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RESUMO

O Herpes simplex virus tipo 2 (HSV-2) é o agente causador de uma doenca
infecciosa genital que acomete milhdes de individuos mundialmente e que ndo
tem cura nem vacina disponivel. Portanto, alternativas terapéuticas para
melhorar a resposta imune especifica da mucosa sdo extremamente
necessarias. SSIEFARL é um peptideo murino de 8 aminoacidos da
glicoproteina B do HSV considerado um peptideo imunodominante de células T
CD8+ em camundongos. Durante a infec¢cdo por HSV-2 em camundongos,
mais de 50 % de todas as células T CD8+ sdo contra SSIEFARL, e a protecéo
da mucosa mediada por células T CD8+ é crucial para diminuir a recorréncia
do HSV-2 e a transmissdo viral. Nanoparticulas (NPs) foram descritas como
sistemas de distribuicdo de medicamentos para peptideos. Para avaliar o
potencial uso do peptideo imunogénico do HSV em um sistema de drug
delivery (SDD), desenvolvemos e caracterizamos nanoparticulas poliméricas
contendo SSIEFARL (NanoSSIEFARL) na concentracao final de 20 ug/mL e
volume final de 10 mL. Ap6s a producdo das nanoparticulas, o sistema foi
incorporado a um hidrogel termorresponsivo (GelNanoSSIEFARL) para facilitar
sua aplicacdo na mucosa e controlar melhor o perfil de liberagcdo da
NanoSSIEFARL. Além disso, descrevemos uma nova metodologia de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para caracterizar SSIEFARL e
as nanoparticulas. O sistema nanoestruturado desenvolvido e incorporado ao
gel proporciona resultados promissores e esta apto para futuros ensaios in

Vivo.



ABSTRACT

Herpes simplex 2 (HSV-2) is the causative agent of a worldwide concerning
genital infection disease that has no cure or available vaccine. Therefore,
therapeutic alternatives to improve the specific mucosal immune response are
extremely necessary. SSIEFARL is a murine 8-amino-acid peptide from the
glycoprotein B of HSV, and it is considered a CD8+ T cell immunodominant
peptide in mice. During HSV-2 infection in mice, over 50 % of all CD8+ T cells
are against SSIEFARL, and mucosal protection mediated by CD8+ T cells is
crucial to decrease HSV-2 recurrence and viral transmission. Nanoparticles
(NPs) have been described as drug delivery systems (DDS) for peptides. To
evaluate the potential use of HSV’s immunogenic peptide in a nanodelivery
system, we developed and characterized polymeric nanoparticles containing
SSIEFARL (NanoSSIEFARL) at a final concentration of 20 ug/mL with a final
volume of 10 mL. After producing the nanoparticles, the system was
incorporated into a thermoresponsive hydrogel (GelNanoSSIEFARL) to facilitate
its mucosal application and to better control the release profile of
NanoSSIEFARL. Furthermore, we described a novel High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) methodology to characterize SSIEFARL and the
nanoparticles. The developed nanostructured system incorporated into the gel

provides promising results and it is suitable for future tests in vivo.
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1 INTRODUCAO

1.1 Herpes simplex virus (HSV)

Os virus Herpes simplex tipos 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2) causam herpes
oral e genital, respectivamente (1,2). Todavia, estudos j& demonstraram que
ambos os tipos podem infectar as duas regides. Segundo os ultimos dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) datados de abril de 2023, a grande
maioria da populacdo mundial ja entrou em contato com o herpes, com
estimativa de que 3,7 bilhdes de pessoas com menos de 50 anos estejam
infectadas com HSV-1 (67 %) e 491 milhdes com idades entre 15 e 49 anos
estejam infectadas com HSV-2 (13 %) (3). A maioria dos casos €
assintomatica, mas os sintomas de herpes incluem bolhas ou Ulceras na regido
labial e/ou genital, as quais podem reaparecer com o0 tempo. Isso porque 0
HSV tem a capacidade de estabelecer uma infeccdo latente nos ganglios
nervosos e, ap0s a sua reativacdo, podem ocorrer novos episoédios
sintomaticos com alta taxa de recorréncia.

A familia Herpesviridae inclui mais de 200 membros capazes de infectar
diferentes espécies e, entre eles, oito sdo conhecidos por causar doencas em
humanos (4). Os herpesvirus humanos sdo agrupados em trés subfamilias,
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae, com base na
estrutura do genoma, tropismo tecidual, presenca de efeito citopatolégico, local
da infeccdo, patogénese e manifestacdes da doenca (5). Os membros da
subfamilia Alphaherpesvirinae tém a capacidade de infectar uma ampla
variedade de hospedeiros. O ciclo reprodutivo curto, a capacidade de se
espalhar rapidamente entre as células, lisar células infectadas de maneira
eficiente e o estabelecimento de infec¢des latentes nos ganglios sensoriais sdo
as principais caracteristicas. A subfamilia inclui os seguintes géneros:
Simplexvirus — virus Herpes simplex tipos 1 e 2 e varicelovirus — virus varicela-
zoster (VZV). Os membros da subfamilia Betaherpesvirinae tém uma faixa de
hospedeiros restrita e um ciclo replicativo longo, com progressao lenta da
infeccdo em culturas celulares. Existem dois géneros: Citomegalovirus —

citomegalovirus humano (CMV) e Roseolovirus — herpesvirus humano tipos 6
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e 7 (HHV-6 e HHV-7). Os virus da subfamilia Gammaherpesvirinae
estabelecem infec¢cbes latentes principalmente nas células linfoblastoides.
Alguns podem produzir infecc¢des liticas nas células epiteliais e fibroblasticas e
tem potencial oncogénico. Contém os géneros: Linfocriptovirus — virus Epstein-
Barr (EBV) e Rhadinovirus — herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) (4,6).

O HSV é um virus envelopado com um genoma linear de DNA de cadeia
dupla fechado por capsideo icosaédrico composto de 162 capsémeros. O virion
€ esférico com 186 nm de diametro com picos de glicoproteinas ancorados ao
envelope (7). O genoma consiste em dois componentes ligados
covalentemente, designados como L (longo) e S (curto). Cada componente &
formado por sequéncias Unicas flanqueadas por regibes de sequéncias
repetidas e invertidas que facilitam a replicacdo do genoma (5). O peso
molecular do DNA é estimado em aproximadamente 150 kbp, com contetdo
G+C de 68 % para HSV-1 e 69 % para HSV-2 (8). O capsideo é composto
pelas proteinas virais (VPs) VP5, VP19C, VP23, VP24, VP26 e pela proteina
codificada pelo gene UL6 (9). Entre o capsideo e o envelope, encontra-se uma
camada proteica amorfa chamada tegumento, o qual € composto por mais de
20 proteinas importantes na regulacdo do ciclo replicativo viral e entre elas
estdo: o fator transindutor a (a-TIF), conhecido como VP16, envolvido na
transcricdo de genes precoces imediatos (IE); a proteina de desligamento do
virion hospedeiro (VHS) ou VP22, responsavel pela degradacdo do RNA
mensageiro (MRNA) da célula hospedeira no citoplasma; e a VP1-2 que pode
desempenhar um papel na liberacdo de DNA no poro nuclear durante a entrada
viral. O envelope consiste em uma bicamada lipidica e ancora
aproximadamente 11 glicoproteinas virais, quatro das quais (gB, gD, gH e gL)
sdo essenciais para a entrada do virus nas células (7) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura viral do HSV. O HSV é um virus grande, com um nucleo contendo DNA de
fita dupla (dsDNA) dentro de um nucleocapsideo - um icosaedro com 162 capsémeros. O
didmetro de uma particula completa é de 120 a 200 nm e o virion em si mede cerca de 100 nm.
O envelope que envolve a particula € composto com bicamada lipidica, sendo parcialmente
derivado da membrana nuclear e possuindo espiculas de glicoproteina em sua superficie. O
virus entra nas células através da fusdo da membrana celular ap6s ser ligado a receptores
especificos através de uma glicoproteina do envelope. O capsideo é transportado para os
poros nucleares onde o DNA circulariza ap6s o desenvelopamento e adentra o nacleo (10).

A infeccdo é iniciada pela adsorcdo, mediada por glicoproteinas virais
que se ligam as cadeias de glicosaminoglicanos, presentes na superficie
celular. Dentre elas, o heparan sulfato (HS) é considerado o principal receptor
de ligacdo ao HSV, tendo papel fundamental na adeséo das glicoproteinas gC
e gB na superficie da célula-alvo (11). A interagdo de gC e gB com o receptor
HS é instavel até a participacao de gD no processo. Varios receptores celulares
para gD sé@o conhecidos como o mediador de entrada do virus do herpes, as
nectinas 1 e 2, e uma forma especifica de HS chamada 3-O-sulfatado de
heparan sulfato (3-OSHS) (12). Quando a gD interage com um desses
receptores, sua cadeia polipeptidica sofre uma alteracdo conformacional
permitindo a interacdo com o heterodimero H/gL. Essa interacdo expde 0s

dominios de fusdo de gB e do heterodimero levando a fusdo do envelope viral
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com a membrana plasmética da célula-alvo (11). ApOs a penetragdo no
citoplasma, o nucleocapsideo € transportado através dos microtubulos do
citoesqueleto até um poro da membrana nuclear, onde o DNA viral € liberado
no ndcleo. No nucleo da célula, a proteina tegumentar VP16 forma complexos
com uma proteina celular denominada fator de célula hospedeira (HCF) e
interage com a proteina de ligagdo ao octamero Oct-1 associada ao DNA viral,
formando o ativador ou complexo de pré-iniciacdo. Os processos de transcricao
e replicacdo do genoma viral, bem como a montagem dos capsideos da
progénie, ocorrem dentro do nucleo (8). O ciclo litico do HSV envolve a
expresséo regulada de maneira sequencial e coordenada de trés conjuntos de
genes virais: a ou precoce imediato (IE), B ou precoce (E) e y ou tardio (L).
Inicialmente, o DNA viral é transcrito pela RNA polimerase 1l da célula
hospedeira e 0s primeiros genes a serem transcritos sao os genes IE. Apos a
formacg&o do complexo ativador, seis proteinas IE séo sintetizadas nos estagios
iniciais de uma infec¢do produtiva: ICPO, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47 e uma
proteina codificada pelo gene Us1.5. O pico de sintese dessas proteinas ocorre
aproximadamente 3 horas apos a infeccdo. Uma vez acumuladas em
quantidade suficiente, as proteinas a retornam ao nucleo para ativar a
transcricdo e traducao dos genes [3, em proteinas iniciais ou polipeptideos 3,
responsaveis pela replicacdo do acido nucleico viral, incluindo DNA polimerase
e timidina quinase. O pico da sintese protéica precoce ocorre 6 horas apos a
infecgdo. A medida que as proteinas B sdo expressas, diversas proteinas
celulares migram para o0 nucleo e se reunem para formar o complexo de
replicacdo nos locais pré-replicativos onde comeca a sintese do DNA viral (13).
Apés a replicacao do genoma, o terceiro grupo de genes € expresso. Os genes
y sao regulados pelas proteinas a e 3 e codificam proteinas tardias que formam
as proteinas estruturais do virus, como proteinas do tegumento e do capsideo
e spikes de glicoproteinas. A formacdo do capsideo ocorre atraves de
proteinas de estrutura que séo transportadas para o nucleo (14). A transi¢cao do
nucleocapsideo do espacgo entre as membranas nucleares interna e externa
para a membrana citoplasmatica ainda ndo esta bem definida. Trés hip6teses

foram propostas: envoltério duplo, envoltério nuclear Unico e envoltério
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citoplasmatico unico. O processo de replicagdo leva aproximadamente 18 a 20
horas e a saida do virus das células é dependente de gD e gH (8).

A transmissdo do HSV depende de contato intimo e pessoal entre um
individuo suscetivel e um individuo que esta excretando o virus, ou mesmo por
fébmites as quais tenham quantidades significativas de virus. Para que a
infeccdo seja iniciada, o virus deve entrar em contato direto com superficies
mucosas ou pele (15). Geralmente, as infec¢cdes por HSV-1 sdo limitadas a
orofaringe e o virus é transmitido por goticulas respiratérias ou saliva, e mais
frequentemente por beijos. O HSV-2 é principalmente transmitido através da
atividade sexual (16).

Apos a replicacdo do virus no local de entrada, o virion intacto ou seu
nucleocapsideo sao transportados através do fluxo axonal retrégrado para os
ganglios sensoriais, onde a laténcia € estabelecida, preferencialmente no
ganglio trigeminal para o HSV-1 e nas raizes sacrais dorsais para o HSV-2. As
recorréncias ocorrem quando o virus latente é reativado, sendo transportado
pelo fluxo axonal anterégrado para a regido da infeccdo primaria (13). O
processo de reativacao da laténcia € desencadeado por estimulos locais, como
lesdo ao tecido inervado por neurdnios que abrigam o HSV latente, ou por
fatores sistémicos como estresse fisico ou emocional, febre, exposicdo a luz
ultravioleta, menstruacéo e desequilibrio hormonal (8).

As células infectadas sofrem alteracbes estruturais e bioquimicas
induzidas pela replicacdo viral. Entre as alteragbes estruturais estédo
modificacdes na cromatina celular, membranas internas e de superficie celular,
fragmentacao e dispersdao das membranas do complexo de Golgi, insercdo de
proteinas virais nas membranas celulares, rearranjo da rede de microtubulos e
formacao de corpos de inclusao intranucleares. Além disso, ocorrem mudancas
na maquinaria de expressao proteica da célula, como o bloqueio da sintese de
proteinas, degradacdo do mRNA, bloqueio da transcri¢cdo e reducdo da sintese
de RNA, inibicAo do processamento do mRNA e degradacdo seletiva de
proteinas (8).

Geralmente, o envolvimento orofaringeo ocorre na infecgdo priméria por
HSV-1. H& uma grande variedade de sintomas durante a infeccdo, que podem

variar desde assintomaticos até uma combinacdo de febre, Ulceras na



20

garganta, lesbes ulcerativas e vesiculares, gengivoestomatite (geralmente, na
infeccdo primaria por HSV-1 em criangcas e adolescentes), edema,
linfadenopatia localizada, anorexia e dor. Os casos sintomaticos geralmente
afetam os labios, lingua, gengiva, mucosa bucal e palato (7). A maioria dos
casos de herpes genital € causada pelo HSV-2, embora a prevaléncia do HSV-
1 esteja aumentando, principalmente em jovens, devido a préatica de sexo oral.
O herpes genital é caracterizado por vesiculas ulcerativas no pénis e no colo
do utero, vulva, vagina ou perineo (17). A reativacdo da infeccdo orofacial - e
também genital - é anunciada por um estdgio no qual o paciente sente dor,
sensacao de queimacgdo, coceira ou formigamento. Outras manifestacdes
incluem ceratoconjuntivite, leses cutaneas por cortes ou abrasfes na pele,
glossite e eritema multiforme, uma erupcéo cutanea rara na parte de tras dos
bracos e das maos (7). Em recém-nascidos, a infeccdo por HSV pode causar
uma doenga generalizada, devastadora e, muitas vezes, fatal, chamada
‘infeccdo generalizada do recém-nascido”, adquirida intradtero ou durante o
parto vaginal natural, ou pos-natalmente por membros da familia ou ambiente
hospitalar (5). A encefalite, uma das complicac6es ap0s a infeccdo primaria,
esta associada a uma alta taxa de mortalidade e sequelas neuroldgicas entre
0S sobreviventes. Pacientes comprometidos por desnutricdo e
imunossupressao estdo em risco aumentado para infeccbes graves por HSV,
pois as lesbes por HSV podem se espalhar e esses pacientes podem
desenvolver doenca progressiva envolvendo o trato respiratorio, eséfago e
mucosa intestinal (15,18).

Atualmente, ndo existem vacinas aprovadas e o tratamento contra os
HSVs inclui medicamentos antivirais como Aciclovir®, Famciclovir® e
Valaciclovir®. Embora possam funcionar muito bem para alguns pacientes, a
sua eficacia é limitada e a resisténcia viral aos medicamentos tem sido
amplamente descrita (19—-21). Existem varias mutacdes conhecidas que podem
levar a resisténcia dos HSVs ao aciclovir. Uma das mutagbes mais comuns
ocorre no gene da timidina quinase (TK), uma enzima viral essencial para a
ativacdo do aciclovir dentro da célula infectada. A mutagdo mais comum é a
substituicdo de amino&cidos na regido conservada da TK, impedindo sua

capacidade de fosforilar eficientemente o aciclovir, tornando o virus menos
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suscetivel aos efeitos antivirais do medicamento. Mutagfes no gene da DNA
polimerase viral - enzima responsavel pela replicagdo do DNA viral durante o
ciclo de replicacdo do HSV - também podem contribuir para a resisténcia ao
aciclovir. Essas mutacfes podem alterar a estrutura da DNA polimerase,
reduzindo sua afinidade pelo aciclovir ou aumentando sua capacidade de
continuar replicando o DNA viral, mesmo na presenca do medicamento (22—
25). O processo de desenvolvimento da resisténcia ao aciclovir pode ocorrer
durante o tratamento prolongado com o medicamento, ja que a pressao
seletiva exercida pelo aciclovir favorece o crescimento e a propagacédo de
variantes virais com mutagdes que conferem resisténcia ao medicamento. E
importante ressaltar que a resisténcia ao aciclovir pode variar entre diferentes
cepas de HSV e em diferentes contextos clinicos, podendo ter implicacdes
significativas no manejo clinico das infec¢cdes por HSV, exigindo abordagens
terapéuticas alternativas.

No Brasil, € possivel observar uma grande procura para tratamentos nao
convencionais como, por exemplo, o uso de extrato de prépolis, extrato de
camomila ou polivitaminicos, que teriam efeito antiviral e/ou efeito protetor
relacionado ao sistema imune. O extrato de prépolis contém compostos
bioativos, como flavonoides e acidos fendlicos, que demonstraram possuir
atividades antivirais contra o HSV. Esses compostos podem ajudar a inibir a
replicacdo viral e reduzir a carga viral, contribuindo para a resolucéo das lestes
(26). O extrato de camomila é conhecido por suas propriedades anti-
inflamatorias e cicatrizantes. Ele pode ajudar a reduzir a inflamacédo e o
desconforto associados as lesdes causadas pelo herpes, além de promover a
regeneracdo da pele danificada (27). Em relagdo a suplementacdo com
polivitaminicos, a mesma pode ser benéfica no tratamento do herpes, uma vez
gue vitaminas e minerais desempenham papéis importantes no funcionamento
do sistema imunol6gico e manter o sistema imunoldgico saudavel é essencial
para controlar infeccbes virais. Vitaminas como a vitamina C, vitamina E,
vitaminas do complexo B e minerais como o zinco sao conhecidos por melhorar
a funcd@o imunoldgica e podem ajudar a reduzir a gravidade e a duragdo das
lesdes (28,29).
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De acordo com os estudos epidemiolégicos de HSVs, o numero de
casos de recidivas ou recorréncias virais pode chegar a até 10 casos por ano
(30-34). Diversos fatores podem ocasionar um caso de recidiva viral como
estresse fisico ou emocional, desequilibrio quimico ou hormonal, exposicéo
solar, imunossupresséo, entre outros (35,36), e a intensidade e a frequéncia
das recidivas podem estar relacionadas ao aumento da transmisséo de outras
infeccbes, impactando na qualidade de vida e até causando problemas
psicolégicos (37—-41). A presenca do HSV-2 aumenta em até 50 % o risco de
aquisicdo, excre¢do e transmissao do virus da Imundeficiéncia Humana tipo 1
(HIV-1), podendo acelerar a progressao da doencga, e também esta associada a
um aumento de aproximadamente 3 vezes no risco para carcinoma cervical
invasivo em mulheres positivas para o DNA do Papilomavirus Humano (HPV)
(42-44). Isso porque, além das lesdes genitais herpéticas criarem pontos de
entrada para outros virus, a infec¢cdo por HSV-2 desencadeia uma resposta
inflamatoria local, recrutando células imunes para o local da infeccdo. Essa
inflamacédo crénica pode aumentar a concentracdo de linfécitos T CD4+, os
quais sdo células-alvo do HIV, e de outros tipos de células imunes no tecido
genital, tornando-o um ambiente mais favoravel para a infec¢do pelo HIV e
outros virus, como o virus do HPV (45). Ainda, a infeccdo por HSV-2 pode
aumentar a expressao de receptores celulares, como as moléculas de adesédo
intercelular (ICAM-1), que sao utilizadas pelo HIV e pelo HPV para a entrada na
célula hospedeira (44).

A infeccdo por HSV-2 também esta associada ao herpes neonatal, que
pode causar sequelas irreversiveis ao recém-nascido. O herpes neonatal &
uma condicdo grave e potencialmente fatal na qual ocorre a transmisséo
vertical do HSV-2 para o recém-nascido durante o parto. As lesbes ativas, ou
Ulceras, sdo altamente contagiosas e contém uma alta carga viral, aumentando
significativamente o risco de transmissao para o bebé e, mesmo na auséncia
de lesbes ativas visiveis, o trauma durante o parto, como laceracdes ou
abrasbes na mucosa genital da mée ou na pele do bebé durante a passagem,
pode facilitar a entrada do virus no corpo do recém-nascido. O herpes neonatal
pode se apresentar de diversas formas, incluindo a forma localizada (lesGes

cutaneas, mucosas ou oculares) e a forma disseminada, que pode ser fatal se
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nao tratada rapidamente. Ainda, fatores de risco maternos, como infeccdo
primaria por HSV-2 durante a gravidez, aumento da carga viral, histérico prévio
de herpes neonatal em gestacdes anteriores e auséncia de supressao antiviral
durante o trabalho de parto podem aumentar o risco de transmissao (46,47).
Além disso, os recém-nascidos tem um sistema imunologico imaturo, 0 que 0s
torna mais suscetiveis a infec¢do pelo HSV-2, ja que a capacidade do bebé de
montar uma resposta imune eficaz contra o virus é limitada, o que facilita a
replicacdo viral. Nos casos de herpes neonatal em que ocorre infeccéo
disseminada, 6rgdos como o cérebro (encefalite herpética), figado e pulmdes
podem ser acometidos (48).

