infeccdo nos ensaios in vitro. Resumidamente, foram utilizados 100 ng de RNA extraido, 20
uM dos primers especificos, 5 uM de sonda e TagPath 1-Step qRT-PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os testes de RT-PCR quantitativa foram realizados no
termociclador Step-One Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando os
seguintes parametros de ciclagem: 45°C por 10 min, 95°C por 2 min, seguido por 45 ciclos de

95°C por 5s e 60°C por 30s.

Tabela 2: Sequéncias de Primers e sondas para deteccdo do genoma SARS-CoV-2 e gene housekeeping.

Primers Sequéncia Referéncia
Foward 5’-TTA CAA ACA TTG GCC GCA AA-3°

N2 Reverse 5’-GCG CGA CAT TCC GAA GAA-3’ Luetal., 2020

5’-FAM-ACA ATT TGC CCC CAG CGC TTC AG-

Sondas BHQI1-3’
Foward 5’-AGA TTT GGA CCT GCG AGC G-3’

RNAse-P  Reverse 5’-GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT-3’ Luetal., 2020
Sondas 5’-FAM - TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG CG -

BHQ-1-3’
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5.11.6 Dosagem de citocinas do sobrenadantes de cultura por ensaio imunoenzimatico

(ELISA)

As concentragdes das citocinas IL-1B e IL-6, a partir do sobrenadante de cultura,
foram dosadas pelo teste imunoenzimatico Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
sanduiche. As dosagens foram feitas a partir do plasma/soro dos individuos do grupo de
pacientes e controles. Utilizamos kit comercial da R&D Systems, (Minneapolis, MN, USA),

seguindo o protocolo e recomendacdes técnicas descritas pelos fabricantes.

5.12 Analises estatisticas

Os dados clinicos e laboratoriais dos participantes do estudo foram computados e
apresentados em formas de tabelas e graficos, elaborados nos softwares Excel 2013
(Microsoft Corporation) ¢ Graphpad Prism™ (Versdo 9.0) (San Diego, CA, USA),
respectivamente. A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade Shapiro-
Wilk e D'Agostino & Pearson test. As analises comparativas entre os grupos foram realizadas
por meio dos testes Mann-Whitney (para dois grupos) ou Kruskal-Wallis seguido por
comparagdo multipla de Dunn, para trés ou mais grupos. As diferengas observadas foram

consideradas significantes quando p<0,05.

- Analise discriminante de minimos quadrados parciais (Partial Least Squares -
Discriminant Analysis - PLS-DA) foi realizada para determinar metabolitos de SL alterados

€ que possam atuar como biomarcador de gravidade na COVID-19 (102).

- Anilise da Curva Caracteristica de Operacido do Receptor (ROC) foi realizada para
verificar a capacidade preditiva dos possiveis biomarcadores, determinada pela area sob a
curva (AUC), com intervalos de confianca de 95%. AUC>0,70 foram considerados
clinicamente relevantes. A Curva ROC ¢ um método estatistico utilizado para avaliar a
eficacia de biomarcadores em distinguir dois grupos. A AUC ¢ um indicativo para resumir a
precisdo geral do teste (103). AUC de 0,7 a 0,8 sdo aceitaveis e de relevancia clinica; 0.8 a 0,9

sdo excelentes e 0,90 a 1.0 sdo excepcionais (104).

- Andlise de Regressio Logistica Binomial foi realizada para avaliar a associa¢do de SL
com os desfechos clinicos de gravidade e mortalidade usando o software Jamovi (Versdo 1.6 -

2021).
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- Analise de correlacio entre as variaveis foi conduzida utilizando o teste ndo paramétrico
de Spearman, onde diferencas foram consideradas estatisticamente significantes para valores
de p<0,05. Os resultados foram visualizados graficamente através de uma matriz de
correlacdo utilizando a fungdo corrplot. Esta representacdo permitiu a demonstragdo das
interacdes complexas entre os dados laboratoriais, metabolitos e mediadores inflamatorios

avaliados, destacando correlagdes positivas e negativas em cada grupo clinico.
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n® 2021/04590-3 para C.A.S.). Apoio adicional foi fornecido pela Coordenacdo de
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6 RESULTADOS

Os resultados desta tese estdo organizados por capitulos, apresentados no formato de
coletanea de artigos cientificos, evidenciando a contribuicdo dos resultados obtidos para o

entendimento da COVID-19.

Capitulo I: Este capitulo retne os artigos relacionados ao metabolismo de
esfingolipidios (SL) e destaca sua relevancia como ferramenta diagndstica e prognostica, além

de sua importancia na compreensdo da patogénese da COVID-19.

Artigo 1: Plasma Sphingomyelin Disturbances: Unveiling Its Dual Role as a Crucial
Immunopathological Factor and a Severity Prognostic Biomarker in COVID-19. Este estudo
explorou o perfil de producdo de esfingolipidios e seus derivados metabodlicos ativos em
pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Foram analisadas a expressdo génica de enzimas
envolvidas no metabolismo dos SL em leucdcitos de sangue periférico de pacientes com

COVID-19 e o potencial dos SL como biomarcadores de gravidade da doenga.

Artigo 2: High-resolution targeted mass spectrometry for comprehensive
quantification of sphingolipids: clinical applications and characterization of extracellular
vesicles. Neste estudo, foi utilizado a técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa em tandem de alta resolucdo (LC-MS/MS com MRM-HR) para
desenvolver um método direcionado a identificacdo e quantificacdo de diversas espécies de
esfingolipidios. As analises foram realizadas em amostras de plasma de pacientes com
COVID-19, bem como em vesiculas extracelulares (EVs), permitindo um mapeamento dessas

biomoléculas e suas potenciais aplicagdes clinicas.

Capitulo II: Neste capitulo, ¢ abordada a relacdo entre a produgdo de esfingosina-1-
fosfato (S1P) e parametros clinicos e inflamatdérios em pacientes com COVID-19. Além disso,
sdo apresentados dados sobre a expressdo génica dos receptores de S1P (S1PR) e de enzimas
do metabolismo de S1P em leucécitos de pacientes com COVID-19. Este capitulo também
inclui uma investigagdo in vitro sobre o papel de S1P e S1PR1 na replicag@o viral do SARS-
CoV-2 e na modulagdo da atividade inflamatéria em macrdéfagos, cujo manuscrito estd em

fase de publicacao.

Capitulo III: Este capitulo lista todos os dez artigos publicados durante o periodo do

doutorado, provenientes da colaboragdo com os consorcios de pesquisa IMUNOCOVID e
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AEROBICOVID. Também apresenta um resumo das atividades realizadas durante o periodo

de Doutorado Sanduiche na University of Nebraska, nos Estados Unidos.

6.1 CAPITULO I: Artigos originais publicados relacionados ao metabolismo

esfingolipidios (SL).

Artigo 1: Plasma Sphingomyelin Disturbances: Unveiling Its Dual Role as a Crucial

Immunopathological Factor and a Severity Prognostic Biomarker in COVID-19.

DOI: https://doi.org/10.3390/cells12151938
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Abstract: SARS-CoV-2 infection triggers distinct patterns of disease development characterized by
significant alterations in host regulatory responses. Severe cases exhibit profound lung inflammation
and systemic repercussions. Remarkably, critically ill patients display a “lipid storm”, influencing
the inflammatory process and tissue damage. Sphingolipids (SLs) play pivotal roles in various
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6.2 CAPITULO II: Resultados e Discussio do capitulo II: Investigacio da associacdo entre a

producio de S1P e os parametros clinicos e inflamatorios em pacientes com COVID-19.

6.2.1 Perfil plasmatico do metabolito bioativo S1P nos diferentes quadros clinicos da COVID-

19

A produgdo de S1P (18:1) foi quantificada no plasma de individuos controles,
pacientes e convalescentes usando esfingolipidomica direcionada por LC-MS/MS. Os dados
foram agrupados em categorias distintas para analise: (I) individuos saudaveis do grupo
controle; (II) pacientes com COVID-19 classificados de acordo com a gravidade da doenga,
abrangendo desde casos assintomaticos e leves até moderados, graves e criticos; e (III)

individuos convalescentes, avaliados 30 dias apds a recuperagdo da COVID-19.

A concentragdo de S1P foi significativamente maior entre os pacientes hospitalizados
em comparagdo com os controles (p=0,0095) (Figura 8A). Ao analisar os pacientes em
tratameno domiciliar, de acordo com a gravidade clinica da COVID-19, observamos que o
grupo de pacientes com formas leves da doenga mantém uma concentracao ligeiramente mais
elevada de S1P em comparacdo com aqueles com formas moderadas, embora essa diferenca
ndo tenha atingido significancia estatistica, quando a doenga avanga para o quadro moderado

parece ocorrer a redu¢do da mediana de producao de S1P (Figura 8B).

Entre os pacientes com COVID-19, a producdo mais elevada de S1P foi observada
no plasma dos individuos hospitalizados em estado grave (Figura 8C). Curiosamente, uma
concentragdo alta de S1P foi detectada nos individuos convalescentes, sugerindo um possivel
papel desse SL na recuperagdo da doenga e na restauragdo da homeostase (Figura 8C). Para
uma compreensdao mais aprofundada da variagdo de S1P em relacdo a gravidade da doenga,
analisamos sua producdo em pacientes hospitalizados, diferenciando entre aqueles internados
em enfermaria e os que necessitaram de cuidados intensivos. Observamos que os pacientes
internados na enfermaria tendem a apresentar uma produ¢do mais elevada de S1P (p=0.0038)
quando comparados com aqueles em estado mais grave da doenca (Figura 8D). No entanto,
ndo foram encontradas diferencgas significativas ao considerar o desfecho clinico de alta

hospitalar versus obito (Figura 8E).



40

<0.0001
0.0007 <0.0001
<0.0001 |
A 0.0095 B C 0.0115
200 ——— 20- 0.0124 20-
1
15 15 0.0055 15

S1P (18:1) (uM)
S1P (18:1) (uM)
S1P (18:1) (uM)

D 0.0038 E 0.0089
20+ 20
= 157 s 154
= 10 T = 10
= = V7
sl 1 SOl 1
s 27 x 5T
4 4
»  3- » 3
2 2
1+ 14
0- 0-
Control Infirmary ICU Control Death Alive

Figura 8. Perturbacgdes na abundincia de S1P relacionado com o prognéstico clinico em pacientes com
COVID-19. (A) Perfil de produgdo de S1P (18:1) nos grupos controle (n=55), residencial (n=58), hospitalar
(n=127) e convalescentes (n = 77). (B) Estratifica¢@o do grupo residencial por gravidade de doenga: leves (n=34)
e moderados domiciliares (DP) (n=24). (C) Pacientes hospitalizados estratificados conforme a gravidade doenga
nos grupos: moderado (n=31), grave (n= 59) e critico (n= 37) em comparagdo aos convalescentes e controles.
(D) Concentragdo de S1P em individuos controles, pacientes hospitalizados na enfermaria e na UTIL (E)
Comparagdo de S1P entre os pacientes que sobreviveram com aqueles que evoluiram para obito. As analises
estatisticas foram conduzidas utilizando o teste de compara¢des multiplas de Kruskal-Wallis (ndo paramétrico),
seguido do pos-teste de Dunn para comparagdes pareadas. Os resultados sdo apresentados na forma de medianas
em graficos boxplot. Os niveis de significancia sdo indicados pela presenga de valores de p < 0,05, evidenciando
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

Além disso, avaliamos se a produgdo de SI1P foi influenciada pelo uso de
glicocorticoides (GCs), pelo sexo ou pelo indice de massa corporal (IMC) (Figura 9).
Identificamos uma tendéncia de aumento nas concentragdes plasmaticas de S1P em pacientes
graves tratados com GCs, com excecdo dos pacientes do grupo critico, que podem ja ter
ultrapassado o ponto de ndo retorno clinico e imunologico, limitando a eficicia da terapia com
GCs (Figura 9A). No total, 61,3% dos pacientes avaliados receberam terapia com GCs como

parte do manejo clinico, conforme descrito no Capitulo I. Nossa analise demonstrou que os

fatores sexo e indice de massa corporal (IMC) ndo influenciaram significativamente as
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concentragdes plasmaticas de S1P (Figura 9B - C). Contudo, ¢ interessante notar que
mulheres no grupo de casos graves apresentaram concentragdes mais elevadas de S1P. Este
achado ¢ relevante, pois estudos anteriores sugerem que mulheres geralmente apresentam uma
resposta imunoldgica mais robusta contra a COVID-19, e S1P pode ter um papel benéfico

nesse contexto (Figura 9B).
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Figura 9. Anailise de fatores farmacolégicos e antropométricos na producio de S1P em pacientes com
COVID-19. Produgdo de S1P em relagdo a (A) terapia com glicocorticoides, (B) sexo (masculino - Man e
feminino - Woman) e (C) indice de Massa Corporea (IMC, do inglés /BM). As anélises estatisticas foram
conduzidas utilizando o teste de comparagdes multiplas de Kruskal-Wallis (ndo paramétrico), seguido do pos-
teste de Dunn para comparacdes pareadas. Os resultados sdo apresentados na forma de medianas em graficos
boxplot. Os niveis de significancia sdo indicados pela presenga de valores de p < 0,05, evidenciando diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos.
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6.2.2 Correlacoes da producdo de S1P com os parametros clinicos e imunologicos em

pacientes com COVID-19

Para entender se a produg¢do de S1P nos pacientes com COVID-19 tinha correlagdes
pro- ou anti-inflamatorias e se estavam relacionados a imunopatogénese da doenga, utilizamos
o teste de correlacdo de Spearman. Dessa forma, exploraramos as relagdes entre os niveis
plasmaticos de S1P e as caracteristicas clinicas, produ¢do de mediadores inflamatérios e

parametros hematologicos (Figura 10).