Outro fator associado ao herpes genital € que o mesmo possui um forte
estigma (49), jA que os individuos acometidos, principalmente aqueles que
sofrem com frequentes casos de recidivas, tém receio de relatar a sua
experiéncia. Isso pode estar associado ao fato de que é de conhecimento
comum que o herpes genital € uma infec¢cdo sexualmente transmissivel (IST).
Contudo, muitos desconhecem a capacidade do virus de estabelecer laténcia e
poder ser reativado sem um segundo contato sexual. Esse estigma associado
ao herpes genital pode impedir que muitos individuos procurem assisténcia
médica e, como resultado, ha uma lacuna na quantidade de diagnésticos
realizados, o que tem um impacto direto nos dados epidemiol6gicos disponiveis
em todo o mundo. No Brasil, os ultimos dados epidemiolégicos foram obtidos
através de estudo transversal realizado entre os anos de 1996 e 1997, que
analisou 1.090 individuos da populacdo geral com idades entre 1 e 40 anos.
Nesse estudo, as soroprevaléncias de anticorpos para HSV-1 e HSV-2,
ajustadas por idade, foram 67,2 % e 11,3 %, respectivamente. Ainda, dados do
ano de 2010 mostram uma estimativa de 640 mil novos casos de herpes a
cada ano no Brasil (50). Se levarmos em consideracdo os dados
epidemioldgicos do Brasil e do mundo, € possivel observar que a prevaléncia
de individuos infectados com HSV-1 é maior do que o HSV-2. No entanto, com
o estigma associado ao HSV-2 juntamente com a falta de diagnosticos e,
consequentemente, a falta de dados epidemioldgicos, pode-se concluir que os
dados epidemiolégicos acerca do HSV-2 estdo defasados tanto no Brasil

quanto no mundo.
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Portanto, tendo conhecimento de que o herpes genital pode causar
recorréncias e aumentar as chances de infec¢do por outro patdgeno como HIV
e HPV, além da resisténcia do virus a medicamentos antivirais disponiveis e da
subnotificacdo dos casos, pode-se concluir que esse cenario representa uma
preocupacao significativa para a saude publica. Por isso, o desenvolvimento de
um novo tratamento eficaz contra os HSVs com potencial de reduzir o nimero

de recorréncias se torna extremamente necessario.

1.2 Resposta imune e vacinas

O ponto de partida para a resposta imunoldgica contra virus é o
reconhecimento feito por células sentinelas, como macréfagos e células
dendriticas, que atuam como as primeiras linhas de defesa, detectando
padrées moleculares associados a patdgenos virais. Essas células apresentam
fragmentos virais aos linfécitos T, iniciando a cascata de eventos imunologicos
(51). A resposta imunologica divide-se em componentes celulares e humorais,
onde as células T citotoxicas desempenham um papel vital na eliminacao de
células infectadas por virus, enquanto as células B produzem anticorpos
especificos que neutralizam os virus circulantes, além do sistema complemento
e citocinas (52). Além das células, existem os interferons (IFNs), que sé&o
moléculas-chave na resposta antiviral. Produzidos em resposta a infeccéo,
esses mediadores desencadeiam uma série de eventos, inibindo a replicagédo
viral dentro das células hospedeiras, bloqueando a sintese de proteinas virais e
a transcricdo do RNA viral, impedindo assim a producdo de novas particulas
virais, além de alertar células como macréfagos e os linfocitos T, aumentando
sua capacidade de reconhecer e destruir as células infectadas pelo virus. Eles
também promovem a diferenciacéo e a ativacao de células natural killers (NK),
gue sédo células citotdxicas capazes de eliminar as células infectadas. Além de
sua acgéo antiviral direta, os interferons desempenham um papel importante na
modulacdo da resposta imune adaptativa, pois promovem a maturacdo e a
ativacao de células apresentadoras de antigeno, como as células dendriticas, e
aumentam a producdo de citocinas pro-inflamatérias e reguladoras, que

ajudam a coordenar a resposta imune contra o virus. (53,54).
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Os HSVs exibem uma consideravel variabilidade genética, tanto dentro
de uma mesma cepa viral quanto entre diferentes cepas. Essa variabilidade é
resultado de varios processos, incluindo mutacdo, recombinacdo e selecdo
natural. As mutacbes podem afetar diferentes regibes do genoma viral,
incluindo genes que codificam proteinas estruturais, enzimas virais e proteinas
envolvidas na evasdo imunolégica, e a taxa de mutacdo pode variar
dependendo de fatores como a taxa de replicacdo viral, a atividade da
maquinaria de reparo de DNA viral e a presenca de pressfes seletivas. A
variabilidade genética dos HSVs pode ter importantes implicacdes clinicas e
epidemioldgicas. Por exemplo, diferentes gendtipos virais podem exibir
variacbes na viruléncia, na patogenicidade e na resposta a tratamentos
antivirais. Essa variabilidade também pode influenciar a eficacia das estratégias
de prevencao e controle, como o desenvolvimento de vacinas (55-57).

A capacidade do virus de evasao das respostas imunolégicas também
apresenta desafios significativos. Os HSVs podem interferir na apresentacao
de antigenos as células do sistema imunolégico, dificultando a deteccéo e a
eliminagéo viral, podendo modular a expressdo de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe | nas células infectadas,
reduzindo assim a capacidade das células T citotoxicas de reconhecer e
destruir as células infectadas; modulam a resposta imune inata do hospedeiro,
evitando a deteccdo e a eliminacdo precoce do virus, podendo bloquear a
sinalizacdo de vias antivirais, interferir na producdo de citocinas pro-
inflamatorias ou induzir a expressdo de proteinas virais que antagonizam a
atividade dos interferons; expressam proteinas que mimetizam as moléculas do
hospedeiro para evitar o reconhecimento imune e proteinas que inibem
diretamente a atividade das células imunes, como as células natural killers e as
células T citotOxicas; possuem estratégias para escapar da resposta humoral,
como a producédo de glicoproteinas virais que bloqueiam a neutralizacdo pelo
anticorpo ou a capacidade de modificar a glicoproteina viral para evitar o
reconhecimento por anticorpos neutralizantes; e, durante a reativacdo da
laténcia, podem evitar a deteccdo e a eliminacdo pelo sistema imunolégico,
uma vez que a replicagdo viral ocorre predominantemente nas células

neuronais, que sdo menos acessiveis as células imunes (58-61).
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O HSV é um virus neurotropico com capacidade de estabelecer um
estado de laténcia no hospedeiro, um fendmeno bioquimico complexo que
influencia a persisténcia e recorréncia das infecgdes. E dentro dos neurdnios
sensoriais que a infeccao latente é estabelecida. Apos a replicacao primaria do
HSV na mucosa oral ou genital, o virus é capaz de infectar os dendritos neurais
dos géanglios sensoriais que inervam esses tecidos e, apds o transporte
retrogrado associado aos microtubulos até o corpo celular do neurénio, o virus
encontra diferentes programas de expressao génica que ditam o destino do
neurdnio: replicacdo litica ou infecgdo latente. O genoma do virus latente é
retido de forma estavel dentro dos neurbnios sensoriais e € caracterizado pela
repressdo de todos os genes virais liticos. Em resposta a uma variedade de
estimulos diversos, o virus pode periodicamente reativar para retomar a
replicacdo viral e produzir virus infeccioso, que € transportado de forma
anterégrada de volta a periferia para facilitar a infec¢do das células epiteliais e
conseqguente transmissao (62).

Em contraste com o programa litico, os Unicos transcritos detectaveis
durante a laténcia sdo os genes associados a laténcia (LATs). Os LATs sdo um
conjunto de RNAs colineares transcritos de um locus dentro das regides de
repeticdo do genoma viral das células neuronais, encontrados tanto no ganglio
trigémeo quanto no ganglio sacral, locais de estabelecimento da laténcia do
HSV-1 e HSV-2, respectivamente (35). Embora diferentes modelos de infeccao
e metodologias especificas possam afetar a eficiéncia do estabelecimento e
reativacdo da laténcia, esses dados fornecem um argumento convincente de
qgue as deficiéncias observadas na reativacdo de mutantes deficientes em LAT
sdo resultado da ablacdo de uma funcéo codificada por LAT responsavel por
aumentar a eficiéncia do estabelecimento da laténcia. No entanto, outros
estudos observaram uma competéncia de reativagdo pobre de virus LAT-
negativos quando as cargas de DNA do virus latente sdo comparaveis ao virus
selvagem tanto em camundongos (63,64) quanto em coelhos (65), sugerindo
gue os LATs influenciam a laténcia durante multiplas fases da infeccao.

Os produtos genéticos virais do ciclo litico geralmente ndo sao
detectados em neurdnios infectados de forma latente e varios estimulos podem

induzir a reativagdo. Em neurdnios cultivados, também foram identificados
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varios estimulos, tais como: privacdo de NGF (66-68), inibidor da histona
desacetilase Trichostatina A (69), forscolina (70), repressor precoce indutivel
de AMP ciclico (71), ativacdo de proteina quinase C por forbol miristateacetato
(72), hipertermia transitéria (73) ou adicdo de dexametasona (74).

Estudos mostraram que o processo de laténcia do HSV é controlado por
linfécitos T CD4+ auxiliares e linfocitos T CD8+ citotoxicos que se mantém
justapostos a bainha nervosa (75—77). Essa proximidade permite uma resposta
imunologica rapida e especifica no caso de reativacdo viral, impedindo a
disseminagdo do virus e a manifestacdo de sintomas clinicos. As células T
CD8+ de memoria produzem interferon-gama (IFNy), que exerce uma
diminuicao parcial do efeito sobre a replicacéo viral inicial dentro dos neurénios,
engquanto a falta dessas células promove a reativacao (78,79). Essas células T
CD8+ podem direcionar seus receptores para 0s neurdnios infectados e liberar
granulos liticos de Granzima B. A Granzima B induz vias apoptéticas em
fibroblastos, porém ndo em neurbnios, onde cliva a proteina viral ICP4,
necessaria para a transcricdo dos genes precoce e tardio, essenciais a
replicacdo do HSV. Assim, a replicacdo viral precoce pode ser limitada,
favorecendo, em dultima analise, a laténcia viral sem efeitos letais para o
neurénio (80).

Interacdes moleculares nos ganglios mostram a relacdo inversa entre
LATs e proteinas liticas. A ativacdo compreende a transcricdo ativa de RNA
viral e alta expressao de proteinas liticas acompanhada por baixa producéo de
LATs. Nesse processo de laténcia, o material genético viral encontra-se em
formato epissomal, o qual € uma adaptacdo que permite ao virus estabelecer e
manter a laténcia de forma eficaz, garantindo ao mesmo tempo a integridade e
funcdo do neurbnio hospedeiro. Ao contrério da integracdo do DNA viral ao
genoma do hospedeiro, que pode causar mutacdes e disfungao celular, a forma
epissomal do DNA viral permite que o neurénio mantenha sua funcédo normal
enquanto hospeda o virus em um estado latente (35).

Ja a laténcia compreende o controle da expresséao das proteinas do HSV
em neurbnios, no ganglio, por células T CD8+ residentes no local. IFN-y e
granzima B s&o liberados pelas células T do hospedeiro e podem inibir a

expressao proteica, sendo possivel observar a alta producédo de LATs e a baixa
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producéo de proteinas liticas. A presenca estratégica e a coordenacdo entre 0s
linfécitos T CD4+ auxiliares e T CD8+ citotoxicos nas proximidades da bainha
nervosa destacam a participacdo de células da imunidade adaptativa na
regulacdo do processo de laténcia do HSV. Essa interacdo dinamica fornece
uma linha de defesa crucial contra a reativacao viral, A retencao prolongada
dos linfécitos T CD8+ nos ganglios nervosos infectados sugere que, mesmo na
auséncia de replicacdo viral ativa, o sistema imunoldégico mantém uma
presenca persistente de células de memaria no local da laténcia.

Além da resposta inicial, a formacdo de células de memoria é crucial
para uma resposta mais rapida e eficaz em casos de recidiva herpética. Um
dos avancos mais significativos na histéria da imunologia e medicina é o
desenvolvimento de vacinas, que sao ferramentas poderosas para prevenir e
controlar a propagagdo de doencas virais, uma vez que 0 reconhecimento
antecipado de agentes virais € fundamental para uma resposta imunolégica
eficaz. As vacinas capitalizam essa ideia, apresentando ao sistema
imunolégico uma versdo inativa (virus inativo) ou fragmentos do virus,
permitindo que as células imunolégicas aprendam a reconhecer e responder
rapidamente ao virus invasor, formando uma memoéria imunolégica duradoura.
As vacinas podem induzir imunizacao ativa artificial, estimulando a producéo de
anticorpos e células de memaria que persistem por longos periodos. Ainda, a
administracdo de anticorpos especificos (imunizacdo passiva) também é uma
estratégia, oferecendo protecdo imediata em situacdes de exposi¢do aguda ao
virus (81). A evolucdo das tecnologias de vacinas trouxe inovacdes
significativas com vacinas de mRNA, por exemplo, como as desenvolvidas
contra a COVID-19, representando uma abordagem revolucionaria, instruindo
as células a produzirem proteinas virais para desencadear uma resposta
imunoldgica robusta (82).

Atualmente, ndo ha vacinas disponiveis contra os HSVs e uma das
hipoteses € devido a natureza recorrente da infecgéo e a laténcia do virus nos
ganglios nervosos desafiam a criacdo de respostas imunologicas duradouras
(83). A prevencao total da infeccdo priméria e da laténcia pode ser dificil
porque o0 virus ganha acesso aos ganglios nervosos por transporte axonal

retrogrado e nao por disseminacdo virémica. Nesse contexto, vacinas
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terapéuticas - que atuam estimulando o proprio organismo a combater a
doenca - emergem como promissoras ferramentas biomédicas, oferecendo
uma perspectiva inovadora no combate a essa infeccdo persistente. O
desenvolvimento da vacina terapéutica Shingrix para Herpes Zoster e de uma
vacina profilatica para o virus varicela-zoster aumentou os esforgos para a
vacina contra o HSV devido as similaridades entre os dois virus, especialmente
em relacdo a laténcia (84).

Diversas abordagens ja foram exploradas em vacinas contra as doencas
causadas pelos virus HSVs. Por exemplo: a vacina VC2, que é produzida com
0 virus vivo atenuado do HSV-1, mostrou-se protetiva contra o HSV-2 em
modelo de porquinho-da-india (85). Ainda: vacinacdo imunoterapéutica com
glicoproteina viral gD recombinante (86,87); imunoterapia com a estratégia de
vacinagdo prime pull em porquinhos-da-india utilizando a proteina
ribonucleotideo redutase (RR2) juntamente com a quimiocina CXCL11 (88);
estratégia de prime pull utilizando quimiocionas (89), aminoglicosideos (90) e
adjuvantes como o imiquimod (91); e imunizacdo oral com adjuvante lipidico
Liporale®, seguido de aplicacdo vaginal de agentes inflamatérios como DNFB
ou CXCL9/10 (92).

Outra estratégia inovadora que vem sendo estudada é a aplicacdo da
nanotecnologia no desenvolvimento de uma vacina ou imunoterapéutico contra
0os HSVs. Ja existem inumeros estudos demonstrando nanocéapsulas,
nanoesferas, nanoemulsdes, microemulsdes e hidrogéis com atividade
antiherpética (93—-105). As nanoparticulas séo utilizadas como veiculos para a
entrega de moléculas ou farmacos — sistema conhecido como drug delivery —
pois elas podem ser projetadas para direcionar moléculas especificamente as
células infectadas por virus, permitindo a liberagcdo controlada no local da
infeccdo. Ainda, devido a sua caracteristica protetora, conseguem manter a
molécula mais estavel e protegida contra a degradacdo até que alcancem as
células-alvo. A nanotecnologia também possibilita a combinacao de diferentes
terapias em uma unica formulacdo. Por exemplo, nanoparticulas podem ser
carregadas com multiplos agentes antivirais ou com moléculas que atuam em
diferentes estagios do ciclo de vida do virus herpes, aumentando assim a

eficacia do tratamento (106-108). No entanto, até o momento, ndo ha
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nanoparticulas aprovadas para o tratamento do herpes genital. A pesquisa em
nanotecnologia para essa finalidade ainda esta em estagios iniciais de
desenvolvimento e avaliacdo. Embora haja estudos promissores demonstrando
o potencial das nanoparticulas na entrega de moléculas para diversas doencas,
incluindo infecgbes virais, ainda ndo houve uma aprovacdo especifica para o

tratamento do herpes genital.

1.3 Tratamentos para 0os HSVs

Atualmente, o tratamento disponivel contra os HSVs inclui
medicamentos antivirais como Valaciclovir®, Famciclovir® e Aciclovir. O
Valaciclovir® utiliza o composto ativo aciclovir e atua inibindo seletivamente a
DNA polimerase viral, interrompendo a replicagdo do DNA viral, levando a
reducdo da carga viral e ao alivio dos sintomas associados as infec¢gbes. O
Famciclovir® possui o0 mesmo mecanismo de acdo que o Valaciclovir®, mas
utiliza o composto ativo penciclovir. Uma vez incorporado ao DNA viral, o
penciclovir-TP atua como um terminador da cadeia, interrompendo a sintese do
DNA viral e inibindo a replicacdo viral subsequente (109,110). No entanto, o
medicamento mais utilizado € o aciclovir, que é administrado por via oral, tGpica
ou intravenosa. ApOs a administracdo oral, ele é rapidamente absorvido pelo
trato gastrointestinal. Seu principal método de ativacdo € através da
fosforilacdo por uma enzima viral especifica, a timidina quinase, presente nas
células infectadas com herpes. Essa fosforilagdo converte o aciclovir em
aciclovir monofosfato. Apds a fosforilagdo inicial, o aciclovir monofosfato é
convertido em aciclovir trifosfato (aciclovir-TP) pelas enzimas celulares. Essa
fosforilacdo sequencial ocorre por meio de quinases celulares, e é essencial
para a atividade antiviral do aciclovir. O aciclovir-TP é um analogo de
nucleosideo que se assemelha ao desoxiguanosina trifosfato (dGTP), um
componente fundamental para a replicagdo do DNA viral. No entanto, quando
incorporado no DNA viral em replicacdo, o aciclovir-TP atua como um inibidor
competitivo da DNA polimerase viral. Ele interrompe a sintese do DNA viral ao
ser incorporado na cadeia de DNA em crescimento, pois ndo permite a adicdo

de nucleotideos subsequentes. Uma vez que o aciclovir-TP é incorporado ao
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DNA viral, ele age como um "terminador" da cadeia. Isso significa que a sintese
do DNA viral é interrompida precocemente, resultando na producdo de
fragmentos de DNA nao funcionais. Como resultado, a replicacdo viral é inibida
e a propagacao da infeccdo é controlada. O aciclovir tem uma alta seletividade
para as células infectadas pelo herpesvirus, pois sua ativacdo depende da
presenca da enzima viral timidina quinase. Isso significa que as células n&o-
infectadas pelo herpesvirus tém uma capacidade muito limitada de ativar o

aciclovir, reduzindo assim a toxicidade para as células saudaveis (111,112).

1.4 Peptideo imunodominante dos HSVs (SSIEFARL)

A grande maioria dos linfécitos T CD8+ justapostos a bainha neuronal
sdo mantidos nesse sitio através da expressao de um epitopo imunodominante
do HSV (113). Os epitopos imunodominantes sdo peptideos - fragmentos de
proteinas virais ou bacterianas - que tém uma forte capacidade de estimular a
resposta do sistema imunolégico. Em contextos virais, esses peptideos sao
apresentados por moléculas de histocompatibilidade nas células infectadas, e
os linfécitos T reconhecem esses complexos MHC/epitopos como sinais de
infeccdo. Além disso, peptideos imunodominantes tém sido explorados como
candidatos a componentes de vacinas, jA que podem induzir respostas
imunoldgicas especificas (114,115).

O SSIEFARL é um epitopo imunodominante murino que esta localizado
na glicoproteina B viral do HSV (116,117). O primeiro estudo que faz mencao
ao peptideo demonstrou que as células T reconhecem um complexo antigénico
de peptideos ligado aos produtos da classe | ou da classe Il do MHC (118)
(Figura 2). Um estudo posterior realizado em camundongos C57BI/6
demonstrou resultados interessantes, sugerindo que acima de 50 % das
células T CD8+ especificas para HSV-1 direcionam-se ao SSIEFARL (119). A
ideia de um imunoterapéutico contra HSV utilizando o peptideo SSIEFARL para
aumentar a resposta local ja foi demonstrada por Rouse, B.T. e colaboradores
em 2002, imunizando camundongos com oligodeoxinucleotideos (ODN)
contendo CpG combinados com SSIEFARL. Os resultados obtidos mostram

gue o sistema conseguiu gerar uma populacdo de T CD8+ especifica, porém,
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com valores mais baixos se comparados ao grupo imunizado com vaccinia
virus juntamente com SSIEFARL (120). Ainda, foi possivel definir o inicio da
resposta mediada por células T CD8+ a infeccdo cutanea pelo HSV-1 utilizando
um receptor de células T (TCR) SSIEFARL-especifico, demonstrando que a
resposta imune a infeccdo viral localizada depende apenas da presenca de
células apresentando antigeno derivado do virus e comega com uma rapidez
notavel (121).

Em estudo posterior, no ano de 2004, pesquisadores mostraram que a
imunizacdo de camundongos com o peptideo SSIEFARL combinada com o
ligante Toll-like receptor 9 (TLR9) na auséncia de ativacdo de células T CD4 +
auxiliares gera uma resposta de memoaria de células T CD8 + funcionalmente
prejudicada. No geral, os resultados do estudo indicam que a boa resposta das
células T CD8 + de memoria a imunizagdo com peptideos pode ser alcancada
usando procedimentos coestimulatorios no momento da imunizacgao inicial ou
de recall (122). Ainda, outras estratégias de imunizacao foram relatadas com o
peptideo SSIEFARL juntamente com a interleucina 15 (IL-15) (123) e IL-15
juntamente com a interleucina 21 (IL-21) (124).

MHG TCR

Classe | aE

Linfécito T
?‘_\‘}? » CD8+ naive
o8\ g C
R
[] \b
APC ’i
é Peptideo

SSIEFARL

Linfdcitos T CD8+
SSIEFARL-especificos

Figura 2. Apresentagdo de antigeno e reconhecimento celular. Células apresentadoras de
antigeno (APCs) como células dendriticas e macréfagos capturam o virus e apresentam seus
epitopos ligados a moléculas de MHC Classe | para linfocitos T CD8+ naive. Os epitopos,

como o peptideo SSIEFARL, se ligam a receptores de células T (TCRs), promovendo a
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expansdo clonal e a geracao de linfocitos T CD8+ especificos onde, no caso do SSIEFARL,

acima de 50 % das células geradas sdo SSIEFARL-especificas (125).

Muitas das células T CD8+ que se infiltram e séo retidas no ganglio
trigémeo infectado sdo especificas ao HSV e potencialmente contribuem para a
manutencdo da laténcia do HSV-1 (126). Além disso, as proteinas 3 e y1 do
HSV-1, que sdo expressas antes da sintese de DNA viral, sdo alvos principais
de células T CD8+, e a imunodominancia de SSIEFARL (acima de 50 %)
dentro do repertério de TCR ¢é provavelmente devido a frequéncia ou
caracteristicas de expansdo e sobrevivéncia dos precursores de células T
CD8+ (127). Esse estudo realizado por Hendricks, R.L. e colaboradores
destaca a importancia do SSIEFARL e, juntamente com estudos prévios,
demonstra que esse peptideo imunodominante pode ser um candidato
promissor para uma nova estratégia de imunizacéo contra o HSV. Além disso,
em 2016, outro estudo mostrou a expansdo de células T CD8+ SSIEFARL-
especificas, bem como células T CD8+ produtoras de IFNy e tumor necrosis
factor alpha (TNFa), apds tratamento com um complexo de Interleucina 2 (IL-2)
(128).

Em um contexto de infec¢do genital por HSV-2, a presenca de células T
citotoxicas € crucial para a resolucdo da infeccdo, assim como a presenca de
células residentes de memoria (TRM) em tecidos de barreira é critica para
respostas imunologicas protetoras duradouras. Trabalhos anteriores mostraram
que essas células no tecido podem ser estabelecidas “puxando” células T
efetoras virus-especificas da circulagcdo para a mucosa genital por meio da
aplicacao vaginal topica de quimiocinas em camundongos, sinalizando uma
ativacao robusta da via de sinalizacao de IFN, incluindo a regulag&o positiva da
expressdo de quimiocinas no tecido (129). Em um estudo promissor,
pesquisadores demonstraram que uma Unica aplicagdo tépica de neomicina,
um antibiético barato e ndo toxico para a vagina, é suficiente para puxar células
T CD8+ para a mucosa vaginal e fornecer protecéo contra infeccédo por herpes
genital em camundongos (90).

1.4.1 Linfécitos T Residentes de Memoéria (TRM)
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Existem trés tipos principais de linfécitos no sistema imunoldgico:
linfécitos B, linfocitos T e células natural killer, cada um desempenhando um
papel especifico na resposta imunolégica. Os linfocitos B sdo responsaveis
pela producdo de anticorpos, que sdo proteinas especializadas na
neutralizacdo de patdgenos, opsonizacdo para facilitar a fagocitose pelos
macréfagos e ativacdo do sistema complemento. Os linfécitos T estédo
envolvidos em respostas imunes mediadas por células e existem dois principais
subtipos: os linfécitos T CD4+ e os linfocitos T CD8+. Os linfécitos T CD4+
auxiliam na ativacdo de outras células do sistema imunolégico, como o0s
linfécitos B, macrofagos e células T CD8+, além de desempenhar papéis
importantes na regulacdo da resposta imune. Os linfécitos T CD8+, por sua
vez, sao citotdxicos e sdo capazes de reconhecer e destruir células infectadas
por virus ou células cancerigenas. Ja as células NK sdo um tipo de linfécito
citotdéxico que desempenha um papel na resposta imune inata, sendo capazes
de reconhecer e destruir células infectadas por virus ou células tumorais sem a
necessidade de ativacdo prévia. As células NK também secretam citocinas que
modulam a resposta imune, influenciando a atividade de outros tipos de células
imunoldgicas (130).

Até entdo, a literatura relatava a formacéo de dois subtipos de linfocitos
T ap6s uma infeccdo por um determinado patdgeno: linfécitos T centrais de
memoria (TCM) e linfécitos T efetores de memoéria (TEM), ambos circulando
entre 6rgds linféides secundarios e corrente sanguinea, com os TEM circulando
também em tecidos nao-linféides (131). Os centrais de memoria residem
principalmente nos linfonodos e no baco e sdo caracterizados por uma alta
expressdo de receptores de coestimulacédo e pela capacidade de se proliferar
rapidamente e se diferenciar em células efetoras apds reencontrarem seu
antigeno especifico; sdo considerados também uma reserva de células T de
memoria, prontas para serem recrutadas em resposta a uma reexposi¢cdo ao
antigeno. Os linfocitos T efetores de memdria tém um maior potencial para se
proliferar e diferenciar em células efetoras, produzindo citocinas de forma mais
rapida e eficiente do que durante a resposta primaria. Contudo, apds o
descobrimento de células de memaria presentes em tecidos néo-linféides por

muito tempo apds a resolugcdo de uma infeccdo (132), pesquisadores
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demonstraram um outro grupo de linfocitos chamado de linfocitos T residentes
de memoéria (133), os quais séo caracterizados por se estabelecerem em um
tecido nao-linféide, permanecendo nesse mesmo sitio por um determinado
tempo, sem sinais de saida pra corrente sanguinea e/ou orgdes linféides

secundarios (Figura 3).

TRM
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Figura 3. Linfécitos T de memoéria. Dentre os linfocito T de meméria que sao produzidos a partir
de uma infecgéo, Linfocitos T centrais de memdria (TCM) e linfécitos T efetores de memdria
(TEM) circulam entre 6rgdos linfoides secundéarios e corrente sanguinea, enquanto os TEM
também circulam em tecidos néo linfoides. Ja os linfécitos T residentes de memoria (TRM) se
estabelecem em tecidos ndo linfoides, permanecendo nesse local por um periodo especifico,
sem demonstrar sinais de migracdo para a corrente sanguinea e/ou o6rgdos linfoides
secundarios (131,133).

Os linfécitos TRM desempenham um papel crucial na resposta

imunoldgica adaptativa, fornecendo uma defesa local eficaz contra patdogenos
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previamente encontrados, residindo permanentemente nos tecidos periféricos,
proporcionando uma resposta imunolbgica rapida e especifica no local de
infeccdo. Este subconjunto de células T tem caracteristicas transcricionais,
fenotipicas e funcionais distintas que os diferenciam dos linfocitos T centrais e
efetores de memoria.

Os TRM sao caracterizados pela expressao de moléculas especificas e
a expressdo dessas moléculas pode variar de acordo com o tecido (Figura 4).
A saida da célula de um orgéo linféide depende da expressédo da molécula de
receptor 1 sphingosine-1 phosphate (S1PR1) (134). Quando as células T
reconhecem um antigeno cognato, elas reduzem transitoriamente a expressao
do fator de transcricdo semelhante a kruppel 2 (KLF2), um regulador positivo
da transcricdo de S1PR1 (135). A regulacdo negativa de S1PR1 esta
concomitantemente associada a expressao, na superficie celular, da lectina do
tipo C, a integrina CD69 (136). Isso evita que células T ativadas recentemente
deixem o orgao linféide secundario até que estejam totalmente ativadas. Deve-
se notar que o reconhecimento do antigeno cognato ndo é o unico sinal que
modula o CD69. Por exemplo, interferon tipo | (IFN-I), interleucina 33 (IL-33) e
TNFa e outras citocinas também induzem a regulacédo positiva de CD69 nas
células T (137). Quando as células T naive, as que ainda ndo entraram em
contato com nenhum patdgeno, sdo originadas nos o6rgados linféides
secundarios, elas dao origem a células efetoras que migram por todo o
hospedeiro e deixam uma populacdo de memdria que persiste por muito tempo
apos a eliminacdo do patégeno (138). As células de meméria T CD8 + em
muitos 6rgdos nao-linféides ndo possuem a molécula ligante de CD62, a
CD62L (137), o qual € o fendtipo definidor de uma célula TEM. No entanto, as
células T de memdria derivadas de 6rgdos nao-linféides também expressam
muitos marcadores ndo compartilhados por nenhuma populagéo circulante de

células T de memoria no sangue (137,139).
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Figura 4. Modelo de célula TRM de pele. A célula apresenta expressao de marcadores
relacionados a resposta e a ativagdo (IFN, IL-2 e TNFa), adeséo e identificagdo (CD69, CD49a
e CD103), retencdo (KLRG1, CXCR3 e CXCR6) e auséncia de marcadores de saida do tecido
(CD62L, S1PR1, CCR7 e CX3CR1).

Examinando a dindmica das alteracGes fenotipicas entre as células T
CD8+ antivirais na mucosa do intestino delgado foi possivel obter informacdes
sobre a ontogenia das células TRM. Apoés infeccdes virais agudas em
camundongos e humanos, as células T efetoras regulam transitoriamente a
integrina a4B7, o que facilita a migragdo para o intestino delgado (133,140).
Apos a infecgao viral aguda em camundongos, o a437 é rapidamente regulado
negativamente apos o trafego para o intestino, sugerindo que as células T
CD8+ efetoras recém-chegadas perderam a capacidade de reentrada ap0s o
ingresso (133). Esta perda de 0437 esta associada a regulagéo positiva in situ
da integrina aeB7 (também chamada de CD103) e CD69, a manutencdo da
granzima B e a regulacdo negativa da expressédo de Ly6C e CD122 (139). Na
pele, a molécula de CD103 consegue se ligar a molécula de E-cadherin,

expressa em células epiteliais, apontando um forte indicativo associado a
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residéncia tecidual. Estes dados indicam que muitas assinaturas fenotipicas de
células TRM séo adquiridas somente ap0s a migracdo para os tecidos de
residéncia de destino. Assim, as mudancas na localizacdo estédo ligadas as
mudancas no fendtipo. Isso sugere que as células TRM, apesar do seu fenétipo
semelhante a de uma célula efetora, podem ndo ser terminalmente
diferenciadas. Observacbes recentes mostraram que 0S precursores das
células TRM na pele e no intestino delgado sdo derivados de precursores de
células T de memdria menos diferenciados que expressavam baixos niveis de
killer cell lectin-like receptor G1 (KLRG1) (141,142). Por outro lado, muitas
células T de memodria recirculantes perdem a capacidade de adquirir
assinaturas fenotipicas prototipicas associadas as células TRM apoés
reestimulacdo e migracdo para a mucosa intestinal (139). Analises de
componentes principais revelaram que as células TRM exibiam assinaturas
transcricionais totalmente diferentes em comparagdo com células T naive,
células TCM e TEM, sendo estas ultimas bastante semelhantes entre si.
Embora possam existir varios subconjuntos de TRM, uma descoberta
importante foi que as células TRM em diferentes tecidos compartilhavam
muitas transcrigdes em comum, sugerindo uma assinatura central (142).
Evidéncias sugerem que citocinas dentro dos tecidos sdo responsaveis
pelas assinaturas ou caracteristicas das células TRM, embora apenas um
namero limitado de sinais tenha sido definido até agora (143). Por exemplo, o
TGFp induz a expressao de CD103 em precursores de células TRM (142) e o
mesmo esta prontamente disponivel em muitas superficies epiteliais, como na
epiderme e no epitélio do intestino delgado (144). Ainda, a deficiéncia do
receptor de TGF[ impede a regulacdo positiva do CD103 na pele, pulméo e
intestino delgado (137,142), mostrando a grande importancia dessa citocina na
regulacdo das TRM. Funcionalmente, os TRMs humanos podem produzir
rapidamente IL-2 e outras citocinas inflamatorias como IFNy eTNFa, mas
também expressam moléculas que atenuam a ativagao, incluindo as moléculas
inibitérias programmed death 1 (PD-1) e CD101, e a citocina reguladora
interleucina 10 (IL-10) (145). Algumas moléculas relacionadas a saida da célula
do tecido estdo pouco expressas como o0 CD62L, marcador de uma célula

TEM, caracterizando assim uma ceélula que n&o recircula e permanece
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residente (146). Ainda, também apresentam uma reduzida expressdo de
moléculas de circulagcdo, como a molécula de adesao vascular-1 (VLA-1), o que
limita sua capacidade de entrar na corrente sanguinea (147).

Estima-se que, durante uma infec¢do genital por HSV, apds a ativacao
de linfécitos T CD8+ citotdxicos com apresentacdo do antigeno viral ligado a
moléculas de MHC classe I, células TRM séo formadas e mantidas nos tecidos
genitais, como a mucosa vaginal, desempenhando um papel fundamental na
vigilancia imunoldgica, proporcionando uma resposta especifica contra o virus
em locais de entrada. Em estudo realizado por Schiffer e colaboradores no ano
de 2013 (35) mostrou que a recidiva do HSV-1 e HSV-2 €& controlada,
principalmente, pelos linfécitos T CD8+ residentes no tecido apés a infeccao
inicial ou recidiva anterior. Durante uma infeccdo aguda, a resposta imune €&
mediada por linfécitos T CD8+, que possuem memdéria imunoldgica. O modelo
apresentado na Figura 5 ilustra a dindmica desses linfocitos na mucosa durante
a infeccdo/recidiva do HSV-2 e 0 mesmo mecanismo pode ser aplicado
também ao HSV-1 (35).

0O CD4™ T cells
O CD8™ T cells
@ Dendritic cells

Figura 5. Dindmica de linfocitos durante a infecgdo/recidiva do HSV. O modelo mostra que o

HSV é liberado continua e lentamente devido a reativac@o simultdnea do HSV em mudltiplos
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ganglios, o que leva a liberacdo do virus em mdltiplos locais da mucosa espacialmente
discretos. Periodicamente, as células epiteliais séo infectadas, levando a rapida disseminacao
viral, multiplas células infectadas, formacdo de microulceras ou Ulceras (onde um grande
namero de queratindcitos séo lisados e virions sédo eliminados) e infiltracdo densa de células T
CD4+ e CD8+. Apbs a contencao do HSV num Unico local, as células T persistem nesse local
durante varios meses numa capacidade de imunovigilancia, adquirindo um perfil de TRM. O
HSV-2 é reativado em outros locais onde a densidade de linfocitos T CD4+ e CD8+ é menor,
permitindo um episodio de eliminagdo no trato genital, que se inicia em uma regido diferente;
1) O HSV-2 (vermelho) goteja dos neurdnios (células verdes longas) e infecta periodicamente
células epiteliais (bordd), resultando na formacdo de lesbes, onde altas densidades de
linfécitos T CD4+ (azuis) e T CD8+ (verdes), e em menor extensdo das DCs (roxo), circulam
para eliminar a infeccdo viral (lado esquerdo); locais a apenas milimetros de distancia da
replicacdo do HSV-2 podem permanecer ndo infectados, e a densidade de células T nessas
regides permanece baixa (lado direito); 2) Trés meses apoés a resolugdo da lesao herpética, o
ponto de reativagdo apresenta maior quantidade de linfécitos T CD8+ em relacdo aos demais
pontos; 3) Os niveis dessas células imunoldgicas diminuem gradualmente ao longo do tempo
(lado esquerdo), tornando esses locais suscetiveis a episédios de eliminacdo de alto titulo nas
semanas seguintes (lado direito). A recidiva acontece no ponto com menor quantidade de
linfécitos T CD8+ (35).

Tendo em vista que acima de 50 % dos linfécitos T CD8+ gerados a
partir de uma infeccdo por HSV em camundongos sédo contra o peptideo
SSIEFARL e que a geracdo e presenca de células TRM no tecido infectado
pode proporcionar uma resposta imune tecidual mais robusta, a hipétese é de
gque esse epitopo possa ser um candidato promissor para vacinas ou
imunoterapia, diminuindo assim a frequéncia das recidivas virais.

Embora o SSIEFARL seja um potencial candidato para estudos futuros,
se trata de um peptideo pequeno de 8 aminoéacidos e, portanto, ndo pode ser
aplicado de maneira livre e direta na mucosa genital. Esse fato é devido a
presenca de peptideos antimicrobianos, células do sistema imune e proteinas
liticas que estdo presenca na mucosa e poderiam degradar o peptideo,
causando a queda de sua bioatividade. Sendo assim, se faz necessario pensar
em alternativas para utilizacdo do peptideo como imunoterapia sem que o

mesmo seja degradado antes de ser reconhecido pelo sistema imune.

1.5 Nanotecnologia
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A nanotecnologia € um campo cientifico-tecnolégico abrangente e
transformador, dedicado a compreensdo, controle e aproveitamento das
propriedades da matéria em escala nanomeétrica, equivalentes a 1 bilionésimo
de metro. Materiais com uma dimensdo nessa escala podem exibir
propriedades e caracteristicas Unicas, suscetiveis de serem exploradas em
diversas aplicacdes tecnoldgicas. As propriedades dos nanomateriais estao
revolucionando ndo apenas a ciéncia, mas também os setores industriais,
impulsionando a criacdo de novos produtos e servicos. As inovacfes nessa
area abrangem diferentes setores como energia, saude e medicina, produtos
de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos, téxteis, agricultura, alimentos,
automotivo, aeroespacial, meio ambiente, entre outras. A nanotecnologia é
reconhecida como uma tecnologia estratégica e vital para o desenvolvimento
econdmico e social de grandes nacgbes e blocos econdmicos, incluindo os
Estados Unidos, Coreia do Sul, Japdo, Unido Europeia, Suica, RUssia,
Inglaterra e China. Varios desses paises e blocos tém iniciativas nacionais
dedicadas especificamente a nanotecnologia, destacando sua importancia para
0 avanco global da ciéncia e da industria (148).

Richard Feynman, fisico norte-americano, introduziu as bases do que
viria a ser conhecido como nanotecnologia em sua palestra para a Sociedade
Americana de Fisica, em 29 de dezembro de 1959, embora o termo em si ndo
tenha sido empregado. A palestra entitulada “There's Plenty of Room at the
Bottom: An Invitation to Enter a New Field of Physics” € considerada como o
ponto inicial da nanociéncia e da nanotecnologia (149). Contudo, foi o professor
Norio Taniguchi, em 1974, quem cunhou pela primeira vez o termo
"Nanotecnologia” para descrever “tecnologias que permitem a construcdo de
materiais em uma escala de 1 nanémetro”.

No Brasil, o Marco Legal da Nanotecnologia altera a Lei de Inovagao
Tecnologica (Lei 10.973/2004) uma vez que que inclui a nanotecnologia no
conjunto dos setores beneficiados com medidas de incentivo a inovagéo e a
pesquisa cientifica. Conforme o substitutivo, o0 Marco Legal da Nanotecnologia
precisa fomentar o avanco cientifico, a investigacdo e a capacitacdo na
disciplina. As iniciativas inovadoras devem aderir a principios como precaucao,

sustentabilidade ambiental, solidariedade, responsabilidade do produtor, boa-
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fé, cooperacdo, lealdade e transparéncia entre todos os participantes do
processo.

A nanotecnologia € aplicada em uma ampla gama de setores, incluindo
eletrbnicos, medicina, energia, materiais, cosmeéticos, alimentos e agricultura,
entre outros. Segundo relatérios de mercado e analises de varias fontes, como
Grand View Research, MarketsandMarkets e Research and Markets, o
mercado global de nanotecnologia € significativo e esta em constante
crescimento. Estima-se que a nanotecnologia valha centenas de bilhdes de
dolares e continue a crescer nos proOXimos anos com governos, empresas e
instituicbes académicas investindo bilhdes de dblares em pesquisa e
desenvolvimento anualmente. Esses investimentos alimentam a inovacéao,
impulsionam a comercializagcdo de novas tecnologias e contribuem para o
crescimento do mercado global, proporcionando um impacto econdmico
significativo em nivel global, criando empregos, impulsionando o crescimento
econdbmico, aumentando a competitividade das empresas e gerando receita por
meio da comercializagdo de produtos.