Nossos resultados demonstraram correlagdes estatisitcas positivas e fracas entre S1P
e as variaveis de idade (p=0,0008), dias de infeccdo (p=0,0093) e de hospitalizagao
(»=0,0039), escore clinico (p=0,0046), INR (p=0,0376), contagem de neutrdfilos (p=0,0236),
RNL (p=0,0046), IL-6 (p=0,0261) e CXCL-8/IL-8 (p=0,0200). Por outro lado, encontramos
correlacdes estatisticas negativas e fracas com contagem de hemadcias (p=0,0046) e numero de
linfocitos (p=0,0194) (Figura 10). Esses achados indicam que, embora os niveis de S1P
(18:1) aumentem nos pacientes, eles ndo estdo diretamente correlacionados com os principais
marcadores inflamatorios associados a um pior progndstico da doenga. Isso sugere que o

aumento de S1P pode ter um efeito benéfico na resolugdo da COVID-19.
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Figura 10. Matriz de correlacio das interacdes entre S1P e paridmetros clinicos e inflamatérios na
COVID-19. A barra lateral na esquerda indicam os coeficientes de correlagdo (r) de Spearman: o vermelho
indica correlagdo positiva, enquanto o azul indica correlagdo negativa. Os valores de » variam entre -1,0 ¢ 1,0. A
barra lateral da direita indica os niveis de significancia do teste de correlagdo, considerando p < 0,05. BMI:
Indice de Massa corporal; INR: razdo normalizada internacional; RNL: Razdo Neutrofilo Linfécito; PCR:
Proteina C Reativa. TNF: Fator de necrose tumoral.

6.2.3 Expressao génica de receptores e enzimas envolvidas na via de S1P em pacientes com

COVID-19

Para examinar a expressdo de genes relacionados ao metabolismo de S1P em células
sanguineas de pacientes afetados pela COVID-19 utilizamos metodologia de RNAseq. Neste
sentido, demonstramos um aumento significativo na expressdo da enzima Sphk2 em pacientes
com formas graves da COVID-19 (Figura 11A e C). No entanto, ndo observamos efeito
semelhante na expressdo de Sphk1 (Figura 11A e B). Além disso, identificamos uma reducgao
na expressdo dos receptores de SIP (SIPR1-5) em células sanguineas de pacientes graves

com COVID-19 (Figura 11A, D-G).
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Figura 11. Expressdo genética de enzimas metabolicas e receptores da via de S1P em pacientes com
COVID-19. (A) Agrupamento hierarquico em mapa de calor baseado na intensidade de expressdo de genes
relacionados a via S1P na gravidade do COVID-19. Analise quantitativa da expresdo dos genes: (B) esfingosina
quinase 1 (SPHK1); (C) SPHK2; (D) receptor de esfingosina-1-fosfato (SIPR1); (E) SIPR2; (F) SIPR4 e (G)
S1PRS, em células circulantes de individuos controle (n = 12), leve (n = 12), moderado (n = 14), grave (n = 14) ¢
critico (n=14). SGPP2/SSP: esfingosina-1-fosfato fosfatase 2; CERK: ceramida quinase; ASAHI: N-
acilesfingosina amidohidrolase/ceramidase acida; CERS: ceramida sintase; CSase: ceramidase; SphK:
esfingosina quinase; SPP: fosfatase S1P. Dados em log2 dos perfis de expressdo génica normalizados para os
grupos analisados estdo mostrados como boxplots. Diferencgas significativas na expressdo génica correspondem
aos valores p ajustados de Benjamini e Hochberg, obtidos a partir da andlise de expressdo diferencial do
transcriptoma completo, considerando um limiar p<0,05 em pelo menos um par de grupos clinicos.

6.2.4 Avaliacio do papel de S1P e S1PR1 na replicacio viral do SARS-CoV-2 e na atividade

inflamatoria de macrofagos

Considerando a complexidade da sinalizagdo mediada por SI1P, procuramos investigar
se S1P/S1PR1 seria capaz de modular a atividade inflamatoéria e influenciar a replicacdo viral
in vitro em células THP-1 diferenciadas em macrofagos e infectadas por SARS-CoV-2.
Inicialmente, analisamos a viabilidade celular com diferentes tratamentos de S1P, FTY720
(Andlogo de S1P), SK-I/Il (Inibidor da enzima Sphkl/2, produtora de S1P) e W146
(Antagonista do receptor S1PR1) (Figura 12).

Com base nos resultados do teste de viabilidade -celular, selecionamos as
concentragdes de 1uM e 5uM para SIP e FTY720; 1uM, 5uM e 10uM para SK-I/II; 10uM
para 0 W146, as quais demonstraram viabilidade celular superior a 80%, para prosseguir com

os tratamentos e infeccdo com o SARS-CoV-2 in vitro.
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Figura 12. Anilise de citotoxicidade nos tratamentos farmacologicos de macrofagos THP-1. As
células foram tratadas por 24 horas com diferentes concentragdes de S1P, FTY720 (Analogo de S1P),
SK-I/IT (Inibidor da enzima Sphk1/2, produtora de S1P) e W146 (Antagonista do receptor SIPR1). As
analises estatisticas foram realizadas com teste one-way ANOVA e pos-teste de Tukey (p <0,05).

Para investigarmos a influéncia da via S1P na producao das citocinas IL-1f, IL-6 e na
carga viral realizamos o tratamento profilatico por 24 horas com SIP nas concentragdes de
1uM e 5uM. Em seguida, infectamos as células com SARS-CoV-2 (MOI 1.0) pelo periodo de
24 horas. Dessa forma, observamos que o enriquecimento com S1P (IuM e 5uM) ndo teve
efeito na modulacdo da producdo das citocinas IL-1B (Figura 13A) e IL-6 (Figura 13B)
frente a infeccdo com as particulas de SARS-CoV-2 replicantes. Ademais, ndo foram
observadas altera¢des significativas na carga viral (Figura 13C). Na auséncia de particulas
virais, o enriquecimento com S1P ndo resultou em mudancas significativas na producdo das

citocinas em comparacao com o controle negativo (Figura 13A e B).
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Figura 13. Efeito do tratamento com S1P nas funcdes dos macréfagos infectados por SARS-CoV-2. O
tratamento com S1P nas concentragdes de 1uM e S5pM in vitro na produgdo de (A) IL-1B, (B) IL-6 e (C) carga
viral em macréfagos THP-1 infectados com SARS-CoV-2 (MOI 1.0) por 24 horas. As analises estatisticas foram
realizadas com teste one-way ANOVA e pos-teste de Tukey, considerando significancia para p <0,05.

Também conduzimos tratamentos dos macréfagos THP-1 com FTY720, um analogo
de S1P que atua nos receptores S1P (SIPR1, SIPR3 - S1PRS, principalmente). Em condigdes
basais, ndo observamos alteragdes significantes na concentragdo de IL-1p e IL-6 em relacao
ao controle negativo (Figura 14A e B). No entanto, o tratamento profilatico com FTY 720 nas
concentragdes de 1uM e SuM resultaram em aumento significativo na producao das citocinas
pré-inflamatoérias IL-1B (p=0,0010 e p=0,0052, para 1uM e 5uM, respectivamente) (Figura
14A) e IL-6 (p<0,0001 para 1uM e 5uM) (Figura 14B), em comparagdo ao grupo infectado

com SARS-CoV-2, mas sem impacto na carga viral (Figura 14C).
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Figura 14. Efeito do tratamento profilatico com FTY720 (Anéalogo de S1P) nas funcdes dos macréfagos
infectados por SARS-CoV-2. O tratamento profilatico com FTY720 nas concentragdes de 1puM e SuM in vitro
na produgdo de (A) IL-1B, (B) IL-6 e (C) carga viral em macrofagos THP-1 infectados com SARS-CoV-2 (MOI
1.0) por 24 horas. As analises estatisticas foram realizadas com teste one-way ANOVA e pds-teste de Tukey,
considerando significancia para p <0,05.

Em seguida, investigamos qual seria o impacto do bloqueio de SI1P na resposta
inflamatoria e na replicacdo viral, considerando que seu tratamento ndo apresentou efeito
somatorio na resposta de macréfagos infectados com SARS-CoV-2. Para isso, inibimos a
enzima Sphkl/2, responsédvel pela sintese de S1P, através do tratamento com SKI-II em
concentragdes de 1uM, SuM e 10uM. Apods a infeccdo com SARS-CoV-2 (MOI 1.0) por 24
horas, observamos que o bloqueio de S1P com SKI-II (10uM) resultou em significativa
reducdo na produgdo das citocinas IL-1p (p<0,0001) (Figura 15A) e IL-6 (p<0,0001) (Figura
15B). Além disso, o tratamento favoreceu o aumento da replicagdo viral (Figura 15C). Em
condi¢des basais, na auséncia do virus, o inibidor SKI-II ndo alterou a producdo de IL-1f e

IL-6 nas culturas de macréfagos (Figura 15A e B).
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Figura 15. Efeito do tratamento profilitico com SKI-II (inibidor da sintese de S1P) nas fung¢des dos
macroéfagos infectados por SARS-CoV-2. O tratamento profilatico com SKI-II nas concentragoes de 1, 5 e
10uM in vitro na produgdo de (A) IL-1B, (B) IL-6 e (C) carga viral em macrofagos THP-1 infectados com
SARS-CoV-2 (MOI 1.0) por 24 horas. As analises estatisticas foram realizadas com teste one-way ANOVA ¢
pos-teste de Tukey, considerando significancia para p <0,05

Também investigamos o impacto do principal receptor de S1P (S1PR1) na resposta
inflamatoria e replicagdo viral in vitro, utilizando o antagonista W146 na concentragdo de
10uM uma hora antes da infecgdo com SARS-CoV-2 (MOI 1.0). Interessante, observamos
que o antagonismo do receptor SIPR1 diminuiu a producdo das citocinas pro-inflamatorias
IL-1B (p=0,0371) (Figura 16A) e IL-6 (p<0,0001) (Figura 16B) em compara¢do com o
controle infectado. Além disso, o bloqueio do receptor SIPR1 reduziu significativamente a

carga viral (p=0,0002) nos macrofagos infectados por SARS-CoV-2 (Figura 16C).
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Figura 16. Efeito do tratamento profilitico com com W146 (antagonista do receptor SIPR1) nas funcdes
dos macrofagos infectados por SARS-CoV-2. O tratamento profilatico com W146 na concentragdo de 10 uM
in vitro na produgao de (A) IL-1pB, (B) IL-6 e (C) carga viral em macrofagos THP-1 infectados com SARS-CoV-
2 (MOI 1.0) por 24 horas. As analises estatisticas foram realizadas com teste one-way ANOVA e pos-teste de
Tukey, considerando significancia para p <0,05.
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6.3 DISCUSSAO (CAPITULO II)

Nossos resultados ressaltam que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 desencadeia disfungdes
nas vias relacionadas a sintese de esfingolipidios e aos lipidios envolvidos no metabolismo de
ceramidas, enquanto a regulacdo da via de S1P pode desempenhar papéis cruciais na resposta
imune durante a infec¢do. Além disso, observamos que as alteragdes nessas vias lipidicas
estdo correlacionadas com a gravidade da doenca, influenciando a inflamagdo sist€émica, a

resposta imune e a progressao da COVID-19.

Ao avaliarmos a produgdo de S1P em relacdo ao uso de glicocorticoides (GCs),
identificamos uma tendéncia de aumento nas concentragdes plasmaticas de S1P em pacientes
graves tratados com GCs (Figura 9A). Este fendmeno pode ser devido a capacidade dos GCs
de estimular a atividade da enzima esfingosina quinase (SphK), responsavel pela sintese de
S1P. O aumento de S1P parece ter um papel protetor nesse contexto, prevenindo a inflamagao
exacerbada ao regular a integridade da barreira endotelial (105,106), assim como promover
uma resposta mais eficente dos linfocitos T, tanto no clearance viral, como na regulagdo da
resposta imune (107—111). Este mecanismo destaca o potencial terapéutico e envolvimento da
via SphK/S1P na COVID-19. Outro achado interessante foi a observacdo de concentragdes
mais elevadas de S1P em mulheres no grupo de casos graves (Figura 9B). Este resultado ¢
particularmente interessante, considerando que mulheres, em geral, apresentam uma resposta
imune mais robusta contra a COVID-19. O aumento na produ¢do de S1P em mulheres pode
desempenhar um papel protetor, no entanto, os mecanismos especificos de S1P na resposta

imunoldgica feminina 8 COVID-19 ainda precisam ser melhor estudados (112,113).

Dada a complexidade da sinalizagdo mediada por S1P, buscamos investigar se o eixo
S1P/S1PRI1 seria capaz de modular a atividade inflamatdria e influenciar a replicagdo viral in
vitro em células THP-1 diferenciadas em macréfagos e infectadas por SARS-CoV-2. Nossos
achados sugerem uma possivel reducdo no sistema de S1P em pacientes com formas graves
da doenga. No entanto, o aumento de SIP pode indicar uma fase de recuperagao da COVID-
19. De acordo com outros estudos na literatura, a concentragdo sistémica de S1P apresenta
uma relagdo inversa com a gravidade da COVID-19. Valores reduzidos de S1P tém sido
considerados um preditor relevante para a admissdo em unidades de terapia intensiva (UTI).
Pacientes com concentragdes reduzidas desse SL foram identificados como portadores de um
biomarcador negativo associado a gravidade da doenga e maior risco de mortalidade na

COVID-19 (114).
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Em relacdo ao efeito dos tratamentos farmacolégicos da via de S1P, foi descrito que
além de seu modo de acdo como modulador do receptor S1P, o FTY720 nao fosforilado pode
induzir a produ¢do de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células (115). A produgao
ROS pode induzir citocinas pré-inflamatorias, incluindo IL-1B e IL-6. Neste sentido, um
estudo demonstrou que ROS mitocondrial pode promover a produ¢do de citocinas pro-
inflamatorias (116). Além disso, outro estudo delineou o papel de ROS na modificacdo de
varias moléculas sinalizadoras para regular a inflamagdo, incluindo o impacto de ROS em
multiplas vias de sinalizacdo inflamatdria, como o inflamassoma (via NLRP3), NF-«B e vias
de sinalizagdo MAPK, corroborando com a evidéncia de que a produg¢ao de ROS pode levar a
ativagdo e ao aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatérias (117). Em nossos
experimentos com as culturas de macrofagos THP-1, utilizamos a forma nao fosforilada do
FTY720, sendo que o evento pro-inflamatério observado, no qual o FTY720 induziu o
aumento das citocinas IL-1B e IL-6, possa ocorrer devido a0 mesmo mecanismo citado nos

trabalhos anteriores.