Nas ultimas décadas, a nanotecnologia tem sido amplamente aplicada
na pesquisa farmacéutica para a fabricacdo de eficientes sistemas de entrega
de farmacos chamados sistemas de drug delivery (SDDs). Conforme o cenario
terapéutico tem evoluido, as tecnologias de entrega tém se adaptado
rapidamente para atender as mudancas nas necessidades de distribuicdo de
medicamentos. H& algumas décadas, medicamentos com moléculas pequenas
dominavam o campo terapéutico e, devido a influéncia significativa das suas
propriedades fisico-quimicas na biodisponibilidade, os esforcos iniciais
concentraram-se em melhorar a solubilidade, controlar a liberagdo, ampliar a
atividade e ajustar a farmacocinética desses medicamentos (150,151). Com o
tempo, novas classes terapéuticas surgiram, incluindo proteinas e peptideos,
anticorpos monoclonais, acidos nucleicos e células vivas, oferecendo novas
funcionalidades terapéuticas. No entanto, essas novas funcionalidades também
trouxeram desafios adicionais, como a estabilidade (especialmente para
proteinas e peptideos), a entrega intracelular (especialmente para &cidos
nucleicos) e a viabilidade e expanséao celular. Como resultado, as estratégias

de drug delivery precisaram evoluir para enfrentar esses novos desafios.
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As  nanoparticulas  apresentam inUmeras vantagens como
biodisponibilidade, bioestabilidade, biocompatibilidade e facilitagdo do
direcionamento de um medicamento de acordo com as caracteristicas
fisiopatoldégicas de um tecido especifico (152). Além disso, o0s sistemas
nanotecnoldgicos também podem transportar diferentes substancias numa
entrega mais seletiva do que os sistemas convencionais, uma vez que sua
superficie pode ser funcionalizada com moléculas especificas que reconhecem
e se ligam a alvos especificos no corpo, como células cancerigenas e essa
funcionalizag&o permite uma entrega mais direcionada dos ativos. ISso poderia
minimizar os efeitos colaterais em tecidos saudaveis. Podem ainda ser
projetados nanossistemas para liberar os farmacos de forma controlada e
programada através de diferentes mecanismos, como liberacédo sensivel ao pH,
liberacdo estimulada por luz ou liberagdo controlada por enzimas presentes no
ambiente biolégico. Esse controle pode aumentar a eficacia terapéutica,
proteger os ativos contra a degradagcdo enzimatica e a eliminacdo precoce no
organismo, aumentando assim sua estabilidade e tempo de circulacdo no
corpo. Devido a sua capacidade de entrega mais seletiva e eficaz, os sistemas
nanotecnoldgicos podem permitir a reducdo da dose necessaria de farmaco
para alcancar o efeito terapéutico desejado (153-157).

A classificacdo de SDDs é baseada na entrega de substancias
farmaceuticamente ativas a um o6rgdo especifico, por exemplo, fator de
crescimento ou entrega de citocinas para acelerar e melhorar a reparacdo e a
regeneracao de tecidos (158-162). A compreenséao do transporte de moléculas
através do sistema vascular e em tecidos ou células levou ao estabelecimento
de principios farmacocinéticos e farmacodindmicos (163,164). Como o
relacionamento entre farmacocinética, farmacodinamica e a eficacia, duracdo
da acdo e a toxicidade de pequenas moléculas tornou-se mais claro, 0s
primeiros esforcos concentraram-se no controle da dose e do regime de
dosagem (isto é, a frequéncia de infusdo e taxa de infusdo) para melhorar a
eficacia do medicamento (165,166). Esses estudos de farmacocinética e
investigagbes clinicas lancaram as bases para SDDs de medicamentos
projetados para alcancar cinética previsivel de liberagdo durante um periodo

especifico usando quatro mecanismos de liberacdo de drogas: dissolucao,
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difuséo, osmose e troca ionica (167), com a nanotecnologia desempenhando
papel crucial nesse desenvolvimento de SDDs.

Ao considerar aplicacdes de drug delivery, uma ampla categoria de NPs
€ explorada, pois elas oferecem a viabilidade de serem sintetizadas usando
materiais organicos e inorganicos que variam de lipidios, proteinas, polimeros,
compostos naturais, metais e nanomateriais a base de carbono (Figura 6)
(168,169). Recentemente, ha um interesse crescente em nanoparticulas
biodegradaveis obtidas a partir de diferentes métodos, propriedades e
caracteristicas de liberagdo controlada, como as nanoparticulas poliméricas.

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas vesiculares coloidais que
incluem nanocéapsulas, micelas poliméricas, nanogéis, nanofibras, nanoesferas
e dendrimeros (170), dependendo de sua estrutura e organizacdo. As
nanocapsulas sao compostas por um nucleo oleoso rodeado por um envelope
polimérico, que pode ser constituido com diferentes tipos de polimeros como
poli(lactideo) (PLA), poli(glicolideo) (PGA), poli(acido latico-co-acido glicdlico)
(PLGA) e policaprolactona (PCL) (171), no qual moléculas podem ser
dissolvidas dentro do nudcleo ou presas na membrana polimérica (172-174).
Esses polimeros tém indmeras vantagens pois oferecem degradacao
controlada, minimizando a toxicidade e permitindo a liberacdo gradual de

substéancias ativas (175).
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Figura 6. Modelos de nanoparticulas. Existem diversos tipos de nanoparticulas contendo
compostos organicos ou inorganicos que podem ser utilizadas como sistemas de drug delivery.
A escolha da nanopatrticula ideal se da de acordo com as propriedades de seus compostos e

com as caracteristicas da molécula a ser associada (176).

Dentre os diversos polimeros que podem ser utilizados, destaca-se a
PCL, a qual € um polimero biodegradavel hidrolisado em condi¢des fisiologicas
no corpo humano e é considerado promissor para um SDD, pois também pode
ser combinado com outros polimeros, propiciando diferentes propriedades
fisico-quimicas a nanoestrutura e modular a cinética de degradacao e os perfis
de liberagdo (177,178). A cinética de degradacdo do polimero resultante
dependera das propriedades intrinsecas de cada componente na mistura. Por
exemplo, se a PCL for misturada com um polimero que degrada mais
rapidamente, como o PLA ou o0 PLGA, a taxa de degradacdo geralmente sera
aumentada. Por outro lado, se for misturada com um polimero que degrada
mais lentamente, como o poli(6xido de etileno) (PEO), a taxa de degradacao
pode ser reduzida (179-181).

A degradacéo in vivo da PCL, a qual possui uma temperatura de fusédo
de 59°C a 64°C (182), é caracterizada pela hidrélise das ligacGes éster da sua
estrutura principal, além do ataque enzimatico (183). A hidrélise do PCL ocorre
de forma mais rapida em pH béasico e em temperaturas mais elevadas,
enquanto é mais lenta se comparada a outros polimeros, como o PLA e o
PLGA (184). Por isso, essa caracteristica torna a PCL mais adequada para
aplicacdes de administracdo de medicamentos a longo prazo.

Muitas vezes, as formulacdes podem ser incompativeis com certas
moléculas. Portanto, compreender as caracteristicas dos compostos €
essencial para garantir a eficacia do sistema. Nanocapsulas de nucleo lipidico
formadas por um nucleo de organogel (mistura de monoestearato de sorbitano
e triglicerideo de cadeia média) demonstraram a capacidade de aumentar a
capacidade de encapsulamento de ativos lipofilicos em até 40 vezes (185,186).
Os trigliceridos de cadeia média (TCMs) séo triglicerideos compostos por
acidos graxos de cadeia média, conhecidos por sua rapida absorcédo e
metabolismo no organismo e sua natureza lipofilica os torna ideais para a

incorporacao e transporte de compostos hidrofobicos (187). As nanoparticulas
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baseadas em TCM tém emergido como uma estratégia promissora na entrega
eficaz de farmacos, pois utilizam as propriedades desses lipideos para
melhorar a biodisponibilidade e a estabilidade de agentes terapéuticos. A
escolha do TCM como nucleo de nanoparticulas oferece diversas vantagens,
desde a capacidade de transporte de diferentes tipos de farmacos até a
minimizacdo de efeitos colaterais (188).

Como as nanoparticulas ficam em suspensdao aquosa, 0 uso de
tensoativos hidrofilicos em nanoformulacbes € fundamental para evitar a
agregacdo das nanoparticulas na suspensdo com formacdo de micelas na
interface (189). O polissorbato 80 (Tween® 80) € um dos mais utilizados em
nanoformulac¢des. Sua estrutura quimica consiste em um grupo hidrofilico de
polioxietileno (POE) ligado a uma cadeia lipofilica de sorbitano e essa
combinacdo de caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas confere ao Tween® 80
uma caracteristica de estabilizador da suspensao durante a formulagdo das
nanoparticulas através da capacidade de adsorcdo na interface entre a fase
aguosa e a fase lipidica, reduzindo assim a tensdo superficial, podendo
também influenciar na cinética de liberacdo de compostos encapsulados,
proporcionando uma liberacao controlada e prolongada (190-192).

Com a nanotecnologia sendo amplamente aplicada a compostos
hidrofébicos, como farmacos, € possivel observar um gap na literatura em
relacdo ao encapsulamento e entrega de compostos hidrofilicos, que é o caso
de biomoléculas, como os peptideos, ja que elas podem nao ser encapsuladas
de forma eficiente em ndcleos organicos ou oleosos de nanocdpsulas

poliméricas.

1.5.1 Nanotecnologia no carreamento de peptideos

Os peptideos, fragmentos de proteinas e, principalmente os que
apresentam propriedades bioativas, tém despertado crescente interesse nas
areas farmacéuticas e biomeédicas em razdo de suas propriedades
imunoterapéuticas. Por exemplo, peptideos tumor-especificos ou tumor-
associados podem ser usados para estimular respostas imunes direcionadas

contra células cancerosas (193). Em doencas autoimunes, situacdo na qual o
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sistema imunoldégico ataca erroneamente tecidos saudaveis do corpo, 0s
peptideos podem ser usados para modular as respostas imunes e restaurar a
tolerancia imunolégica (194). Ainda, peptideos podem ser usados como
imunoterapia para combater doencas infecciosas, incluindo infec¢des virais,
bacterianas, fangicas (195) e também em doencas inflamatorias crénicas,
como artrite reumatoide, doenca inflamatéria intestinal e psoriase (196).

A aplicacdo dos peptideos como moléculas terapéuticas clinicamente
viaveis comecou com a descoberta e isolamento do hormdnio insulina, de 51
aminoacidos, que se tornou o primeiro medicamento peptidico comercialmente
disponivel, permitindo que pacientes diabéticos atingissem um controle
glicémico rigido (197). A oxitocina, o primeiro horménio peptidico a ser
disponibilizado sinteticamente em 1954, também tem sido exemplificada ha
muito tempo por sua eficacia clinica na inducdo do parto em caso de néo-
progressado do parto (198). ApOs essa descoberta, o progresso foi lento até
1963, quando Bruce Merrifield desenvolveu uma maneira rapida e facil de
produzir peptideos por sintese em fase sdlida (199). Desde entdo, a sintese
quimica de peptideos foi revolucionada e muitos peptideos foram preparados
para essa abordagem terapéutica (200).

No entanto, a aplicacdo clinica de peptideos, muitas vezes, € limitada
por sua instabilidade, degradacao rapida e por sua biodisponibilidade poder
variar dependendo da rota de administracdo, formulacédo e suas propriedades
especificas (201-205). Uma alternativa para superar esses desafios é o uso da
nanotecnologia, que proporciona 0 encapsulamento ou associacao de
peptideos, envolvendo a incorporacdo dessas moléculas em sistemas de
entrega para melhorar sua estabilidade e eficacia (201,202). Além disso,
peptideos em um sistema de drug delivery apresentam muitas vantagens
guando comparados aos sistemas sintéticos, pois apresentam melhor
biocompatibilidade, propriedades bioquimicas e biofisicas, e redugédo/auséncia
de toxicidade (202). A conjugacao de nanoparticulas com ligantes especificos,
como peptideos de reconhecimento, pode melhorar a seletividade e direcionar
0s sistemas de entrega encapsulados para os locais desejados no organismo,

aumentando a eficicia terapéutica e reduzindo os efeitos colaterais (202,206).
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Até o momento, existem cerca de 60 peptideos que atingiram o
mercado, mais de 150 peptideos estdo em ensaios clinicos ativos, cerca de
260 peptideos estdo, atualmente, sendo testados em humanos e mais de 400
peptideos em estudos ndo-clinicos (207). Estudos recentes tém se concentrado
no desenvolvimento de métodos eficientes de carreamento de peptideos. Por
exemplo, o encapsulamento de peptideos anticancerigenos como um SDD tem
o potencial de reduzir a toxicidade hemolitica (para peptideos catiénicos) (208),
superar o problema de curta circulacdo das moléculas, melhorar a estabilidade
sérica e metabolica, e oferecer protecaocontra a rapida eliminagdo pelo corpo
(209). Ainda, ha vantagens como a liberacdo controlada das moléculas,
especificamente no local do tumor, através do projeto de sistemas de
distribuicAo de medicamentos responsivos a estimulos (pH, temperatura e
formulagbes acionadas magneticamente) ou via funcionalizagéo de ligantes de
nanocarreadores (210), além de facilitar a entrega intracelular eficiente da
substancia para atingir alvos subcelulares gracas ao uso de materiais
fusogénicos e endossomoliticos e a coentrega de multiplos medicamentos para
efeitos sinérgicos usando um unico SDD (202).

Diversos sistemas de entrega tém sido explorados, incluindo lipossomas,
micelas, nanogéis, nanocapsulas e nanofibras, cada um com suas vantagens e
desvantagens (211-215). Os lipossomas sdo vesiculas formadas por
bicamadas lipidicas que podem encapsular peptideos hidrofilicos e
hidrofébicos. Estudos demonstraram que lipossomas modificados com
polimeros biocompativeis podem melhorar a estabilidade dos peptideos
encapsulados e promover uma liberacdo controlada, aumentando assim a
eficacia terapéutica (206,215,216). Nanocapsulas poliméricas também tem se
destacado como uma excelente alternativa e pesquisas mostram que elas
podem proteger peptideos contra a degradagdo enzimética, facilitar sua
absorcdo e prolongar sua circulacdo sanguinea, resultando em uma melhoria
significativa na eficacia terapéutica (217-219). Ainda, o desenvolvimento de
nanofibras também tem ganhado destaque, proporcionando um meio eficaz de
encapsulamento de peptideos (170,220-222). Embora o0s avangos no
encapsulamento de peptideos estejam adiantados, desafios persistem, como a

otimizacdo da formulacédo para diferentes tipos de peptideos e a garantia de
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sua eficicia e seguranca para uso a longo prazo. No entanto, representa uma
abordagem inovadora para superar os desafios associados a entrega de
peptideos especificos.

A formulacdo de nanoparticulas de nudcleo lipidico, onde seus
componentes nucleicos exibem altos valores de equilibrio hidrofilico-lipofilico
(EHL), pode melhorar a eficiéncia de associacédo (EA) de moléculas hidrofilicas,
como peptideos (223). Uma nanoparticula polimérica contendo 6leo de babacu
(BBS) foi recentemente desenvolvida para encapsular o farmaco diclofenaco
sédico como um modelo de substancia polar (223) e, portanto, mostra que o
Oleo de babacu pode ser uma excelente alternativa para encapsular outras
moléulas polares, como € o caso do peptideo SSIEFARL.

O uso do 6leo de babacu como matéria-prima para nanoformulacdes
ainda é pouco investigado, entretanto sua incorporacdo dentro do nucleo das
nanoparticulas pode melhorar o encapsulamento de moléculas, ja que é sélido
em temperatura ambiente e pode promover a formacédo de um nucleo viscoso.
(224). Contudo, ainda ndo ha certeza sobre o seu ponto de fusdo dentro do
ndcleo da nanoparticula. Um estudo conduzido por Rodrigues e colaboradores,
em 2014, revelou que o EHL do éleo de babacu é de 11,5 (225). Esse valor,
gue é considerado alto, sugere uma interacdo com moléculas polares. O EHL é
uma propriedade crucial que auxilia na previsdo do comportamento do
processo de emulsificacdo, indicando o tipo de emulsdo que sera formada.
Emulsionantes com baixo valor de EHL tendem a favorecer a formacao de
emulsdes agua-em-06leo (A/O), enquanto emulsionantes com alto valor de EHL
resultam em emulsdes Oleo-em-agua (O/A). Assim, ao conhecer o valor de
EHL, é possivel antecipar o comportamento esperado da emulsao, oferecendo
orientacao pratica durante o processo (226,227).

1.5.1.1 Babacu

O babacu pertence a familia Arecaceae (Palmae) e aos géneros
Orbignya e Attalea, sendo mais comumente encontrado no Norte e Nordeste do
Brasil (228). O fruto desta planta produz améndoas que sdo compostas por

mais de 60 % de 6leo (229). O dleo é extraido do c6co de babacu (Figura 7) e
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tem sido utilizado para diversos fins medicinais, pois apresenta propriedades
laxantes, vermifugas, antitumorais e anti-inflamatérias (230-234). A exploragédo
do babacu representa uma excelente estratégia para o uso sustentavel da
biodiversidade brasileira, devido as suas mdultiplas aplicacbes e usos
potenciais. Por ser fonte de renda crucial para muitas familias do estado do
Maranhao (235) - responsavel por cerca de 93 % da producéo total de babacu
no Brasil -, a exploracdo do babacu gera recursos sustentaveis e promove o
sustento das comunidades locais e do pais (236). Todas as partes da palmeira
sdo aproveitadas: as flores sdo utilizadas em artesanato, as folhas para
construcéo de telhados e alimentacao animal, enquanto o fruto possui diversas
aplicacoes, dependendo da camada correspondente. Por exemplo, o
mesocarpo € usado na producdo de farinha, etanol e possui também

finalidades medicinais (237).

Babacu Oleo de Babagu

Figura 7. Babagu e Oleo extraido do cb6co do babagu. (Imagem adaptada de
https://www.conceptaingredients.com/wp-content/uploads/2021/04/babacu-oil.png. Acesso em
24 de fevereiro de 2024).

Amplamente utilizado nas regifes tropicais do Brasil, o 6leo do babagu
possui um perfil nutricional notavel e demonstra potencial em varias areas,
desde a alimentacdo até a industria cosmética (229). E composto por uma
variedade de acidos graxos (238), incluindo laurico (40-55 %), miristico (11-27
%), oleico (bmega 9) (10-16 %), estearico (1,8 —7,4 %), palmitico (5—-11 %),
caprico (1,2-8 %) e caprilico (6 %) (239,240). Sistemas nanoestruturados
contendo BBS tem sido investigados como terapia para hiperplasia prostatica
benigna (241,242). Na imunologia, o extrato de babagu consegue ativar células


https://www.conceptaingredients.com/wp-content/uploads/2021/04/babacu-oil.png
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responsaveis pela fagocitose, como os macrofagos e as células dendriticas,

podendo ativar o sistema imunoldgico (243).

1.5.2 Nanotecnologia na producédo de produtos imunoterapéuticos

As diversas estratégias e sistemas de entrega desenvolvidos até agora
mostram grande potencial para a imunoterapia baseada em peptideos
associados a nanotecnologia. As nanoparticulas poliméricas representam uma
classe versatil e promissora de nanomateriais com aplicagdes significativas na
medicina e tém sido amplamente exploradas para uma variedade de
aplicacoes, desde a entrega controlada de farmacos até a terapia génica.
Inclusive, muitas ja sao aprovadas pelo Food and Drug Administration (FDA)
para uso em diversas aplicacdes biomédicas, incluindo medicamentos,

diagndstico médico e terapia genética (Tabela 1).



52

sSo)npe 3 seduelo wa

(HYaL) speplaiesady

5 oeduale ap 021uUQnEeD
‘0Z0Z “MalAay Alojeg pashood HoUSp Sp oulolsuel osawjjod ap
olneIpad (SulEBIBIEXSPS])) SSUBAAA " UOIIEASILILLPY op ojusWelel]| |  SBIaISa0IIN euUIW BlaJUBX3PSIT SOSUBAAA
Jejodiq oulsojsuen
8 elualjozinbsa
710z "sjuelpaibul sAnoe ‘sooljeinbisd
xa(dwon « spnpoid xa|dwon jo sousjeainby Buiysiqeysy | Solgimsip eled ozeid ¥Old 8p @EIsu0d
Joy Buiss] oIA Ul pue uoneziuslorieyd pnpold ry Buelr [ obBuo| ap ojuswelel] SBI3JSa0.0I|A euopliadsiy |epladsiy
A0B Bpy MM (UG}
a|qeleny "zzoz [reuisiu] jeaciddy 03 eousing Bunesuel |
:uswdojanaq Bnig sususn BudueApY (ZZ0Z VIES oedeinp vold
sabus|eyn Alojenbay o1eBIABN 0] SUOIEPUBLLLLOISY ebuo| ap |aAgjelul | ep seouswijod | euolaisaboldixoipawl @Bl3A0Id
:s9|qepalul xajdwo) Jo Bulldpolp JNSIUBYDBIA Y Wely oaldsoenuo) | seinojuedouep ap 01e}90Yy -odaq
seaJtoued ap Jaoued
2202 "1ohpoid SING 10} surensuoo Aiddns pajejal 9 oeuw|nd sp Jaougo
-Buninpenuey uo alepdn—adinbg sieAp jo1sug algng ‘eWewW ap J1aoued euiwngie ap
NG qqinbg ‘o Jsbeuey ¢ AYsMmoyUST 'H(Q [BUOISSD01d eied ojuswejel| | seinojpedouep [axejjoed gRUBXelqy
TRITEIETEN| osn ap oedeaipuj dN @p odi} ooseuwIe ojnpolid

Y4 op oedeaoide woo senojyedouBU B SOPEIOOSSE SO0BLUIER) ap sojdwax] *| ejaqel




53

A biodisponibilidade de insumos farmacéuticos ativos (IFA) é um fator
importante no desenvolvimento e aplicacdo desses ativos, com alguns sendo
rejeitados pela industria farmacéutica devido a baixa biodisponibilidade e/ou
desempenho abaixo do ideal. A biodisponibilidade dos farmacos é limitada
devido & sua baixa solubilidade em agua e/ou baixa permeabilidade da
membrana. Sessenta e cinco por cento do corpo humano € composto de agua,
portanto, um medicamento deve ter uma certa hidrofilicidade ou polaridade
para ser soluvel em agua. Ao mesmo tempo, estes farmacos devem apresentar
uma certa lipofilicidade ou apolaridade para serem capazes de atravessar as
membranas celulares lipofilicas.