Em relagdo aos efeitos do tratamento profilatico com SKI-II, um inibidor da sintese de
S1P, nas fungdes dos macréfagos infectados por SARS-CoV-2, acreditamos que a inibi¢ao da
sintese de S1P possa favorecer o acimulo de Ceramidas, o que pode ter promovido o aumento
da replicacdo viral e resposta inflamatoria (Figura 15C). Isso se deve ao fato de que o
aumento da concentragdo de Ceramidas pode levar a formacdo de jangadas lipidicas (do
inglés, lipid rafts), onde podem estar presentes clusters do receptor ACE2, potencializando a

replicacdo viral pelo SARS-CoV-2 (118,119).

Alguns estudos sugerem que a SIP e as suas enzimas metabolicas desempenham
papéis importantes durante a infec¢do viral, incluindo a infec¢do por SARS-CoV-2, e que os
agonistas SIPR1 podem ser uteis no tratamento da COVID-19, atenuando a resposta imune
exacerbada e a disfuncdo endotelial, que sdo caracteristicas da infeccdo por SARS-CoV-2.
Desta forma, servindo como uma nova abordagem terapéutica para o tratamento da COVID-
19 (120-124). Além disso, o S1PR1 esta implicado na patogénese e na infec¢cdo pelo SARS-
CoV-2 através da inducdo do eixo TMPRSS2/ACE2, promovendo a expressdo da protease
TMPRSS2, o que por sua vez pode facilitar a replicacdo viral (125,126). Essa relagcdo pode

explicar nossos resultados, nos quais a inibi¢do de S1PR1 resultou na reducao da carga viral.
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6.4 CONCLUSAO

Neste estudo, utilizamos uma metodologia quantitativa de esfingolipidomica para
investigar os marcadores clinicos e inflamatdrios associados aos niveis plasmaticos de SL e a
expressdo génica relacionada ao metabolismo e sinalizagdo destes mediadores lipidicos. As
espécies de SM d18:1/24:0 e d18:1/24:1 foram identificadas como potenciais biomarcadores
de gravidade em nossas andlises. Observamos também que a sintese de SIP pode estar
relacionada aos esforcos do organismo para transitar para a fase de recuperagao e resolugdo da
COVID-19, embora ndo pareca exercer um papel anti-inflamatério definido. O bloqueio do
receptor SIPR1 emerge como uma potencial estratégia terapéutica para o tratamento da
COVID-19, demonstrando eficacia na redu¢do da replicacdo viral e na modulagdo da resposta
imune exacerbada. Essa abordagem promissora abre novas perspectivas para a terapéutica da
COVID-19, oferecendo uma alternativa valiosa no arsenal de tratamentos disponiveis. Em
resumo, nossos resultados evidenciaram, de modo abrangente, a interagdo da producdo de SM

e S1P com o repertdrio imunolédgico associado a COVID-19.
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7.2 Resumo das atividades realizadas durante o periodo de Doutorado Sanduiche na

University of Nebraska , EUA.

As atividades do Doutorado sanduiche foram realizadas entre setembro de 2022 e
fevereiro de 2023, no laboratério liderado pela Professora Ruxana Sadikot, MD, MRCP(UK),
na University of Nebraska - Medical Center, Omaha, EUA. Apo6s minha chegada ao
laboratério e uma reunido inicial com a Professora Dra. Ruxana Sadikot, delineamos os

experimentos com o objetivo geral de avaliar a influéncia do receptor SIPR1 na ativacdo do

fator de transcricdo PGC-1a e na funcdo mitocondrial em células epiteliais estimuladas com

Pseudomonas aeruginosa.

Durante o desenvolvimento do plano de estudo, tive a oportunidade de aprender com
especialistas na area de metabolismo energético e ferramentas de andlise que estdo sendo
integradas a nossa rotina de pesquisa aqui no Brasil. A experiéncia adquirida durante o estagio
no exterior contribuiu para a expansao dos nossos projetos de pesquisa, ao introduzir novos
conhecimentos em técnicas experimentais que exploram a Bioenergética mitocondrial. Este
estagio foi realizado utilizando o analisador Seahorse XF (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA), que permitiu mensurar a taxa de consumo de oxigénio (OCR) e a taxa de acidificagdo do
meio extracelular (ECAR), indicando a respira¢do mitocondrial e a glicdlise, respectivamente.
Além disso, essas andlises permitiram avaliar a flexibilidade, a dependéncia e a capacidade

mitocondrial, além de determinar o fendtipo metabolico da populacdo celular em estudo.

Um dos principais resultados que tivemos, demonstrou que o tratamento com o analogo
de SIP (FTY720) foi capaz de modular o potencial metabdlico e a respiragdo mitocondrial em
células epiteliais primarias (BEAS-2b) (Figura 17A). Também, observamos que apds 24
horas de tratamento com FTY720, nas concentragdes de 1uM e 5uM, ocorreu aumento na
taxa de respiracao basal (Figura 17B) e na producdo de ATP (Figura 17E). Por outro lado,
na concentragdo de 10uM, a viabilidade celular foi prejudicada (Figura 17G), resultando em
redu¢do da respiragdo mitocondrial. Esses resultados sugeriram que a via de SIP/S1PR1 tem

um efeito positivo na regulacdo da respiragdo mitocondrial nas células epiteliais.
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Figura 17. Tratamento com FTY720 estimula a respiracdo mitocondrial em células epiteliais.