Esses requisitos levaram ao sistema de qualificacdo biofarmacéutica de
medicamentos onde: medicamentos de Classe | tem alta biodisponibilidade e
nao oferecem nenhum desafio; por outro lado, os medicamentos da Classe IV
provavelmente nunca chegardo ao mercado; jA os medicamentos de Classe Il e
Classe Ill tem biodisponibilidade reduzida devido a sua baixa solubilidade e
baixa permeabilidade da membrana, respectivamente. O sistema de
qualificacdo biofarmacéutica de medicamentos € um conjunto de préticas e
testes utilizados para avaliar e garantir a qualidade, seguranca e eficacia dos
medicamentos. Essa abordagem € essencial para garantir que 0S
medicamentos produzidos e comercializados atendam aos padrdes regulatérios
e oferecam os resultados terapéuticos esperados aos pacientes. A qualificacédo
biofarmacéutica envolve uma série de etapas, incluindo a caracterizacdo dos
ingredientes ativos e excipientes utilizados na formulacdo do medicamento, a
avaliacao da estabilidade do produto ao longo do tempo, a determinacdo das
vias de administracdo e dosagem adequadas, entre outros. Isso € fundamental
para garantir que as diferentes formulagcées produzam resultados terapéuticos
comparaveis (245). Muitas pesquisas sdo dedicadas a obtencdo desses
medicamentos baseada no desenvolvimento de SDDs e indicam que polimeros
biodegradaveis naturais, seminaturais, sintéticos e hibridos servem como um
marco no design e desenvolvimento de SDDs, melhorando o manejo e cura do
tecido danificado, diminuindo os efeitos colaterais e melhorando a

farmacodinamica do substancia (246,247).



54

1.5.3 Nanotecnologia para drug delivery em mucosas

As nanoparticulas enfrentam varias barreiras biolégicas durante seu
transporte no corpo, o que pode restringir a eficacia da entrega de SDDs
baseados em NPs (248). O muco, uma camada viscosa e pegajosa de hidrogel
que reveste a superficie de tecidos mucosos, como os olhos, vias aéreas
pulmonares, trato gastrointestinal e trato genitourinario, € um exemplo tipico de
barreira biologica (249). O muco é principalmente composto por fibras de
mucina interligadas e entrelagadas, formando uma estrutura semelhante a uma
malha. Assim, 0 muco evoluiu sua funcdo para proteger a mucosa contra
corpos estranhos por meio de obstrucéo estérica e/ou interacdes de ligacdo. As
nanoparticulas entregues aos tecidos mucosos sdo facilmente aprisionadas e
removidas pelo muco, limitando assim a eficacia desses sistemas (250). Para
superar a barreira do muco, nanoparticulas mucoadesivas e mucopenetrantes
tém sido propostas sucessivamente. Por exemplo, pesquisadores que foram
pioneiros no desenvolvimento de nanoparticulas muco-penetrantes descrevem
que, conjugando as nanoparticulas com uma alta densidade de polietilenoglicol
(PEG) de baixo peso molecular, é possivel observar a absor¢édo aprimorada de
farmacos e a melhora no tratamento localizado (251,252).

Outro exemplo é o caso de nanoparticulas semi-elasticas relatadas
como capazes de atravessar rapidamente o muco intestinal para alcangar uma
maior biodisponibilidade oral (253). Esses achados sugerem a viabilidade de
modular as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas para superar a
barreira do muco, possibilitando a aplicacdo de sistemas de drug delivery em
mucosas.

Estima-se que 70 % de todos os patdgenos que infectam um hospedeiro
o fazem através das mucosas. Isso é devido a proximidade desses sitios com o
ambiente externo como, por exemplo, a mucosa vaginal, a qual é
continuamente exposta a substancias externas e patdogenos infecciosos (254).
Infeccbes vaginais afetam principalmente mulheres em idade reprodutiva,
tornando-se assim a razao mais frequente para consultas ginecolégicas.
Embora as infec¢bes vaginais ndo tenham uma taxa de mortalidade alta, esses

disturbios podem estar associados ao parto prematuro, aborto espontaneo,
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doenca inflamatéria pélvica, endometriose e aquisicdo ou contdgio de varias
infeccBes sexualmente transmissiveis, além do estigma associado a infec¢des
genitais (255). O tratamento para tais infec¢cdes pode incluir o uso de
medicamentos topicos e/ou sistémicos. No caso de uma doenca ou disturbio
local, o uso tépico de um produto vaginal evita que quantidades significativas
do farmaco atinjam o sistema circulatério, reduzindo efeitos colaterais. Além
disso, esse tipo de formulacdo também permite a autoadministracdo e
raramente requer auxilio para a aplicacao (256).

Recentemente, tem havido um crescente interesse em nanocarreadores
para farmacos vaginais, pois sdo considerados uma estratégia que oferece
propriedades desejaveis como liberacdo controlada, direcionamento especifico
para penetracdo no tecido e entrega intracelular ou extracelular (257,258). Em
uma infecgdo por herpes genital, por exemplo, a maioria dos medicamentos
disponiveis sdo analagos de nucleosideos que bloqueiam a replicacdo do DNA
viral (259). Esses tratamentos para o HSV sao eficazes na reducdo das
manifestacfes clinicas; no entanto, ndo previnem casos de recidivas, néo
curam a infeccdo e seu uso prolongado pode levar ao desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos (260). Portanto, novas alternativas tém sido
exploradas no desenvolvimento de estratégias de tratamento e prevencao
contra o herpes genital.

Encapsular peptideos em nanoparticulas pode ser uma estratégia para a
entrega do mesmo na mucosa. Além disso, SSIEFARL é um bom modelo
murino para conducédo de estudos in vitro e in vivo na infeccdo por HSV-2. Em
modelo humano, estudos também demonstraram peptideos especificos de
HSV-1 e HSV-2 reconhecidos por células T CD4+ e T CD8+ em biopsias do
trato reprodutivo feminino ou por andlise de predicdo de epitopos, mostrando
que a utilizagdo de epitopos imunodominantes pode ser uma excelente
alternativa para o desenvolvimento de um tratamento eficaz (261,262). Em
estudo prévio, o SSIEFARL ja foi considerado adequado para
nanoencapsulacdo e o sistema produzido apresentou, ainda, algumas
propriedades imunoadjuvantes, mostrando a possibilidade do sistema em ser

utilizado para melhorar a resposta imune contra o herpes (97).
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Atualmente, nanoparticulas estdo sendo estudadas para controlar
infecgbes por HSV-2. Como exemplo, nanoparticulas de o6xido de zinco
mostraram atividade antiviral significativa tanto nos modelos in vitro quanto nos
modelos in vivo de infec¢cbes por HSV-2. Em um estudo conduzido por Antoine
et al. (2012), foram utilizados trés diferentes estratégias de tratamento:
profilatico, terapéutico e de neutralizacdo. Em todos, as nanoparticulas de
oxido de zinco mostraram resultados no bloqueio de infec¢cbes por HSV-2
(263,264). Outro estudo demonstrou a possibilidade de usar nanoparticulas
poliméricas de PLGA como agentes antivirais, pois as mesmas tém a
capacidade de penetrar 0 muco, mostrando que nanoparticulas de aciclovir
monofosfato penetram o muco e possuem uma maior retencao e distribuicdo
do farmaco proporcionando assim uma protecéo eficaz contra o desafio com
HSV-2 (265). Orlowski et al. (2014) desenvolveram nanoparticulas de prata
modificadas com &cido tanico com boas propriedades antivirais tanto in vitro
quanto in vivo, blogueando diretamente a ligacdo e a penetracdo viral. No
geral, os autores demonstraram que as nanoparticulas de prata modificadas
com acido tanico representam um potencial microbicida para infec¢do por HSV
nos tecidos mucosos (266). Produtos antivirais com propriedades adjuvantes
adicionais impulsionaram a resposta imunolégica antiviral, ndo apenas durante
a infeccdo primaria, mas também mais tarde, durante infeccdes recorrentes
(267).

Outros estudos envolveram o desenvolvimento de nanoparticulas de
PLGA carregadas com moléculas para a administracdo intravaginal de siRNA
para a prevencdo de infec¢cdes genitais por HSV-2 em camundongos. As
nanoparticulas de PLGA foram projetadas para interferir na infec¢éo por HSV-2
por meio da reducdo mediada por siRNA da nectina, uma proteina da célula
hospedeira. Dessa forma, a sobrevivéncia dos camundongos, inoculados
intravaginalmente com uma dose letal de HSV-2 e tratados com nanoparticulas
de PLGA, aumentou consideravelmente para mais de 28 dias em comparacao
com os camundongos néo-tratados. Além disso, esse sistema oferece uma
plataforma de entrega segura que emprega materiais ja aprovados pela FDA e
gue podem ser modificados para melhorar a entrega de outros microbicidas

(268). Em outro estudo, as nanoparticulas carregadas com o farmaco
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Ftibamzone, o qual é utilizado no tratamento para HSVs pois inibe a replicacao
viral, aumentaram significativamente a solubilidade e a absorcéo da ftibamzona
em comparacdo com o farmaco livre, e mostraram um potencial para serem
usadas como um sistema de entrega eficaz para tratar o herpes genital (269).
Mais recentemente, pesquisadores mostraram que a entrega de nanoparticulas
de curcumina no trato vaginal poderia reduzir a inflamacéo local nos tecidos
causada pelo HSV-2, e as suas propriedades anti-inflamatérias no trato vaginal
poderiam potencialmente reduzir a gravidade da infeccdo por HSV-2 (270).

No entanto, a principal limitagdo da via vaginal € representada pelos
mecanismos fisiolégicos de remocao devido a dindmica dos fluidos vaginais e
as forcas biomecanicas naturais que sdo responsaveis pela baixa permanéncia
das formulacdes no local de acéo/absorcédo (271). Uma abordagem proposta
na literatura para solucionar esse problema consiste no uso de formulagbes
mucoadesivas, que séo capazes de prolongar a permanéncia do medicamento
na mucosa vaginal ao formar ligacdes fisicas e quimicas com o0 muco, como 0s
hidrogéis. Os hidrogéis tém emergido como uma plataforma versétil para drug
delivery. Estudos como o de Garcia-Astrain et al. (2021) indicam que hidrogéis
podem ser projetados para fornecer uma liberacdo sustentada de farmacos,
sendo particularmente (teis em aplicacdes locais, como no tratamento de

feridas ou doencas articulares (272).

1.5.4 Nanoparticulas em um sistema de hidrogel

Géis sao redes que possuem tanto as propriedades coesivas dos sélidos
quanto as caracteristicas de transporte difusivo dos liquidos. Copolimeros em
bloco sdo amplamente utilizados industrialmente nos estados sélido e
borrachoso e séo utilizados como elastdbmeros termoplasticos, com aplicacdes
em modificacdo de impacto e adesdo sensivel & pressdo (273). Séo solidos
porosos e tendem a ser elasticamente macios e reativos osmoticamente. Geéis
reversiveis referem-se aqueles que tém a capacidade de criar, quebrar e
modificar as ligagBes responsaveis por manter a rede unida. Géis que nao tém
essa capacidade porque s&o mantidos juntos por ligacbes covalentes sao

chamados de géis permanentes (274).
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O Pluronic® F-127 (Poloxamero 407, PF-127) é um gel (275-278)
utilizado como veiculo para a maioria das vias de administracdo, incluindo
topica (279,280), intranasal (281), vaginal (282), retal (283), e 0 potencial uso
do PF-127 como uma pele artificial também foi relatado (275). Nos ultimos
anos, o PF-127 tem atraido interesse no desenvolvimento de sistemas de
entrega dérmica e transdérmica, com o objetivo de promover, melhorar ou
retardar a permeacdo de medicamentos através da pele, considerando que,
para sistemas de entrega topicos, é desejavel a acumulacdo na pele com
permeacdo minima, enquanto para entrega sistémica, o comportamento oposto
é preferido (284). Ainda, é considerado termossensivel e termorreversivel, uma
vez que permanece soluvel em temperaturas de 2 a 10° C e geleifica acima
dessa temperatura (283), podendo ser transformado da forma soluvel para a
forma geleificada e vice-versa.

Esse polimero tribloco, composto por blocos de polietilieno e
polipropileno, demonstra propriedades Unicas que o tornam ideal para
formulacdes nanotecnoldgicas (278,285). Uma das aplicacbes mais notaveis do
gel na nanotecnologia € sua capacidade de formar micelas inversas na
formulacédo de micelas nanométricas, proporcionando um sistema eficaz para a
solubilizacdo de compostos hidrofébicos, essencial em diversas areas, como a
entrega de farmacos (286). Pesquisas exploraram o0 uso de géis
termossensiveis como o PF-127 para a entrega localizada de famacos,
permitindo a liberacdo controlada e prolongada (287-291). Além disso, o gel
tem sido empregado como agente redutor e estabilizante na sintese de
nanoparticulas metdlicas (288,292-294) e na engenharia de tecidos e
regeneracao celular (295-297). Ainda, podem ser adaptados para fornecer
suporte mecanico e ambiental para o crescimento celular, permitindo a criacédo
de estruturas tridimensionais que mimetizam o microambiente natural (298).

NanoSSIEFARL € uma suspensdo aquosa esbranquicada. Todavia,
esse sistema € demasiado liquido para ser aplicado na mucosa genital de
camundongos, uma vez que 0sS animais precisariam ser anestesiados durante
um longo periodo para que ocorresse a absorcdo das NPs na mucosa antes

gue os animais pudessem lamber a regido, removendo a suspensao.
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Portanto, uma alternativa seria transformar a nanoparticula em um
sistema de hidrogel para facilitar sua aplicagdo in vivo na mucosa.
Alguns testes foram feitos utilizando o PF-127 com a NanoSSIEFARL —
denominado GelNanoSSIEFARL (Figura 8), transformando o sistema
liguido em um termohidrogel para facilitar a aplicacdo na mucosa. Outros
estudos j4 demonstraram o uso do PF-127 para aumentar a permeacao
das nanoparticulas e o uso do gel no desenvolvimento de medicamentos
ja foi aprovado pelo FDA em concentracfes de até 40 % (299,300).
Estudo desenvolvido por Cone et. al em 2012 mostrou que
nanoparticulas de poliestireno penetram rapidamente no muco
cervicovaginal humano se o mesmo foi pré-tratado com concentracdes
suficientes de PF-127 (301). Portanto, o pré-tratamento das mucosas
com PF-127 pode melhorar a efichcia das nanotecnologias
convencionais de drug delivery de forma segura e se torna uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de nanoparticulas a

serem aplicadas na mucosa vaginal.

NanoSSIEFARL

~——— GelNanoSSIEFARL
PF-127

Figura 8. GelNanoSSIEFARL. A nanoparticula previamente produzida contendo o peptideo
SSIEFARL (NanoSSIEFARL) foi incorporada ao gel PF-127 na concentragéo de 20 %.
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1.5.5 Aplicagbes da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) na
Nanotecnologia

Para caracterizar sistemas de drug delivery como nanoparticulas
poliméricas, sdo necessarios métodos de quantificacdo adequados e validados
para avaliar parametros farmacéuticos, como o teor. A pesquisa conduzida por
Li et al. em 2017 destaca como a técnica é empregada para determinar a
pureza de nanofarmacos, avaliar a eficiéncia de encapsulagcédo de farmacos em
nanocarreadores e monitorar a liberacdo controlada de farmacos ao longo do
tempo (302).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem desempenhado
um papel crucial na analise e caracterizacdo de moléculas associadas a
nanoestruturas. A capacidade da CLAE de separar, identificar e quantificar
componentes em uma amostra, aliada a sua sensibilidade e preciséo, tornou-a
uma ferramenta essencial para assegurar a qualidade dos produtos na escala
nanomeétrica e a técnica tem sido amplamente utilizada para a andlise de
moléculas associadas a nanoparticulas, nanotubos, nanofibras e
nanocompoésitos, pois representa uma importante ferramenta para a
caracterizacdo fisico-quimica desses sistemas (303). Varios parametros
cromatograficos sdo avaliados para otimizar e validar um método analitico:
deve-se encontrar uma fase modvel apropriada, temperatura da coluna,
comprimento de onda e gradiente que proporcione compatibilidade e
estabilidade adequadas da substancia, bem como dos produtos de degradacédo
e impurezas.

A validacdo de metodologia analitica € um processo crucial na indUstria
farmacéutica para garantir que os métodos utilizados para testar a qualidade,
seguranca e eficacia dos produtos sejam confiaveis, precisos e robustos. O
Conselho Internacional de Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Registro
de Medicamentos de Uso Humano (ICH) fornece diretrizes abrangentes para a
validagcdo de metodologia analitica, conhecidas como ICH Q2(R1) (304). De
acordo com as diretrizes do ICH, a validagdo de metodologia analitica deve

abordar os seguintes parametros principais:
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Especificidade: o método deve ser capaz de distinguir a
substancia de interesse de outros componentes presentes na
amostra, como impurezas, degradantes e matriz da formulacao;
Precisdo: refere-se a proximidade entre resultados obtidos em
repeticbes do mesmo experimento, indicando a reproducibilidade
e a variabilidade do método;

Exatidao: avalia o quéo préoximo o valor medido esta do valor real
ou aceito, fornecendo uma medida da acuracia do método;
Linearidade: verifica a resposta do método em relacdo a
concentracdo da substancia analisada dentro de um intervalo
especifico, demonstrando se a resposta é proporcional a
concentragao;

Intervalo: determina a faixa de concentracdo em que o método é
preciso, exato e linear;

Limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ): sdo os
niveis mais baixos de concentracdo da substancia que podem ser
detectados e quantificados com precisdo e confiabilidade pelo

método.

desses parametros, o ICH também enfatiza a importancia da

validacdo do sistema cromatografico, se aplicavel, incluindo a escolha da fase

movel, coluna cromatografica, condicbes de separacdo e deteccdo. Apos a

conclusdo da validacdo, um relatério de validacdo deve ser preparado,

documentando todos os experimentos realizados e os resultados obtidos. Este

relatério € submetido as autoridades regulatérias como parte do processo de

registro do novo medicamento. A conformidade com as diretrizes de validacdo

analitica do ICH é essencial para garantir a confiabilidade dos resultados dos

testes e a seguranca dos produtos farmacéuticos.

Outro aspecto relevante é a caracterizacdo de nanomateriais em

produtos comerciais, ja& que a CLAE tem sido utilizada para verificar a

uniformidade de lotes de nanomateriais em produtos como protetores solares,

produtos cosméticos e alimentos, podendo ser aplicada para analisar a

presenca e a concentracdo de substancias em formulagbes comerciais,
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garantindo a conformidade com regulamentacdes de seguranca (305). Além
disso, a CLAE é frequentemente complementada por outras técnicas, como a
Espectrometria de Massas (MS), para uma caracterizacdo mais abrangente.

Neste projeto, foi possivel desenvolver, caracterizar e validar uma
metodologia especifica para a quantificacdo do peptideo imunodominante
SSIEFARL do HSV utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).

Uma metodologia de cromatografia ja foi previamente apresentada na
andlise de uma nanoparticula para encapsular o peptideo SSIEFARL (97).
Contudo, a metodologia n&o tinha sido validada seguindo as recomendacgdes
do ICH e foi feita utilizando CLAE com detector de fluorescéncia. Ainda, se
tratava de uma nanoparticula com propriedades diferentes. Portanto, a
importancia de uma metodologia analitica especifica e validada para o
SSIEFARL é porqgue a mesma poderia ter a capacidade de ser aplicada para a
deteccdo e caracterizacdo de outras nanoparticulas poliméricas que
encapsulam diferentes peptideos, ja que, como mencionado anteriormente, o
encapsulamento de biomoléculas é um processo que possui inumeras
dificuldades e a validacdo de uma metodologia € um grande passo para que

novas nanoparticulas e metodologias possam surgir.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolvimento de um sistema nanoestruturado para o0
encapsulamento de peptideos para aplicacdo em mucosa genital e

validacdo de metodologia analitica especifica.

2.1.1 Especificos

Validacdo de metodologia analitica para SSIEFARL utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

Associar o peptideo SSIEFARL a nanoparticulas poliméricas de ndcleo
lipidico contendo 6leo de babacu;

Caracterizar as nanoparticulas em termos de distribuicdo de tamanho,
indice de polidispersao, potencial zeta e pH,;

Incorporar SSIEFARL as nanoparticulas e caracteriza-las quanto
distribuicdo de tamanho, indice de polidisperséo, potencial zeta, pH,
morfologia, teor e eficiéncia de encapsulacéo;

Avaliar o perfil de liberacdo in vitro do SSIEFARL associado nas
nanoparticulas;

Avaliar a citotoxicidade e a fagocitose de NanoSSIEFARL.
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POLYMERIC NANOPARTICLES INCORPORATING SSIEFARL:
PRODUCTION, ANALYSIS, AND A NOVEL QUANTIFICATION
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Abstract:
This study focused on utilizing the immunodominant peptide SSIEFARL, derived from wviral

glycoprotein B of HMerpes simpiaxvirus 2, in conjunction with nanatechnology as a potential therapautic
approach against genital herpes. A nanoparticle (NanoSSIEFARL) was developed and characterized
for its physicochemical and immunomodulatory properties. Moreover, a noval high-performance liquid
chromatography method was validated for SSIEFARL quantification.
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Although S3IEFARL |& a petam immuncdomirant poptide for the Induction of spectlic COM+ T
respongs and protaction In a hapas madal bacausa & ls & amall blomolacide, It connat b appllag
frealy and direclly fo The genttal muoasa dus o possinle degracafion and low binacivily. Thus,
derrolopl g o nevroparicle sysieom conaining SBEFARL mey be cruclal for o sade and officlont vk
of tharspauticimmunastimulem paptice inte the mucoss, for pudies of Immunaganicitylvecc nation-
ohallangs and svalustion of protection meohansms.

Polymenie naropartiches are colloidal syabarts that Inclusk nanospheonss and rEnocapouis,
depanging on thelr struches and oipanization. Nanocapsulss are compoosd of an olly conp
muarourtind by a polymerin srvelopa, In which drugs or molsoule= oan be dizzolved insltls the coms or
antrapped I 1 pohamede memboane [14-18]. Poly -Carolaciore} (PCL] & 4 Blodegradabie
palymar hydrobyzad In physicingical coradians In the human bocly and hae callad tha attsntion of drug
dalvary xinos | can akn bism whh other polymars and modulsle degradstion kirelios and relsaca
proflva [17. 18]. Bsaldes the pohemer, the core of some nenoparicle oo Tomed by Tpophlic
substances chosan following criteria such as dnig solubiity, sbesnce of todelty, low sk of polymer
degradation, and low ol salublity within the polymar of vins-verea [19]. Msdium-chain trighomrides
{MCT), uuch i capricicanr e ghaddos, are commonly ubid ik Bpaphiic consa of naocasi
291

Nunopartigles with mn dfy gore of babseu (HBS) are latively new In tha Remnmure, Alihough
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BES-basud mikcioeriulslons R iy Bk sebid e & ranosrechured dulviry eysbar [21-23]
the first study showing a polymeonic nanopartcle contalning poly [ -caprolactons] and babaceu ol as
# dnug claltvary syyiam for yrirophilo moleoulae wes devalopad and ahersoterized by our group [24]
Babussy beiongs o e famlly Awcecser( Palnes ard penera Okivpryweand Abiosg, most commonly
fourd In northorn and northeassen Brazdl [231 The oll ls extracted from babaxsy coconuts and has
basn tmdtonslly ussd far pevarsl madical purposss, pressnting baorthe, varmiiugs, wod ant-
Inflammaiony propertes [25-28]. E k oomposad of difemnt fally sokis [30], such B laurk (40-55 %3,
myristic {1 1-27 %}, ololc (cmoga B} {10-15 %}, eteark: (1.5-7.4 %) palmitic {5-11 %), capiic [1.2-8
) anc omprylo sokis (8 %] [31, 2] Thix of has amollsnt proparias with an sxtenshma history o s
in humans for skin oare [53]. Stucies have shown thet BES hee amitumecr [34] and antHnflammatory
propartios [35] and namatucturod systems contalning BBS have beon atudied ao & therapy for
banign prontetic yperpieain [36]. Stdiea found tha the rguinsd hydrophiic-ipophiic balance (HLE}
for BES s 11.5 [A2], and thia sievated rHLB value suggesis the polerial for imemclion wih polar
maoloculen, such o popiidos [24]. Moroovsr, BBS activatoa human phagocytes, activating the immune
eytem [1].

Bashmn sxtranliviam foome tha primary Inoome souoe for many [Emiles In Meranhin,
contributing significantly to Brazis babasau production, accounting fof #3 % of the tolal oulput and
pramniing sustelnabls Buslihoods for lacal communiiss snd the ntian [37, 38]. Babaes, odracton i
vital far tha susisinable usa of Brazlan biodversly dus 1o Hx dvarss applicalinne and soonomia
I pevtsus. Ghon e wide avallabilty of babessn, ol and the suecasaful devalopment of nanoparice
formuletions by our group for giciolenec sodium delivery, wa sim o cim orsireds te capaizity of fhasa
ranopatioles to anoapeulate smaller polar biomoisoules, such as the HEY papiide SSIEFARAL

Namapsuticias feova shown promisltg resuti In mucosal immurotroray, offedng saliond
clalhvary wystarna for sntigens. ang immunomocil atony agets. Thay snhuncs |acel |mmune neeponsss,
which are oruolal for combating imsalions In muncsal ourfanex lka the rexpirsinry, gexiolrissdinal,
nd urogenial tocks. Spaecicaly. i the ger bl Mudosd, narogdrticles provide wn eficont maoans to
delfvar immungiherapeitic agonts, potentinlly preverting sexually raremitted Infactions. Giudies
demonstraie fhalr sfectivaness in sxparmenial modeix, highlighiing fhair polertial for preventive and
therapeuilc stndeg o In this covised. In summery, nenoparicka reprosent an nnovatha avenue for

developing targated approschss agairst genital imsctore and ather pathalogical conditons In
munoaal Hexoums [39-45].

I ot 1o assune fousbiRy, this ranocaTier rests © ba non-cylataxds v predent @
renponsils pharmacs utical loncie g capabilty and targeting, e well an controlisg ralaags fewdures. [48]
This siudy sims to developg and champterizs a nanosinohusd sysiem gomaining the papide
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SSIEFARL il Sivvilop, ctiraciiri, and vilidahe o apecific high-parforareos Bquld domsdograptry
{HPLC) muthadolagy to quanty the poptide. To our know!adga, thie |s a firet-tma attempd 1 describe
a polymado nanopariola dalvery mpstem ypaing beaysy oll 1o anoupaylsts & paptic for fsthar pea in
genkal mucnes murdne models and o valkkiaie a speciic HPLG quariicstion metimdolngy for
SBIEFARL

2 Wsteriak ard Wirthods

21 Miturinly

Babassu o (Orbignya. cleiiem, Mundo dos Glece™, Brazd], poly( -caprolacinne) (Sigme-
Akirich™, Brazll), SSIEFARL 83 % purtty (GonScrpt™, NJ, UEA), medium-chain tighycoridos (capric
and capndic Rcide, Dalmsmrs™, Bmad), potysorhats 80 [Twean™ 80, Sigma-Aldrich, Brazil), scatans
{Neon™, Brazl], witanol (Dindmika™, Brazl), acetonlirle (ACN] {Neon™, Brazl) and tiuomcelc
uckd (TFA) (Sigme-Aldrich™, Brazl. Babsscu of ctudy was regiatored o SkkGon [dentiication
ABCECDE).

2.2 Exporimantal mothaods:

22 1 Daveinpmavs and VakdsSon of & High-Perfrmance Ligkd Chmmaiograplhy Methodkalogy

The wpeimenis wae porformed on 2 Prominence UFLS chwenmdograshle seaiom
{Bhimadzu™} conplsting of & binary pump (mogel: LG-20AT], onling degasesr [mogel DEE1)-20A5),
ALE autcearmpier [modal: SIL-2GA), nalumn oven {modet CTO-20AY, PDA deteator {modst EFD-
M20A) wnd commuricaiion modubs [odel: SBR-202), Bhimatzy LE-Soluben™ soflwrs wiks usd
for detl collaction. Al spactm wars collacied for peak kisntification and peak purlty calculations.

222 Praparciinn of the Sl Nancparie:
The preparation of nanopericies comaining babaseu of mee cormied ot according ® de
Oiveira, J.V.R. & af [24] through Inlerfanial polymar depasiion.

A23 Physicochaermical Charactizason of e Polymerk NanoparScise

For each haioh, the volume-waighted mean diametsr (i4,3) and the palydisperndly Index
(Opar) wire ssmdcuad Lalng Mear diifracion (Mstenatzed™ 2000, Mk Instanent, Lid., Mahsrm,
UK). Samplea weare dliied with ukrapire water 10 vwrily the r-mwmga (mean damastars),
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potyclaperaly Indio (POH) By dyramic [pht scdtdng, avd 2 pobariial by wietrophonsic mobily,
using Zotmazer™ nanv-26 ZEN 3600 (Nanosedoa™, kishvem, UK). The pH wae determined by &
patsntiomstar PHE0A (insnutharm™, 2o Pado, Biazl). To ciermine tha exsagiation sifinlency (AE
%) of tm peptice BSIEFAAL Inio tha ranopuricles, thw ulraflirdion-cemrfugation method was
cariad cut ueing contriugal 1kor unite of 1¢ KDa {Milpore™, Cork, Iroland]. Tranamisslon alectron
microscopy [TEM) {Tacnel™ (2-12, SpiBlotwin FEI, 120 KV oparating st 80 kv] of NanoBSIEFARL
was usad bo svalusie nenopartiols mopiaHogy.

224 Raleass Froa of ESIEFARL Sam Palyrnerio Nencprrticias
Tha relesss proflin mostimer s wers conounbed using acskxie buffer pH 4.5 (328 g of sodlum
acotalo trimadrate + 1.91 mL acotic acld dikrtad In 1 L of utrapire wator).

225 Cok Viahily Assay
Goll viabll Ity woa asseasod by Sow cytomedy using & viabilky dyw. After, colls worno analyzed
by Sow cytomatry on FACSCante™ Il (RO Bloacisncen, LISA).

228 Phagosytak Asssy
JT74A1 macrophagss were mad in thia aasny. The Imagss wars anslyzed on EVOS AL Auto
£ imaging Miorazcopa {Imviirogen™, KA, LEA).

2.2 7 Sontintcol Angymis

Data wes analyzed by GraphPad™ Prism vamsion 9.0.0 (La Jolla, CA, USA}, and Fomlo™
Sultware (B0 Biooclencod, UEA]. The resutia ane prasuoniod o v moan slandard aror of e e
{GEM) or maan wiantard devieon {GIY). Gtudent’s rserand ANCRA wara also parfarmad.
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4 PRODUCAO DE GelNanoSSIEFARL

Considerando que um dos objetivos seria utilizar NanoSSIEFARL para
aplicacdo topica na mucosa de camundongos, a nova formulacdo de
nanoparticulas incorporadas em uma matriz de hidrogel foi preparada utilizando
o polimero Pluronic® F-127 (Sigma-Aldrich®, Darmstadt, Alemanha) como
termohidrogel para facilitar seu uso em locais da mucosa e para aumentar a
mucoadesao (306—-309).

5 EXPERIMENTOS IN VIVO

Para avaliar se havia a presenca de infiltrado inflamatério na mucosa
tratada com NanoSSIEFARL, foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas

com 8 semanas de idade (n = 4).

6 DISCUSSAO

Nosso grupo ja desenvolveu uma nanoparticula contendo SSIEFARL
com uma metodologia especifica de CLAE (97). Porém, a mesma apresentou
baixa eficiéncia de associacdo do peptideo (< 5 %), se tornando uma
nanoparticula inviavel para ensaios futuros. Ainda, a metodologia desenvolvida
se baseava nos compostos da nanoparticula, os quais possuem diferencas
para esta nova NP apresentada. Além disso, ndo foi demonstrada a validagéo
da metodologia CLAE de acordo com as diretrizes do ICH. Portanto, aqui
desenvolvemos uma nova formulacéo e validamos uma metodologia de acordo
com o ICH considerando os seguintes parametros: seletividade, linearidade,
preciséo, robustez, limite de detecgéo e limite de quantificag&o.

7 CONCLUSOES

Esta tese de doutorado teve como objetivo validar uma metodologia
especifica de CLAE para quantificar o peptideo SSIEFARL — metodologia essa
inédita na literatura - que apresentou parametros otimos de caracterizacao

exigidos pelo ICH. Ainda, produzir e caracterizar uma nanoparticula polimérica
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de nucleo lipidico contendo Oleo de babagu para associar o peptideo
imunodominante SSIEFARL (NanoSSIEFARL).
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ANEXO C — COAUTORIA DE ARTIGO 1 (PROJETO COVIDa*)

*Projeto desenvolvido junto ao Laboratério de Imunoterapia durante a pandemia da COVID-19.
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Pediatric COVID-19 patients in South Brazil show
abundant viral mMRNA and strong specific anti-viral
responses
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COVID-19 manifests as a milder disease in children than adults, but the underlying
mechanisms are not fully characterized. Here we assess the difference in cellular or humoral
immune responses of pediatric and adult COVID-19 patients to see if these factors contribute
te the severity dichotomy. Children's non-specific immune profile is dominated by naive
lymphocytes and HLA-DRMENCX3CR1% dendritic cells; meanwhile, children show strong
specific antibody and T cell responses for viral structural proteins, with their T cell responses
differing from adults by having weaker CO8TTNF* T cells responses to S peptide pool but
stronger responses to N and M peptide pools. Finally, viral mRNA is more abundant in
pediatric patients. Our data thus support a scenario in which SARS-CeV-2 infected children
centribute to transmissicn yet are less susceptible to COVID-19 symptoms due to strong and
differential responses to the virus.
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with multisystemic involvement, and an array of clinical

manifestations that can vary from asymptomatic to severe
outcomes leading to death! constituting an ongoing worldwide
emergency?. Epidemiological evidence of less severe forms of the
disease and reduced mortality in children upon infection with
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
is consistent?#, except for a multisystem inflammatory syndrome
(MISC) associated with co-morbidities in a relatively low per-
centage of children”. The pediatric population (0-19 years old)
represents more than 25% of the Brazilian population, however, it
is observed that this group corresponds to only 1.9% (19,589/
989,170) of all cases of COVID-19 reported in the past
12 months. Mortality (case fatality rate, or CFR—the proportion
of deaths in identified confirmed cases), among children, repre-
sented 0.5% (1564/321,659) of all deaths due to the disease
reported in the same period. The lethality in children and ado-
lescents hospitalized due to SARS by COVID-19 was 8.0% (1574/
19,589), while the overall lethality in all age groups was 32.5%
(321,659/989,170), in the observed period (data from SIVEP-
Gripe/Influenza Epidemiological Surveillance Information Sys-
tem, Brazilian Ministry of Health). Thus, a significantly lower
number of children and adolescents have severe clinical pre-
sentations with the need for hospitalization, or that will lead to
death when compared to other age groups.

Different hypotheses are used to explain this phenomenon®?,
Milder disease in children can result from a reduced expression of
the viral receptor Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2),
leading to lower levels of viral replication®. Alternatively, a dif-
ferential immune response in children leads to a distinet infection
course from adultsy’ or yet the pre-existence of neutralizing
antibodies to seasonal coronaviruses could confer some cross-
protection against SARS-CoV-2 induced disease. Children are
considered one of the main reservoirs for these viruses!?, even
though some studies show large circulation also among college
students!l. At present, the scarcity of data prevents a clear
understanding of the striking differences between the pediatric
and adult outcomes after infection by SARS-CoV-2.

Comprehensive studies have characterized immune responses
in adults with mild or severe forms of COVID-1912-15 However,
considerably fewer studies have focused on pediatric patients.
This is a subject of paramount importance, not only because it is
central to the design of public policies regulating school opening
(and all the activities associated with it) during the pandemic, but
also because understanding the milder disease presentation in
children may provide important clues for the design of preven-
tion strategies as well as novel therapeutic pathways for the
management of COVID-19.

Here, we present a detailed characterization of plasma and
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from adult and
pediatric COVID-19 patients by multi-parameter flow cytometry,
defining 78 immune cell subsets. Using a systems approach, we
analyze 38,670 data points, including anti-SARS-CoV-2 IgA and
IgG antibodies, and frequencies of specific effector T cells. Taken
together, our findings suggest that children produce a strong, yet
differential immune response when compared to adults, which
associates with the mild manifestation in pediatric COVID-19.

C oronavirus disease 2019 (COVID-19) is a complex disease

Results

Unsupervised analysis of non-specific immune responses in
pediatric patients and adults with mild or severe disease. The
study design is summarized in Fig. 1A. We have recruited a total
of 92 patients (25 children; 34 adults with mild disease—AMD;
and 33 adults with severe disease—ASD). All subjects had
COVID-19 confirmed by PCR detecting SARS-CoV-2 infection.

All children had mild disease and were treated as outpatients.
Their characteristics are described in Table 1. The youngest
individual enrolled was 7 months old—which does not appear in
the table because only the interquartile interval (IQR) is shown.
Most individuals were Caucasian. As expected, comorbidities
were concentrated in the group with severe disease, which was
also the group with a higher mean age. Some symptoms are
probably not accurately assessed in some children, such as
anosmia or dysgeusia, due to the age of some individuals in this
group. Dyspnea was significantly less frequent in children.
Median cycle threshold (Ct) levels for all three probes used in
PCR were higher in AMD, and not different between ASD and
children.

Comprehensive immune profiling of PBMCs from pediatric
and adult patients was performed using flow cytometry,
generating 77 variables (frequencies of cell subpopulations and
geometric Mean Fluorescent Intensity/gMFI of activation mar-
kers). Gating strategies are detailed in Supplementary Fig. 1A-H).
To reduce the dimensionality of the numerous variables, a PCA
analysis was carried out. A biplot graphic representation of
principal component scores PC1 and PC2 indicated that some of
the pediatric patients were separated from the mild adult patients
(AMD), and the severe adult patients (ASD) (Fig. 1B). Although
some overlapping between groups was seen for a few individuals
from each group, PCI separated most of the ASD patients from
the pediatric patients, while PC2 separated AMD patients from
severe ones and pediatric patients (Fig. 1B). The absence of a
perfect separation among groups of patients was not unexpected
since some of the individuals from different groups may have
similar cell frequency profiles. The PC scores from the three
groups were plotted and the significance of the differences was
evaluated by a KW test (Fig, 1C). Children had the highest mean
score value for PC1 (2.765), followed by AMD (0.142) and ASD
(—2.351), and these differences were highly significant (Fig. 1C).
For PC2, AMD had a mean score of 2.079, higher (p <0.0001)
than children and ASD (mean scores of —1.585 and —1.180,
respectively, p > 0.999). To further assess the immune responses
of each group, we performed a hierarchical clustering analysis
based on the original data. The results (Fig. 1E) showed three
main clusters—highlighted in different shades of gray. The first
cluster is mainly composed of adults with mild disease; the second
cluster, mainly of children; and the third, mainly of adults with
severe disease. In spite of the resulting clusters not being
composed uniquely by individuals of the same group of patients,
mild cases represent 72% of the cases in the first cluster whereas
children slightly predominate in the second one, and ASD in the
third one. Thus, the hierarchical clustering analysis supported the
findings from PCA, showing that the immune responses of most
of the children differ from adult individuals with severe COVID-
19. We also examined principal components PC3, PC4 and
PC5 scores for additional information about the differences in the
profiles of child and adult patients. PC3 separated children from
ASD, as already seen using PCI, whereas PC4 and PC5 did not
separate the groups at all (Supplementary Fig. 2A). Principal
components are calculated based on correlations among variables,
and to interpret the meaning of each PC we analyzed the positive
or negative contributions (loadings) of each variable in each PC.
The variables with the main positive and negative contributions
(loadings) are identified in Fig. 1D, for PCI1 and PC2. Respective
loadings values are listed in Supplementary Table 1. PC1 had
positive inputs mainly by IgM™* memory B cells, naive B cells, and
¢DC1 DR expression; and main negative contributions by
proliferating B cells; plasmablasts; and CX3CRI¥ expression in
dendritic cells (DC). That indicated that the group with the
highest mean scores for PCI (children) would be characterized by
a profile of predominantly naive or low-affinity memory B cells,

2 JRE COMMU ATIONS [ {202112:6844 | https.//dolorg/10.1038/541467-021-27120-y | www.nature.com/naturecommunications
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Fig. 1 Experimental approach and differential immune profile of children, mild and adult patients by principal component analysis. A Graphical
representation of the study design; B-E Principal component analysis of the clusters of pediatric (purple) and adult patients with mild (green) and severe
(red) disease; each dot represents a patient, color coded. B Distribution of clusters by PC1 and PC2; € comparison of scores for each PC by analysis of
variance (Kruskal-Wallis) with P values indicated over brackets, the horizontal bar representing the median. D Contribution of variables (loadings) to
PCIxPC2. Each blue dot is a variable. E Hierarchical clustering analysis of immune variables. Each shade of gray is a cluster with a representative
distribution between groups. Graphical study design was created with biorender.com (accessed on 20 October 2021). Source data are provided as a Source

Data file

not activated/differentiated; and their dendritic cells would be
high in DR, but low in CX3CR1. The opposite would be true for
individuals with the lowest mean scores (ASD), while AMD
would be characterized by an intermediate profile for these
variables. The main positive influences for PC2 were T regs,
myeloid dendritic cells (mDCs), and TEMRA cells, indicating
mild adult patients present significantly higher frequencies of
these cell subpopulations. The main negative influences for PC2
were eosinophils, natural killer (NK) cells, and granulocytes, and
these should be the lowest in AMD. To verify these PCA
interpretations, we compared them to the analysis of variance

ONS [ (2021012:6844 | httpsy//dolorg /10.1038/541467-021-27120-y | www.nature.com/naturecommunications

(KW) results performed among the three groups of patients
regarding the three most relevant, positive and negative (Fig. 2)
influencers, variables for PC1 and PC2. Comparisons of the three
groups for their variances regarding each variable agreed with the
differences among them detected by PCA. What emerged from
these two combined analyses was that AMD, ASD, and children
differed based mostly on the state of activation of B and T
lymphocytes, and in targeting innate inflammatory responses to
inflamed tissues.