As células BEAS-2b foram tratadas com 1uM, 5uM e 10uM de FTY720 por 24 horas e em seguida analisadas
pelo ensaio Seahorse XF Mito Stress Test. (A) OCR foi medido em tempo real na linha de base e, em seguida,
em resposta a uma série de injecdes para avaliar diferentes pontos da cadeia de transporte de elétrons. (B)
FTY720 1pM aumentou a respiragdo basal (C) a respiracdo maxima (D) capacidade respiratoria sobressalente
(E) e respiragdo ligada ao ATP (F) Consumo de Oxigénio ndo mitocondrial (G) Analise de Viabilidade Celular
do Tratamento com FTY720 pelo Ensaio MTT. Resultados expressos em média + SD. A analise estatistica

utilizada foi Two-Way ANOVA, seguido do poés teste de Tukey.
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Apéndice 1: Termo de aprovacio do comité de ética em Pesquisa (CEP- CAAE)

IMUNOCOVID 30525920.7.0000.5403

UNIVERSIDADE DE SAD PAULO
Facuddade de Géndas Farmacluticas de Ribeirdo Preto
Comitd de Etica em Pesquisa [ Risearch Ethics Commitlee

Ribeirdo Preto, January 3, 2021.
Subject: Approval by the Research Ethics Committee

To

Prof. Dr. Cristina Cardoso Ribewro de Barros

School of Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto, University of Sko Paulo (FCFRP.USP)
Department of Clinical Analyses, Toxicology and Food Sciences

Dear Professor,

We inform that the research project entitled "Prospective evaluation of gene expression
and humoral respoase im severe COVID-19: search for potential biomarkers for disease
evolution in patients infected with SARS.COV2", was approved by the Rescarch Ethics
Committee (CEP) of the FCFRP-USP and the National Rescarch Ethics Commission (CONEP),
which constitute the Brazilian body for ethical supervision in rescarch involving human beings (CEP
/ CONEP system), according 1o Resclution No. 4662012 of the National Health Council, Ministry
of Health, Brazil. Resolution 4662012 provides the guidelines and regulatory standards for research
mvolving human beings in Brazil, which is based on the main documents that constitute the pillars
of recognition and affirmation of the dignity, freedom and automomy of buman beings, such as
Helsinki Declaration of 1964 and its updates; the 2004 Universal Declamation on Bioethics and
Human Rights: and the Federal Constitution of the Federative Republic of Brazil, whose objectives
are consistent with international documents on cthics, human rights and development.

The present rescarch protocol is registered in the CEP / CONEP system under the number
of Centificate of Presentation of Ethical Appreciation (CAAE) 30525920.7.0000.5403. The
experimental design / current methods of this rescarch protocol approved by the CEP / CONEP
system are described below. Then, the history of the cthical analysis since the first submission of
the research protocol and its respective amendments is presented.

“Design/Methods: This study atms to investigate factors of suscepribility and resistance, as well as
biomarkers of the disease cawsed by the SARS-COV?2 virus, called COVID-19. For thas, heaithy
participants from the USP community (Campus Ribetrdo Preto), individwals with a positive
maolecular rest for SARS-COV2 performed via Basic Health Units in the city of Ribetrdo Preto and
who are asympromatic or have muld sympeoms, as well as convalescents and patients will be selected
from private hospitals (Hospital Sdo Paulo and Hospital Unimed Ribeirdo Preto) or amother
philanthropic haspural (Haspital Santa Casa de Misericirdia de Ribeirdo Preto), in the same city,
whick will be evaluated cltnically and laboratory, for the diagmosis of the disease, by the doctors
responsible for the care. Men and women will be included, classified into control and sick groups,
according to laboratory diagnosis and severity of COVID-19. Afier this categonzation, the
volunteers (100 per group) will be divided into healthy individwals with megative molecular
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diagmosis for SARS-COV2 (growp I - Gl), asympromatic or oligosympiomatic witk pasitive test for
the virus (group 2 « G2), hospuralized witk moderate symptoms. positive diagnosis (growp 3 « G3)
and severe hospitalized symproms, also wirtk positive molecular test for SARS-COV2 (group 4 - G4),
severe hospisalized sympoms, wirtk negative molecular test for SARS-COV2 (group 6 - G6). In
addition to convalescents, previously tested and confirmed positive for the virus, however in the
current absence of signs or symproms of COVID-19 (group 5 « G5). After the consent and signature
of the Informed Consent Form (ICF) by the patients or guardians themselves, samples of venous
blood, saliva or pulmonary flutd aspirate will be collected for laboratory processing related 1o this
research profect (some comtrol participants will also have collection nasopharyngeal swap for
maolecular diagnosis of virus infection). Samples from participants in groups G 1, G2 and G5 will be
collected only ance, for research. Patients in groups G3 and G4, will have blood, saltva (only G3)
and / or pulmonary fluid aspirate (G4 and G6) collected at the time of admission to the haspital and
after 48 howrs, repeating the collection once every 7 days, wntil the end of the haspuralization period.
The Nood samples will be centrifuged to obsain plasma and lewkocytes (buffy coat). The obvaimed
cells will be immediately frozen in Trnzol, for subsequent RNA extraction and transcriptomic
analysis of gene expression of receptors, transcription factors, steroidogenic enzymes, cytokines,
and other mediators related 1o the immune response. In plasma, cytokines will be quantified by
mulriplex assay, in addition to eicasanoids, steroid hormones, sphingolipids and ceramides, by mass
spectromerry. In additton, the profiles of N.ghcans in the Fes of IgGs and anti-carbohydrate
anribodies will be evaluated, 1o ascertain their correlation with the cimical owtcomes of SARS-
COV2 infectsons. New hiotechnological tools that allow the study of the relationships between the
virus, its cellular targets and annibodies will be produced. With these results together, it is expected
to undersiand maore deeply the pathophysiology of COVID-19, as well as 1o establish markers of
disease evolution and morbadizy .

Histary of the approval ethical by CEP / CONEP system:

First approval: - CEP, April 6, 2020 - consubstanced opeion number 3,956.413; and CONEP, Apnl
30, 2020 - consubstanced opinson number. 3,999, 280;

Amendment | - approval: CEP, June, 8 2020 - consubstanced opica number 4.076,158; and
CONEP, June 23,2020 - consubstanced opemion number 4,104,192;

Amendment 2 - approval: CEP, July 7, 2020 - consubstanced opmion number 4,134,068; and
CONEP, July 28, 2020 - 4,176,358;

Amendment 3 - approval: CEP, November 19, 2020 - consubstanced opinion number 4,409,566;
and CONEP, December 02, 2020 - 4 432.873;

Amendment 4 - approval: CEP, December 10, 2020 - consubstanced opinion number 4,454 975;
and CONEP, December 15, 2020 - consubstanced opinion number 4,465,002,
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The requirements for the ethical approval of this research protocol also included declarations
of agreement from all health institutions (hospetals and basic health units), where the rescarch
participants will be recrusted. The consultation of the patient’s medical record is explained in the
Informed Consent Form.

It s the responsibelity of the rescarchers, according to Resolution 4662012, stem IV 5, letter
d, to comsider that the Informed Consent Form must be presented in two original documents,
mitialed in all its pages, and signed, at the end. by the rescarch participant, o by his / her legal
representative, as well as by the responsible researcher, or by the person (s) delegated by him / her,
and the signature pages maust be oo the same sheet. The addresses and telephone or other contact, of
those responsible for the rescarch and of this Ethics Committee must be included.

The final repont of the rescarch must be sent to the CEP of the FCFRP-USP in its own form,
as well as any changes, complications or interruptions, such as adverse events and eventual
modi fications to the protocol or team members, through the interpesition of amendments on the
Brazl Platform, which is the national and unified base of research records involving human beings
for the entire CEP / CONEP system.

ﬂf)”%}i (2(»511.4 é-’ i
Prof. Dr. Clest Mara Marzocchs Machado
Cooedinmor of the Rescarch Ethics Commmee of FCFRP-USP
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao prospectiva de expressao génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugao da doenga em pacientes infectados
por SARS-COV2

Pesquisador: Cristina Ribeiro de Barros Cardoso

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 30525920.7.0000.5403

Instituicao Proponente:Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.076.158

Apresentacao do Projeto:

A presente apreciagao trata de solicitagao de emenda. Na carta de encaminhamento para justificativa da
emenda, a pesquisadora responsavel declara que devido a caracteristicas inerentes a propria pandemia,
como a evolugdo dos quadros graves e o crescente nUmero de pacientes acometidos pela COVID-19 leve
no municipio de Ribeirdo Preto, o projeto original foi ampliado. Dentre as principais alteragdes, destacam-se:
+ ainclusdo de novos grupos de estudos (especialmente pacientes com sintomas leves ou convalescentes),
que serao provenientes de testes realizados via Unidades Basicas de Salde do municipio.

+ a inclusao de novo centro hospitalar adicional, para coleta de amostras de pacientes com quadros
moderados ou graves (Hospital Santa Casa de Misericordia de Ribeirao Preto)

+ ainclusao de novos tipos de amostras coletadas (saliva e aspirado de fluido pulmonar)

+ ainclusao de novas metodologias para trabalho das novas amostras, incluindo exames laboratoriais de
rotina (bioquimicos e hematologicos), dentre outras.

+ a inclusao de novos pesquisadores, para atuarem no projeto, agora maior e ampliado.

Endereco: Avenida do Café s/n®

Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-903
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3315-4213 Fax: (16)3315-4892 E-mail: cep@fcfrp.usp.br
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Objetivo da Pesquisa:

De acordo com a pesquisadora:

OBJETIVO PRIMARIO:

Determinar, por meio da avaliacdo da resposta imunolégica de pacientes infectados por SARS-COV2,
potenciais biomarcadores para a evolugao grave da COVID-19 e novos alvos terapéuticos.
OBJETIVO SECUNDARIO:

« Investigar os perfis de N-glicanas de imunoglobulinas e citocinas pré ou anti-inflamatérias, nos individuos
infectados com SARS-COV2, nas diferentes apresentagdes clinicas da COVID-19, em comparagao a
individuos saudaveis.

« Caracterizar as imunoglobulinas plasmaticas e presentes na saliva, das classes IgM, IgG e IgA anti-
carboidratos, para determinagdo da relagéo entre os padrées de anticorpos anti-carboidratos com o
diagnostico e prognéstico para as diferentes formas clinicas da doenga.

+ Avaliar perfil e express@o génica de macrofagos alveolares obtidos de aspirado de fluido pulmonar de
pacientes intubados, assim como avaliar perfis lipidicos e proteico do liquido surfactante pulmonar.

+ Avaliar, por andlise transcriptdmica, a expressao génica de receptores, fatores de transcri¢ao,
enzimasesteroidogénicas, enzimas do metabolismo de mediadores lipidicos, citocinas e outros mediadores
relacionados a resposta imunologica dos individuos infectados com SARS-COV2, nas diferentes
apresentagdes clinicas da COVID-19, em comparagao a individuos saudaveis.

+ Determinar, por espectrometria de massas de alta resolugao (LC-MS/MS), o perfil de produgao de
eicosanoides, horménios esteroides, endocanabinoides, esfingolipidios/ceramidas e seus derivados
metabdlitos ativos, como também metabdlitos do metabolismo energético celular em plasma de individuos
infectados nas diferentes apresentagdes clinicas da COVID-19, em comparagéo a individuos saudaveis.

+ Associar os perfis de resposta imunolégica e inflamatéria determinados com os desfechos clinicos
documentados da COVID-19.

+ Sequenciar o exoma de individuos infectados com SARS-COV2, nas diferentes apresentagdes clinicas da
COVID-19, para identificacao de polimorfismos genéticos que predispdem ao desenvolvimento da forma
grave da doenga e mudancas epigenéticas elencando fatores genéticos de baixo e alto risco a doenga.
+ Quantificar os niveis plasmaticos de HLA-G solavel em diferentes condigoes clinicas de pacientes com
Covid-19.

« Produzir ferramentas biotecnologicas que permitam o estudo das relagdes entre o virus, seus

Endereco: Avenida do Café s/in®

Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-903
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3315-4213 Fax: (16)3315-4892 E-mail: cep@fcfrp.usp.br
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alvos celulares e anticorpos.

+ Analisar as experiéncias positivas e negativas de atendimento a Covid-19 nos servigos de salide publico
do municipio de Ribeirao Preto-SP.

+ Relacionar as variaveis socio-demograficas, clinicas, antropomeétricas, comportamentais e de risco com os
parametros imunologicos, bioquimicos, genéticos e metabdlicos analisados.
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Apéndice 2: Termo de aprovaciao do comité de ética em Pesquisa do estudo AEROBICOVID

(CAAE: 33783620.6.0000.5659 ¢ CAAE: 33783620.6.3001.5403)

US USP - ESCOLA DE EDUCAGAO
) FISICA E ESPORTE DE W‘““
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito do Treinamento de Moderada Intensidade associado a hipoxia normobaérica
sobre a fungdo pulmonar, parametros hematologicos, imunolégicos, autonémicos e
relacionados a aptidao fisica em pessoas convalescentes da COVID-19 (AEROBI -
COVID)

Pesquisador: Atila Alexandre Trapé

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 33783620.6.0000.5659

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.157.569

Apresentacao do Projeto:

Vide parecer anterior.

Objetivo da Pesquisa:

Vide parecer anterior.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Vide parecer anterior.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Vide parecer anterior

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Vide parecer anterior.

Recomendacbes:

Vide parecer anterior.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Conforme trecho da carta resposta transcrita abaixo, as pendéncias foram resolvidas:

"1. Explicar no TCLE termos de dificil entendimento para leigos: hip6xia normobarica intermitente;

Endereco: Avenida Bandeirantes, 3900

Bairro: VILA MONTE ALEGRE CEP: 14.040-907

UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO

Telefone: (16)3315-0494 E-mail: cep90@usp.br
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) USP - FACULDADE DE

G CIENCIAS FARMACEUTICAS w«m

Nt DE RIBEIRAO PRETO DA USP- asil
FCFRP/USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicido Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito do Treinamento de Moderada Intensidade associado a hipdxia normobarica
sobre a fung@o pulmonar, parametros hematolégicos, imunolégicos, autonémicos e
relacionados a aptiddo fisica em pessoas convalescentes da COVID-19 (AEROBI -
COVID)

Pesquisador: Atila Alexandre Trapé

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 33783620.6.3001.5403

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.214.175

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de resposta ao parecer n° 4.212.955.
Objetivo da Pesquisa:

sem modificacbes em relagdo a versdo anterior.
Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

sem modificagdes em relagéo a versao anterior.
Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

sem modificagdes em relagdo a versao anterior.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Apresentacdo de carta resposta do pesquisador para as pendéncias emitidas no parecer n° 4.212.955.