The percent of the total variability explained by these first
principal components was low; the first two PCs together

3
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Table 1 Clinical ct istics of all pati in this study.
Characteristics Mild (n= 34) Severe (n= 33) Children (i = 24) P-value
Age (y), median (IQR) 37.8(27.0-44.6) 60.8 (388-759) 7.4 (25-13.8) 2.20e-14%
Female sex, n (%) 22 (647) 17 (51.5) 10 (41.7) 021k
Active or passive smoking, n (%) 2(59) 6(182) 3(125) 0.08b
Racial or ethnic group
Caucasian, n (%) 28 (82.4) 20 (60.6) 17 (70.8) c22b
Non-caucasian, n (%) 4(.8) 1(3.00 5(208)
Days from symptom onset to sample collection
Days, median (IQR) 18.0 (16.0-20.5) 10.0 (7.5-14.0) 15.0 (7.8-17.0) 1.00e-047
Symptoms
Headache, n (%) 32 (540 23 (687} 13 (54.2) 0.02"
Myalgia, 7 (%) 30 (882) 20 (60.6) 8 (333) 1.83e-03b
Malaise, n (%) 28 (82.4) 31(93.9) 14 (583) 1.26e-03°
Coryza, n (%) 26 (76.5) 18 (54.5) 15 (62.5) o2t
Cough, n (%) 25(735) 30 (90.9) 16 (66.7) comt
Fever, n (%) 23 (67.6) 26 (788) 19 (79.2) c.5P
Chills, n (%) 21618 20 (60.6) 9 (375 012k
Dyspnea, n (%) 20 (58.8) 22 (667) 4 (16.7) 4,57e-04b
Dysgeusia, n (%) 20 (58.8) 12 (36.4) 6 (25.0) [eRle
Sore threat, n (%) 19 (5553 12 (36.4) 10 (4173 0320
Appelite loss, n (%) 19 (55%) 21(636) 12 (50.0) c56P
Anasmia, n (%) 19 (559) 1(33.3) 6 (25.0) c21b
Stuffy nose, 1 (%) 17 (50.0) 1333 13 (542) ©33b
Conjuctivitis, n (%) 16 (471) 10 (303) 7 (292 028b
Nausea, n (%) 14 (N.2) 12 (36.4) 5 (25.0) C.6ab
Sputum preduction, 1 (%3 12(353) 10 (303) 6 (25.0) 0.70b
Diarrhea, n (%) 12 (35.3) 16 (48.5) 7 (28.2) 0.25b
Vomiting, (%) 2559 4020 4 (6.7} ©.42b
Skin rash, n (%) 1029} 1(3.0) 1(42) ag7b
Underlying medical conditions
Obesity, n (%) 10 (26.4) 13 (30.4) oo 0.01°
Hypertension, n (%) 6 (176) 15 (455) 0 (00) 100k
Asthma, n (%) 128 26N 5208 3.77e-05"
Diabetes mellitus, type 1and 2, n (%) 1(29) (333} 0(0.0) 0.04t
Cancer, n (%) 129 206D 000 ©.73b
Tuberculosis, n (%) 003 160 00 073t
Stroke/CVA, n (%) 00} 40121 0 (0.0} c26b
COPD, n (%) 0o 4 (2.0 1042 ©.43b
Heart failure, n (%) 00} 26N 000} 0530
Congenital heart disease, n (%) 0o 1(3.0) [eN(eXe)] 0730
Ct value (median, IQR)
ORFlab 183 (16.7-22.6) 243 (199-2873 12.0 (15.4-27.5) 0.05%
S 19.8 (16.7-23.03 253 (218-277) 190 (13.2-283) 0.02°
N 18.7 (16.1-23.5) 240 (20.6-286) 15.0 (141-29.2) 0.02°
Oxigen use
Oxigen use during hospitalization, n (%) 0o 22 (667) 0 (0.0} 8.44e-12b
1QR = interquartile range.
aKruskal-Wallis test
bpearson's Chi-squared test; Significance P-value are bold,

explained only 21% of the variance (Supplementary Table 1). This
indicated that these 77 variables were not highly correlated. A
correlation analysis using Spearman’s coefficient confirmed this
observation (Supplementary Fig. 2), revealing a general pattern of
moderate to weak correlations, but also identifying clusters of
variables that were more correlated than others. These dusters
represented six types of immune “signatures” proliferating/
activated T cells; DCs; granulocytes + monocytes; NK cells; B
cells; and memory T cells. Follicular helper T cells (Tth) related
variables were weakly correlated and were not considered as a
cluster. To further identify differences and/or similarities of the
general immune responses among the three groups of COVID-19
patients we performed six separated PCAs for the identified
clusters of variables. In this analysis, the first two PCs for each
cluster were now explained a larger portion of the total variance
(44.19, 63.17, 5037, 67.35, 49.56, and 42.49%, respectively -

Supplementary Table 1) among the three types of patients, and
their distributions in children, AMD and ASD were analyzed. The
results are shown in Fig. 3A-D and Supplementary Fig. 3A-C,
with the respective graphic representations for scores and
loadings. We started by analyzing PCs formed by the innate
cells’ signatures. Principal components for the clusters of
Granulocytes + Monocytes (Fig. 3A) and NK cells (Fig. 3B),
although derived from expressive correlations among their
respective variables, did not separate the three groups of patients,
indicating that the individuals were not significantly different for
the variables that composed these PCs, even though they were
highly correlated (Supplementary Fig. 2B, C). That was intriguing
because those variables had, as stated above, important contribu-
tions for the PC2 of all variables (Fig. 1), but it also indicated that
this contribution helped separate the groups mostly based on
their correlations with other variables in the group of all variables,
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and not on the differences among groups for those variables
alone.

Findings in PCA for the DCs signature (Fig. 3C) indicated that
children were significantly separated from ASD, but not from
AMD, with lower scores for PCI (mostly CX3CR1 expression in
DCs) and higher scores for frequencies of DCs (Fig. 3C). HLA-
DR expression in DCs subpopulations constituted negative
contributions for PCI1. This indicated that children, as well as
AMD, would have more DCs than ASD, high in HLA-DR and
low in CX3CRI1. That was confirmed by the KW analysis of the
three groups (Fig. 3C). Spearman correlation analysis (Fig. 3D)
evidenced that CX3CRI expression was negatively correlated with
HLA-DR expression. These results suggested that high DCs
frequencies in blood, with low CX3CR1, but high HLA-DR
expression could be involved, or at least serve as markers, for mild
disease. Conversely, low DCs frequencies, with high CX3CRI
expression, could be associated with more severe disease.

PCA for the clusters involving adaptive cells variables was
performed next and are shown in Supplementary Fig. 3. B cells
(Supplementary Fig. 3A, Supplementary Table 1) and T cell
activation/proliferation (Supplementary Fig. 3B, Supplementary
Table 1) PCA corroborated a general pattern of response in
children, either separating from the other groups (only sometimes
grouping with AMD, apart from ASD). KW analysis of mean
scores for each PC showed that in some cases children presented
some significant differences from AMD. For example, PCI of B
cells recapitulated findings from the first analysis, mainly
positively influenced for IgM* B cells and naive cells, and
showed children with significantly higher scores, compared to
mild and ASD (p <0.01). Children were grouped with AMD
(p = 0.1599), and apart from ASD (p <0.0001), regarding PCI of

T cell activation/proliferation (Supplementary Fig. 3B). The ASD
had the highest scores for this PC, highly influenced by activated
and proliferating CD4* and CD87 T cells, suggesting that adults
with severe disease were characterized by higher frequencies of
activated, Kio7+ T cells, and the opposite would be observed for
children and AMD—though this was not always corroborated by
the KW analysis, Finally, PCA for T cell memory clustered
variables showed a trend to separate the three groups (Supple-
mentary Fig. 3C). PCI scores, strongly positively influenced by
naive T cells, but negatively influenced by effector memory T cells
(TEM), significantly separated children from AMD (p = 0.0005),
and these somewhat separated from ASD (p = 0.0410), indicating
children and AMD would have lower frequencies of TEM and
higher frequencies of naive T cells compared to ASD. Terminally
differentiated memory CD4" and CD8" T cells (TEMRA) were
strong positive influences for PC2, while expression of CD69 and
CD137 in TEM cells negatively influenced PC2. Children and
AMD, with high scores for PC2, did not differ from each other,
suggesting they would both be characterized by higher frequen-
cies of TEMRA (especially CD4T TEMRA) cells than ASD, which
in turn would have higher frequencies of activated, CD69T,
CD137%, TEM cells. Confirmations of the interpretations of these
PCs were again sought in the KW analysis for individual variables
next to each PCA result (Supplementary Fig. 3C), and in
Supplementary Fig. 4—which compiles all the remaining
variables KW analyses results. This led us to note that for
TEMRA, children differed from AMD and not from ASD.
CD45RA, a marker upregulated both in naive and TEMRA cells,
has been reported to show varied expression during the
generation of memory pools of chronic infections!? as well as
in response to vaccination?). CD4+ TEMRA cells associated with
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protection in dengue®!. Thus, the PCA could indicate possible
differences for children and AMD, compared to ASD, in
pathways for the generation of memory. In the KW comparisons,
CD41t TEMRA cells were lower in children than in AMD, and
only AMD differed from ASD significantly. For central memory
T cells (TCM), there were no differences among groups
(Supplementary Fig. 4A). Altogether, the patterns revealed by
PCA indicated that children have higher frequencies of non-
specific antigen inexperienced B and T cells and DCs, with high
HLA-DR and low CX3CRI expression. In some cases, children
and AMD shared not only a mild presentation of the disease but
also a similar immune profile. The immune profile of ASD was
characterized by higher frequencies and markers of T and B cell
activation and proliferation, TEM cells, and lower DCs with high
expression of CX3CR1. Finally, we investigated the production of
inflammatory plasma cytokines (Supplementary Fig. 4B). Mostly,
only subjects with severe disease showed, at least on average,
significant higher levels of detectable cytokines in blood, except
for IL-4, which was increased in children compared to AMD.

SARS-CoV-2 specific T cells and antibodies responses in chil-
dren are comparable to the ones of adult patients. The char-
acteristics of the non-specific immune profile of children led us to
ask if they had effectively formed SARS-CoV-2 specific responses
upon infection. Seroconversion after infection with SARS-CoV-2
patients with all forms of the disease has been described by sev-
eral studies—reviewed in?2, Antibodies to the § protein, and more
specifically to the RBD of this protein, are clinically considered a
hallmark of infection, and frequently proposed as a correlate of
protection. We thus compared children, AMD, and ASD for their
RBD specific—IgA and IgG titers. On average, children presented
levels of both IgG and IgA comparable to the adult patients

(Fig. 4). In our cohort, although some individuals from the ASD
group presented higher levels of antibodies, differences among
the groups were non-significant. Our results revealed that, even
though children presented a generally naive, non-activated,
immune profile, they had efficiently generated SARS-CoV-2
specific antibody responses, in levels that did not differ from the
ones in AMD (p<0.103 for IgA; p>0.999 for IgG) or ASD
(p< 0916 for IgA; p>0.999 for IgG) COVID-19 patients.

We next asked if children had generated specific effector T cell
responses to SARS-CoV-2. There are four structural proteins in
SARS-CoV-2: the spike glycoprotein (), the envelope (E) protein,
the membrane (M) protein, and the nucleocapsid (N} protein.
Specific effector T cell responses have been described in adult
COVID-19 patients, both with mild and severe disease?®2,
however fewer studies have focused on specific immune responses
in pediatric patients infected with SARS-CoV-2. We measured
the frequencies of CD4* T and CD8™ T cells expressing tumor
necrosis factor (TNF), gamma-interferon (IFNy), or interleukin-
17 (IL-17) in response to stimulation by peptide pools of the S, N,
and M proteins of the virus (Fig. 5). Figure 5A shows
representative flow cytometry plots of cytokine-producing
CD4T or CD8T T cells upon stimulation with SARS-CoV-2
peptide pools. Negative (DMSO) and positive (PMA + ionomy-
cin) control representative plots can be seen in Supplementary
Fig. 5. Children presented detectable CD4% and CD8™ T cell
responses upon stimulation with all three peptide pools (Fig. 5B).
‘When we compared types of responses in each group for the
different peptide pools, children showed a significantly higher
TNFTCD8T T response for the M (p <0.005) and for the N
(p < 0.0409) peptide pools than for the S pool (5B, upper right
panel). This was not seen in adults, and although there was a
trend for lower CD4TTNFT responses in children, it was not
significant. Supplementary Fig. 6 shows the responses compared
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among the groups. About 30% of individuals—of all groups—did
not show responding CD4T T cells to the peptide pools; a higher
frequency of individuals did not respond to the § pool compared
to the M and N pools. In the ones that responded, CD4+ IL-171
T cell responses were higher for all three peptide pools (about
1log higher than IFNy and TNF CD4* T cell responses). CD8*
T cell responses were, in general, more robust, although for § and
M peptide pools there were still some individuals, though fewer,
that did not respond to stimulation. The absence of response, in
our sample, did not correlate with the early time of collection, as
reported by'”. TNFTCD8' T cell responses were about 1log
higher than what was detected for CD4™ T cells, for all peptide
pools (Supplementary Fig. 6). The IL-177CD4" T cell responses
to stimulation by all three pools were higher than the TNFT
CD4* and IFNyTCD47 for all three groups. The differential
TNF' cytotoxic response to M and N peptides seen in children
led us to investigate levels of anti-N antibodies. Children made
strong anti-N IgG levels, not different from AMD and ASD
(Fig. 6A). Anti- RBD IgA, but not IgG levels, correlated positively
with CD4% IFNy™ responses (Fig. 6B). Interestingly, the
TNFT cytotoxic responses to M and N peptide pools were
inversely correlated with levels of anti-RBD and anti-N antibodies
(Fig. 6B). Anti-N antibody levels correlated positively with anti-N
CD4T IFNy™T responses (Fig. 6B). Taken together, these results
indicate that children do generate specific humoral and effector
cell responses upon infection with SARS-CoV-2, with a
differential, higher cytotoxic response against proteins M and
N, not associated with antibody responses to the spike protein.

Discussion

It is clear from our study as well as from others®” that children do
get infected by SARS-CoV-2, and thus possibly contribute to the
community-based spread of the wvirus, contrary to what is sug-
gested by studies on the low nasal ACE2 expression in children®®,
The lower rates of infection in children can be biased by lower
testing, as pointed out by?’, and should be more carefully studied,
given its importance for planning school openings. Our findings
on the more naive, non-specific lymphocyte profile presented by
in children, if taken isolated from the other results in this study,
may indicate that a naive immune system does better than an old
one, as has been suggested® and that children would be better
equipped to mount fast and efficient immune responses to rapidly
clear the virus. However, a prediction from this hypothesis is that
children would be more likely to present mild forms of all viral
diseases, and this is not the case. While milder manifestations are
observed in Middle Fast respiratory syndrome (MERS), SARS,
and varicella, the opposite is observed for infection with polio-
virus, and respiratory viruses, especially influenza and respiratory
syncytial virus (RSV) - reviewed in®.

Our data indicate that not only the adaptive but also their innate
immune system has characteristics that enable children to mount
an immune response that controls the infection. The differences
observed for dendritic cells might offer an important clue. DCs play
crucial roles in initiating and shaping the adaptive response, and
subpopulations of DCs, especially pDC, are determinant for the
generation of efficient antiviral responses, being one of the main
sources of type I interferon®®, A previous study in COVID-19 adult
patients indicated decreased activation and numbers of DCs?. In
our study, children consistently show higher frequencies of DCs,
including pDC, compared to adults. High HLA-DR expression is
characteristic of mature DCs; as they become activated by
engagement of pattern recognizing receptors, HLA-DR first
increases, and then decreases as DCs migrate to draining lymph
nodes?®30, Low HLA-DR expression in children is associated with
immune suppression® and acute inflammatory conditions®!.

The inverse correlation of HLA-DR with CX3CRI in DCs is
intriguing. CX3CRI, also known as the fractalkine receptor, is
considered a homing marker for inflamed tissue and plays a role in
pathology in Japanese virus-induced encephalitis* and peritoneal
vasculitis in a sepsis model®. The high levels of HLA-DR in chil-
dren’s DCs indicate that their cells are not poorly activated, but
mature and able to generate efficient immune responses. Heinonen
et al. integrated blood transcriptomics and cell profiling with clinical
data in a cohort of 190 children with RSV and found low HLA-DR
in monocytes to be associated with severe disease®’, The low
expression of CX3CRI in our samples suggests that children’s DCs
are not targeted to inflamed sites, as they seem to be in ASD. Our
results indicate that expression of CX3CR1 in circulating DCs could
associate, or serve as a marker for, pathological mechanisms in
severe COVID-19, suggesting that inflammation to specific sites
such as the lung may be affected by age, and that low CX3CRI
expression in DCs might favor the generation of antiviral responses.
Loske et al*7, in a single-cell transcriptomics profile of nasal sam-
ples, suggested a pre-activated state of the antiviral innate immune
cells in children - DCs expressing higher levels of MDA5 and RIG 1,
two pattern recognition receptors relevant for antiviral responses.
Also, children showed a KLRGI-expressing population of memory
CD8T T cells. Both data concur with our findings, which support a
role for potentially responsive DC and effector cytotoxic T cell
populations in the differential, possibly protective, immune
response in children that is associated with milder disease.

Pediatric patients in our sample presented SARS-CoV-2 spe-
cific antibodies and T cell responses in levels comparable to adult
patients. The higher TNFFCD8" responses for the M and N
proteins could be associated with a protective response in chil-
dren. The M protein is the most abundant structural protein on
the surface of the virus?®, potentially constituting an important
target of immune responses. A study by Thieme et al. found anti-
M CD4+ T cells as the highest T cell response in critical COVID-
19 patients*”. In that study, CD4* T, rather than CD8% T cell
immunity to SARS-CoV-2 proteins dominated the response in
severe and critical patients, indicating that a robust CD47 T cell
response to these antigens did not correlate with protection. The
nucleocapsid (N) protein is structural, abundantly produced upon
infection, and highly conserved among beta coronaviruses®. It
was a major target for early B cell responses in the SARS epidemic
of 2003*?, Recent studies!®* found strong anti-N T cell
responses in SARS-CoV-2 patients, and in individuals who
recovered from SARS, supporting a relevant role for structural N
protein as an immune target in SARS-CoV-2 infection. We found
robust antibody responses in children both against the S RBD and
N protein, while Weisberg et al.? found antibodies to the S, but
not the N protein; and Cohen et al.*! found lower responses in
children in general. These differences, as well as a lower response
to the § protein in general in our sample, may reflect differences
in HLA between American and Brazilian populations, or even a
difference in immunization history, given a tradition in vacci-
nation programs for children in Brazil. The correlations of anti-
body responses with CD4" T cells are somewhat expected, given
the help needed for antibody production, and indicate that these
responses are somewhat coordinated, but also that not all anti-
bodies produced are linked to TNF or IFNy help. The inverse
correlation between specific CD8T T cell responses and anti-
bodies may indicate a relevant role for cytotoxic immunity
against SARS-CoV-2, beyond antibody preduction.

A hypothesis frequently raised to explain milder disease in
children with COVID-19 is that the presence of neutralizing
antibodies to such viruses could cross-protect them upon
infection with SARS-CoV-2. However, a recent study in adults
found no evidence of cross-protection associated with levels of
these antibodies??. Alternatively, protection could be conferred
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not by cross-reactive antibodies, but rather by pre-existing N-
protein-specific T cells. Most studies—and most vaccines—have
so far focused on protection against SARS-CoV-2 infection by
antibodies to the spike protein. Both screen studies by Ferretti
et al.*0 and Ng et al.! indicated that T cell immunity to SARS-
CoV-2 infected individuals includes many targets outside the
spike protein and that they are not conserved among cor-
onaviruses that cause the common cold. These findings agree
with the ones of the Le Bert study??, Our results support that
the role of T cell responses to the N protein must be further
investigated, with a more detailed T cell epitope mapping, Such
work might reveal additional correlates of protection, and/or
epitopes to add in the next generation of COVID-19 vaccines. A
recent report?® indicated that T cell immunity was not mark-
edly affected, so far, by the emergence of new variants, sup-
porting the identification of T cell epitopes to be added to the
next vaccines.

10 IATURE C

dren =10, » AMD =8, » ASD=13.

The main limitation of this study is that it is mostly an
exploratory, descriptive one, and compares individuals in differ-
ent age groups. A second important limitation is the small sample
size. We believe this was a valid approach given the magnitude of
what is still unknown regarding pediatric immunity in COVID-
19. Biomarkers in peripheral blood are only useful when highly
correlated with outcomes. Yet, most studies that seek to under-
stand how immune responses can correlate with protection
compare adults with mild and severe disease, and it is known that
these are in different age groups. At present, the best age-matched
controls for SARS-CoV-2 infected patients are still unknown.
Certainly, the absence of a pre-pandemic healthy children control
group is a limitation of this study and all the other ones that
focused on the general, non-specific immune profile of children
with COVID-19. There is still much to be understoed about
immunological differences not only between pediatric and adult
COVID-19 patients but also in other diseases. At the time the
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project started, COVID-19 numbers in Brazil were still not high
and the frequency of MISC patients or children with severe
manifestations of the disease was still too low to include. The
study on this cohort is still ongoing, with two more points of
sample collection. We expect that further analysis of our data, as
well as other studies, on immune profile data and specific
responses, will bring relevant information on the generation of
immune memory in pediatric COVID-19.

Methods

Ethics statement. This study was epproved by the Institutional Review Board (IRB
30749720.4.1001.5330) at Hospital Moinhos de Vento and Ethics Committee from
Pundagio Paculdade Pederal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre (CEP-UFCSPA)
{CAAE 30749720.4.3001.5345). Informed consent was obtained from all partici-
pants or their legal guardians. The study was conducted according to good

laboratery practices and following the Declaration of Helsinki.