Recomendacgoes:
ver item Conclusdes ou Pendéncias.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
O pesquisador principal, Prof. Dr. Atila Alexandre Trapé, apresentou justificativa que ndo consegue alterar
as pendéncias listadas no parecer n° 4.212.955, por se tratarem de alteragbes em campos

Enderego: Avenida do Café s/n°

Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-903
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3315-4213 Fax: (16)3315-4892 E-mail: cep@fcfrp.usp.br
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Apendice 3: Raziao m/z do ion precursor e ion fragmento das subclasses e espécies lipidicas

identificadas por LC/MS-MS

81

Canal | fon Precursor | Analito identificados em verde Padréo interno ion Fragmento (m/z)
(m/z)
1 100-2000 TOF-MS - Periodo 1 - -
2 552,5 C17:0 _Ceramida 1S 534.5237-534.5297
3 647,5 SM(d18:1/12:0) 1S Mix II (Avanti) 184.0703-184.0753
4 286,2 Sphingosina C17:0 1S Mix 11 (Avanti) 268.2623-268.2663
5 288,2 Sphinganine C17:0 1S Mix 11 (Avanti) 270.2750-270.2810
6 366,2 Sphingosina-1-P C17:0 1S Mix 11 (Avanti) 250.2509-250.2569
7 368,2 Sphinganine-1-P C17:0 1S Mix 11 (Avanti) 270.2750-270.2830
8 482,4 C12:0 Ceramida 1S Mix 11 (Avanti) 264.2653-264.2703
9 5624 CerlP (12:0) 1S Mix II (Avanti) 264.2652-264.2699
10 644,5 C12 Glucosyl Ceramide 1S Mix 11 (Avanti) 264.2652-264.26702

806,5

LacCER(d18:1/12:0)

CI18_Glc_Ceramide (HexCer)

1S Mix 11 (Avanti)

264.2652-264.26702

Sphingosina-1-P C17:0

264.2655 - 264.2695

C12:0 Ceramida

264.2652 - 264.26710

C12:0 Ceramida

264.2652 - 264.26704

C12:0 Ceramida

264.2652 - 264.26802

C12:0 Ceramida

264.2652 - 264.26702

C12:0 Ceramida

264.2652 - 264.26702

C12 Glucosyl (Glc) Ceramide

264.2652 - 264.26702

C12 Glucosyl (Glc) _Ceramide

264.2652 - 264.26702

C24:1 Glc_Ceramide (HexCer)

CerlP (16.0)..

C12 Glucosyl (Glc) _Ceramide

264.2652 - 264.26702

SM(d18:1/12:0)

184.0703 - 184.0753

SM(d18:1/12:0)

184.0703 - 184.0753

CerIP (12:0)

264.2652 - 264.26702

CerlP (24:0)

LacCER(24:0)
Sphingosina C16:0 (Sph)

Sphinganine C16:0

CerIP (12:0)

264.2652 - 264.26702

LacCER(d18:1/12:0)

264.2652 - 264.26702

LacCER(d18:1/12:0)

264.2652 - 264.26702

Sphingosina C17:0

282.2480 - 282.2530

Sphingosina C17:0

254.2164 - 254.2214

Sphingosina C17:0

226.1765 - 226.1815

Sphinganine C17:0

284.2912 - 284.2952

Sphinganine C17:0

256.2612 - 256.2652

Sphinganine-1-P C18:0

Sphinganine-1-P C17:0

364.2120 - 364.2160

Sphinganine-1-P C16:0

Sphinganine-1-P C17:0

336.2298 - 336.2338

Sphingosina-1-P C16:0

Sphingosina-1-P C17:0

264.2655 - 264.2695

C22:1 Sph C17 Sph 338.3500 - 338.3540
C20:1 Sph C17 Sph 310.3000 - 310.3040
C20 Sphinganine C17 Sphinganine 214.3000 - 214.3040
C20 Sphinganinel P C17 Sphinganine 392.3000 - 392.3040

C12:0 Ceramida

264.2694 - 264.2714

C12:0 Ceramida

264.2671 - 264.2701

C12:0 Ceramida 264,2
C12:0_Ceramida 264,2
C12:0 Ceramida 264,2641
C12:0 Ceramida 264,2
C26:1 Cer C12:0 _Ceramida 264,2
C26 Cer C12:0 _Ceramida 264,2
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758

CI12:0 SM

183.9758 - 184.0758




63
64
65
66

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

C18:1 HexCer
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C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758
C12:0 SM 183.9758 - 184.0758

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26702

C20:1 _HexCer

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26703

C20_HexCer

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26704

C22:1 HexCer

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26705

C22 HexCer

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26706

C23:1 HexCer

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26707

C23 HexCer

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26708

C24:2 HexCer

C25:1 HexCer

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26709

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26710

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26711

C25 HexCer

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26712

C26.:2 HexCer

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26713

C26:1 HexCer

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26714

C26 HexCer

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26715

Cl6 HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26716

C18 HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26717

C20 _HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26718

C22:1 HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26719

C22 HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26720

C23:1 HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26721

C23 HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26722

C24:1 HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26723

C24_HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26724

C25:1 HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26725

C25 HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26726

C26:1 HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26727

C26 HexCer OH

C12:0 GlcCer

264.2652 - 264.26728

LacCER(d18:0/24:1)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2727

LacCER(d18:1/24:1(15Z)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2728

LacCER(d18:0/26:1)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2729

LacCER(d18:1/26:1(17Z))

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2730

LacCER(d18:1/18:1(97))

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2731

LacCER(d18:0/18:1)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2732

LacCER(d18:0/22:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2733

LacCER(d18:1/22:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2734

LacCER(d18:0/20:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2735

LacCER(d18:1/20:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2736

LacCER(d18:0/26:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2737

LacCER(d18:1/26:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2738

LacCER(d18:0/16:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2739

LacCER(d14:1/16:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2740

LacCER(d18:0/18:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2741

LacCER(d14:0/18:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2742

LacCER(d18:1/18:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2743

LacCER(d18:0/24:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2744

LacCER(d18:1/24:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2745

LacCER(d18:0/14:0)

C12:0 LacCER

264.2687 - 264.2746

LacCER(d18:1/14:0)

C12:0 LacCER

264.2687 -264.2747

dHCer(d18:0/12:0)

264.2687 -264.2747

C12:0 dHCer

284.3
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C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/20:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/22:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/24:1(152)) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983

C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/26:1(172)) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/26:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/18:1) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/14:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/h24.0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/h26.0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/h17:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/13:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/15:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d18:0/17:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983

C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d20:0/18:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2983
dHCer(d20:0/20:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2984

C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2985
dHCer(d20:0/24:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2986
dHCer(d20:0/26:0) C12:0 dHCer 284.2943 - 284.2987