Patients. A prospective cohort study was carried out at Hospital Moinhos de
Vento and at Hospital Restinga e Extremo Sul, both in Porto Alegre, southern
Brazil. A convenience sample of adults and children older than 2 months were
enrolled from June to December 2020 at either the outpatient dlinics {OPC),
emergency rooms (ER, or hospitalized. Subjects were screened if presenting cough
and/or axillary temperature 237.8 °C and/or sore throat. Both blood samples and
respiratory samples collected through nasepharyngeal swabs were obtained at
enrollment. Only patients with the clinical diagnosis of COVID-19 and SARS-
CoV-2 infection confirmed by RT-PCR were included in the study. Clinical and
demographic data were collected at inclusion, following a standardized protocol.
Disease severity was classified according to the World Health Organization clas-
sification following a standardized protocol. Disease severity was classified

accordingly after completing the follow-up questionnaire!®.

SARS-CoV-2 RT-q-PCR. A qualitative RT-PCR assay to SARS-CoV-2 was per-
formed for all participants. Bilateral nasopharyngeal and oropharyngeal swabs were
collected and placed in the same transport medium with saline solution and
RNAlater®, RNA Stabilization Solution (Catalog number AM7021, Invitrogen™).
MagMax™ Viral/Pathogenic Nucleic Acid Iselation Kit (Applied Biosystems) was
used to extract viral RNA in the KingFisher Duo Prime System {ThermoFisher,
USA) automated platform. The RT-PCR assay was performed in 10 pL total
reaction, using Path™ 1-Step RT-qPCR Master Mix, CG (catalog number A15299,
AppliedBiosystems} and TaqMan™ 2019-nCoV Assay Kit v1 {catalog number
A47532, AppliedBiosystems) which comprises the SARS-CoV-2-specific targets
{gene ORF1ab, gene § and gene N). As reaction control, we used 5 . (200 copies/
ML) of the TaqMan™ 2019-nCoV Contral Kit vl (catalog number A47533,
AppliedBiosystems). QuantStudio 5 {ThermoFisher Scientific, USA) was used to
perform the PCR.

PBMC isolation and cryopreservation. Blood was collected in EDTA tubes
(Firstlab, PR, Brazil) and stored at room temperature before processing for PBMC
isolation and plasma collection. Plasma was separated by centrifugation and
cryopreserved. PBMCs were next isolated by density-gradient centrifugation using
Ficoll-Paque™ PLUS {GE Healthcare®), and either studied directly or resuspended
in fetal bovine serum (FBS) 5% DMSO and stored in liquid nitrogen until use.

Flow cytometry. Cells were thawed by diluting them in 5 mL pre-warmed com-
plete RPMI1640 medium {Sigma-Aldrich - R8758) containing 5% F3S and spun at
1500 rpm for 5 min. Supernatants were carefully removed, and cells were resus-
pended in PBS. After, were stained with the BD Horizon™ Fixable Viability Stain
510 together with antibodies for surface markers, as follows: anti-CD3-APC-H7
{clone SK7), anti-CD24-APC-H7 {clone ML5), anti-HLA-DR-APC-H7 (clone
G46-6), anti-CD4-PerCP-Cy5.5 (dlone RPA-T4), anti-CD27-PerCP-Cy5.5 (clone
M-T271), anti-CD11c-PerCP-Cy5.5 {clone B-ly6}, anti-CD14-PerCP-Cy5.5 {clone
MB5EZ), anti-CD8-FITC {clone HIT8a), anti-IgG-FITC (clone G18-145), Lineage
2-FITC (cat. 643397), anti-CD16-FITC {clone 3G8), anti-CXCRS (CD185)-BB515
{clone RF8B2), anti-CD19-APC {clone HIB19), anti-CD127-Alexa 647 {clone HIL-
7R-M21), anti-CX3CR1-Alexa647 (clone 2A9-1}), anti-CD69-APC (clone FN50),
anti-CD28-PE {clone HIT2), anti-ICOS (CD278)-PE (clone DX29), anti-CD141-
PE {clone 1A4), anti-CD66b-PE {done G10ES), anti-CD137 {4-188)-PE {clone
4B4-1), anti-HLA-DR-PE-Cy7 {clene G46-6), anti-CD19-PE-Cy7 {clone S]25C1),
anti-CD25-PE-Cy7 {clone 2A3), anti-CD45RA-PE-Cy7 (clone 148), anti-IgM-
BV421 (clone G20-127), anti-PD-1 {CD279)-BV421 (clone MIH4), anti-CD303-
BV421 {clone V24-785), anti-CD56-BV421 (clone NCAM 16), anti-CCR7-BV421
{clone 2-L1-A) antibodies. Por intracellular staining, cells were first stained for
surface markers and subsequenitly fixed and permeabilized vsing the Transcription
Factor Buffer Set {BD Biosciences-Pharmingen, USA), then stained with anti-Ki-
67-BV421 (clone B56), anti-Perforin- Alexa 647 (clone §G9), and anti-Granzyme B-
BV421 {clone GB11) antibodies. Following in vitro stimulation assays with specific
peptides, cells were stained with the BD Horizon™ Fixable Viability Stain 510 and

anti-CD3-PE-Cy7 {done SK7), anti-CD4-PerCP-Cy5.5 (clone RPA-T4), anti-CD8-
APC-H7 {clone SK1}, anti-CCR7-BV421 (clone 2-L1-A), and subsequently fixed
and permeabilized using the Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences-Pharmingen,
USA), then stained with anti-[FNy-FITC (clone 4 $.53), anti- TNE {clone MAb11)
and anti-IL-17-PE {clone SCPL1362} antibodies. Antibody dilutions are available
in supplementary Table 2. All samples were analyzed using BD Biosciences -
PACSCanto 11 and PlowJo 10.7.1 software.

Th1/Th2/Th17 cytokine measurements. The concentration of seven cytokines,
IEN-y, TNE, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, and IL-17A in serum were measured using a
commercial BD CBA Human Th1/Th2/Th17 cytokines kit {cat 560484, BD Inc,
USA). Briefly, a mixture of seven capture beads {with distinct fluorescent inten-
sities) coated with capture antibodies specific for each cytekine and a phycoery-
thrin {PE} detection reagent were used as the manufacturer’s instruction. Then,
samples (plasma were heat-inactivated at 56 °C for 60 min) were acquired and
measured on the BD FACS Canto 11 flow cytometer and analyzed by FCAP Array
software 3.0. Individual cytokine concentrations were indicated by their fluorescent
intensities. The value of each cytokine was normalized by the limit of detection.

In vitro T cells stimulation assays. PEMC were thawed, assayed for viability,
counted, and plated in 96-well plates at 3 10° PEMCs/mL, 100 pL/well in
RPMI1640 medium {Sigma-Aldrich - R8758) supplemented with 10% FBS {100 [U
of penicillin/mL, 100 pg of streptomycin/mL (Lonza, Belgium) and 2 mM
L-glutamine {Lonza, Belginm) (R10H medium), and subsequently stimulated with
peptice PepTivator SARS-CoV-2 Prot § {130-126-700 - Miltenyi Biotec, Germany),
PepTivator SARS-CoV-2 Prot N {130-126-698 - Miltenyi Biotec, Germany) and
PepTivator SARS-CoV-2 Prot M (130-126-702 - Miltenyi Biotec, Germany) at
1pg/mL. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA/50 ng/mL, Sigma, USA) plus
ionomycin {1 pg/mL, Cayman chemical company, USA) and DMSO were used as
positive and negative controls for stimulation, respectively. Stimulation with a
cytomegalovirus {CMV) peptide pool at 2 pg/mL (Mabtech, Sweden) was also
performed, as a positive control for the assay. All treatments were submitted for
18 hat 37 °C and 5% CO,. 3 h before harvesting, Golgi Plug (BD Biosciences, USA)
1 pg/mL was added to each well. Cells were stained and analyzed for phenotype as
described above.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Plasma was tested for IgG and
IgA antibodies to $-RBD protein (#RP-87673 - Invitrogen, USA) and N protein
(kindly provided by Dr. Ricardo Gazinelli - Fiocruz Belo Horizonte, Brazil) using a
protocal described in!”. Briefly, ELISA plates {Kasvi, Brazil) were coated ovemight
with 1 pg/mL of SARS-CoV-2 Spike Protein {8-RBD; Catalog nr. RP-87678 -
Invitrogen). On the following day, plates were blocked for 1 h at room temperature
with blocking buffer (3% skim milk powder in phosphate-buffered saline (PBS)
containing 0.05% Tween-20). Plasma samples were heat-inactivated at 56 °C for
60 min and then serially diluted in 1% milk in 0.05% PBS-Tween 20 starting at a
1:25. Plasma was incubated for 2h at 37 °C. Secondary antibodies were diluted in
0.05% PBS-Tween and incubated for 1h at room temperature. For both 1gG, anti-
human peroxidase produced in rabbit (#1C-1HOL - Rhea Biotec, Brazil), and IgA,
anti-human peroxidase produced in goat (#A18781 - Invitrogen, USA), was used at
a 1:10,000 dilution. The assay was developed with TMB Elisa Substrate - High
Sensitivity {Abcam, United Kingdom}) for 30 min, and the reaction stopped with
1 M chloric acid. Readings were performed in an ELISA reader {Biochrom EZ 400),
and O.D. at 450 nm was used to calculate the area under the curve {AUC), using a
baseline of 0.07 for peak calculation'®.

Statistics and systems analysis. Percentages were used to describe categorical
variables. Pearson’s Chi-square test was used to evaluate proportions among
children, AMD and ASD. Data normality assumptions were verified for continuous
variables and summarized in terms of the median and interquartile range (IQR). A
two-tailed Kruskal- Wallis (KW) test followed by Benjamini-Hochberg correction
for multiple comparisons was used to compare p-values among the groups. Prin-
cipal Component Analysis {(PCA) was employed to reduce the dimensions of 78
immunological variables generated by flow cytometry analysis, to explain the total
variability with a smaller, new set of variables. Spearman correlations were per-
formed between all variables {every set of two variables} and within sets of variables
1o identify clusters of correlated variables. In PCA of the variables grouped in
clusters, variables containing redundant information were excluded. Comparison
among groups regarding single variables or PC values was performed by non-
parametric Kruskal-Wallis test, followed by 2 by 2 multiple comparisons with
p-values adjusted accordingly. Analyses were performed either in GraphPad Prism.
v.9 or R and sometimes confirmed in Python. Hierarchical clustering analysis was
performed using R and a dendrogram was created for the COVID-19 patients using
Canberra as the distance measure and Ward's {ward.D) as agglomeration method.
The heights used to merge clusters were manually defined.
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Reporting summary. Further information on research design is available in the Nature
Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability

The data supporting the findings of this study are available within the article and
its Supplementary [nformation files or from the cor ding authors on bl
request. Source data are provided with this paper.
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Thisis the third year of the SARS-CoV-2 pandemic, and yet most children remain
unvaccinated. COVID-19 in children manifests as mostly mild or asymptomatic,
however high viral titers and strong cellular and humeral responses are observed
upon acute infection. It is stll unclear how long these responses persist, and if
they can protect from re-infection and/or disease severity. Here, we analyzed
immune memaory responses in a cohort of children and adults with COVID-19.
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Impaortant differences between children and adults are evident in kinetics and
profile of memory responses. Children develop early N-specific cytotoxic T cell
responsas, that rapidly expand and dominate thelr immune memeory to the virus.
Children’s anti-N, but not anti-S, antibedy titers increase over time.
Neutralization titers cerrelate with N-specific antibodies and CD8'T cells.
However, antibodies generated by infection do not efficiently cross-neutralize
variants Gamma or Delta. Our results indicate that mechanisms that pretect from
disease severity are possibly different from those that pretect from reinfection,
bringing novel insights for pediatric vaccine design. They also underline the
importance of vaccination in children, who remain at risk for COVID-19 despite

having been previously infected

KEYWORDS

Memory T cell, antibodies, neutralizing antibodies, variants of concern, N protein,

COVID-19

Introduction

After almost three years of the SARS-CoV -2 pandemic, most
children remain vet to be vaccinated against COVID-19.
Children are often asymptomatic or develop mild disease upon
infection. Some have questioned the need or urgency to
vaccinate those under 18 years old, arguing that immunity to
infection is sufficient for protection against the virus.
Nevertheless, a recent study from the Center for Disease
Control (CDC) (1) reports that the greatest increase in
seroprevalence in the United States during 2022 was in
children: 44.2 to 75.2% (0-11 years old) and 45.6 to 74.2% (12-
18 years old). A recent US study reported an incidence of 316
cases of Multisystem inflammatory syndrome (MIS-C) per
million of infected children (2). In Brazil, in 2022, until
epidemiological week 24, 11,453 children (0-19 years old) were
hospitalized for covid-19 and of these, 538 died. These
epidemiclogical data are relevant and show the impact of
SARS-CoV-2 infection for children not only for risk of
COVID-19 disease, but also for possible and still unknown
effects of SARS-CoV-2 infection (3). Some studies provide
evidence that children may develop long COVID-19 (4, 5),
reinforcing the need for a more thorough analysis of children’s
immunity to infection by SARS-CoV-2.

Most of the information available on immune memory to
the virus, whether generated by infection or vaccination, comes
from studies on adults. Also, most of these studies focus on the
responses against the Spike protein (8) of the virus, especially
against its receptor binding domain (RBD). These currently
constitute the source of data used to estimate the protective
potential of immune responses. While different studies highlight
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the important role of innate immunity, especially of type [
interferon (6), mechanisms and relative contributions of
specific adaptive responses are less clear. Some propose
neutralizing antibodies (NAbs) to the RBD as the best
candidate correlate of protection (7) and others have shown
that even when neutralization capacity wanes, T cells can still
cross-recognize variants and protect against different SARS-
CoV-2 variants (8), mostly because of T cell epitope
conservation (9), with many of these epitopes come from
sequences outside the S-protein coding region (10).

Fewer studies have focused on immune responses in
COVID-19-affected children. We have previously compared
immune responses in a sample of children and adults infected
by SARS-CoV-2 (11), which revealed differences that might be
related to protection from disease. The main difference observed
was a predominant CD8"TNF-ot" T cell response against the
nucleocapsid (N) protein in children. Here, we performed a
longitudinal follow-up analysis of immune memory responses 3
and 6 months after infection. Children developed an early and
sustainable CD8 TNF-¢" memory response to the N protein
that is preferentially differentiated into terminal memory cells.
This response is positively correlated with anti N, but not anti-§,
antibody titers. Children produce durable antibody responses,
however the neutralizing antibodies generated by infection do
not efficiently cross neutralize other SARS-CoV-2 Variants of
Concern (VOCs), such as Gamma and Delta lineages. Our
results underline the need for a functional characterization of
which responses generated by infection can prevent disease.
They also reinforce the need for vaccination against COVID-19
in children, who even after infection remain at risk against new
emerging SARS-CoV-2 variants.

frontiersin.org

125



Lima et al.

Material and methods
Ethics statement

This study was approved by the Institutional Review Board
(IRB 30749720.4.1001.5330) at Hospital Moinhos de Vento and
Research Ethics Committee from Fundagio Faculdade Federal
de Ciéncias Médicas de Porto Alegre (CEP-UFCSPA) (CAAE
30749720.4.3001.5345). Legal consent was obtained from all
participants or their legal guardians. The study was conducted
according to good laboratory practices and following the
Declaration of Helsinki.

Patients

A prospective cohort study was carried out at Hospital
Moinhos de Vento and at Hospital Restinga e Extremo Sul,
both in Porto Alegre, southern Brazil, and their immune status at
primary infection was assessed as described (11). Study
participants, adults and children older than 7 months, were
asked to return for a 3- and 6-month follow-up visit to the
respective hospital between October 2020 and April 2021 for
blood sample collection.

PBMC isolation and in vitro T cells
stimulation assays

Blood was collected in EDTA tubes (Firstlab, PR, Brazil) and
stored at room temperature before processing for PBMC
isolation and plasma collection. Plasma was separated by
centrifugation and cryopreserved. PBMCs were next isolated
by density-gradient centrifugation using Ficoll—Pa::[ueTM PLUS
(GE Hea.lthcare®), and either studied directly or resuspended in
fetal bovine serum (FBS) 5% DMSO and stored in liquid
nitrogen until use. For in vitro T cell stimulation, cells were
thawed, assayed for viability, counted, and plated in 96-well
plates at 3x10° PBMCs/mL, at 100 uL/well in RPMI1640
medium (Sigma-Aldrich - R8758) supplemented with 10% FBS
and 100 IU of penicillin/mL, 100 pug of streptomycin/mL (Lonza,
Belgium) and 2 mM L-glutamine (Lonza, Belgium) (R10H
medium). Subsequently, cells were stimulated with peptide
PepTivator SARS-CoV-2 Prot S (130-126-700 - Miltenyi
Biotec, Germany), PepTivator SARS-CoV-2 Prot N (130-126-
698 - Miltenyi Biotec, Germany) and PepTivator SARS-CoV-2
Prot M (130-126-702 - Miltenyi Biotec, Germany) at 1 pg/mL.
Anti-CD3/anti-CD28 (4 pg/mL/2 pg/mL, BD Biosciences) were
used as a positive control for stimulation and used to normalize
values obtained by peptide stimulation. All treatments were
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incubated for 18h at 37°C and 5% CO,. Three hours before
harvesting, Golgi Plug (BD Biosciences, USA) 1 pg/mL was
added to each well. Cells were stained and phenotypes were
analyzed by flow cytometry.

Flow cytometry analysis

After in vitro stimulation, cells were stained with BD
Horizon™" Fixable Viability Stain 510 together with antibodies
for surface markers, as follows: anti-CD4-PerCP-Cy5.5 (clone
RPA-T4), anti-CD8-APC-H7 (clone SK1), anti-CCR7-BV421
(clone 2-L1-A), CD45RA-PE-Cy7 (clone L48). They were
subsequently fixed and permeabilized using Cytofix/Cytoperm
kit (BD Biosciences-Pharmingen, USA), then stained with anti-
[ENY-FITC (clone 4S.B3), anti-TNF (clone MAb11) and anti-IL-
17-PE (clone SCPL1362) antibodies. Antibody dilutions are
available upon request. All samples were analyzed using BD
Biosciences - FACSCanto II and FlowJo 10.7.1 software.

Enzyme-linked immunosorbent assay

Plasma was tested for IgG and IgA antibodies to S-RBD
protein (#RP-87678 - Invitrogen, USA), trimeric SARS-CoV-2
spike (S), S protein from variants Delta and Gamma (kindly
provided by Dr. Leda Castilho - Federal University of Rio de
Janeiro - UFR], Brazil) and N protein (kindly provided by Dr.
Ricardo Gazinelli - Fiocruz Belo Horizonte, Brazil) using a
protocol described in 7. Briefly, ELISA plates (Kasvi, Brazil)
were coated overnight with 1 pg/mL of SARS-CoV-2 proteins.
On the following day, plates were blocked for 1 h at room
temperature with a blocking buffer (3% skim milk powder in
phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.05% Tween-20).
Plasma samples were heat-inactivated at 56°C for 60 minutes
and then serially diluted in 1% milk in 0.05% PBS-Tween 20
starting at 1:25. Plasma was incubated for 2 h at 37°C. Secondary
antibodies were diluted in 0.05% PBS-Tween and incubated for
1 h at room temperature. For both IgG, anti-human peroxidase
produced in rabbit (#IC-1HO1 - Rhea Biotec, Brazil), and IgA,
anti-human peroxidase produced in goat (#A 18781 - Invitrogen,
USA), was used at a 1:10,000 dilution. TMB Elisa Substrate -
High Sensitivity (Abcam, United Kingdom) was added for 30
minutes, and the reaction stopped with 1M chloric acid. Results
were documented in an ELISA reader (Biochrom EZ 400), and
O.D. at 450 nm was used to calculate the area under the curve
(AUC), using a baseline of 0.07 for peak calculation 8 For
average AUC calculations, adult individuals who were
vaccinated between the 3 and 6-months timepoint
were excluded.
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Viruses and cells

The present study was conducted using three different
SARS-CoV-2 lineages: The B original lineage (Genbank HIAE-
02 SARS-CoV-2/8P02/human/2020/BRA) isolated from the
second case of COVID-19 in Brazil and kindly provided by
Prof. Edisen Durigon; Gamma (P.1) (GISAID:
EPI_ISL_1708318) isolated from a patient seen in Campinas,
Brazil; and Delta (B.1.617.2-like) (GISAID: EPL_ISL_3461104)
isolated from a patient seen in Porto Alegre, Brazil. SARS-CoV-2
lineages were isolated and propagated in Vero cells (CCL-81;
ATCC, Manassas, VA, USA) as described elsewhere (Clarke
et al.,2022). Viral titers of the viral stocks used in the study were
determined by plaque-forming unit (PFU) assay as previously
described (12). All experiments with viable SARS-CoV-2 were
performed under biosafety level 3 (BSL-3) in the Laboratory of
Emerging Viruses (LEVE) of the University of Campinas, Brazil.

Plaque reduction neutralization test

Patient’s serum neutralizing activity against B, Gamma and
Delta isolates of SARS-CoV-2 were evaluated using an in-house
Plaque Reduction Neutralization Test (PRNT) as previously
described (13). Briefly, plasma samples from infected patients
were serially diluted in a 1:2 dilution factor (1/10, 1/20, 1/40, 1/
80, 1/160 and 1/320) in DMEM and incubated with a solution
containing 2x10° PFU/mL of SARS-CoV-2 isolates for Lh at 37°
C with 5% CO,. Virus-serum mixtures were added to Vero cells
monolayers and incubated for an additional hour for viral
adsorption. Supernatants were then discarded, and Vero cells
were covered with carboxymethylcellulose (CMC) 1% in DMEM
containing 5% FBS. Cells were incubated for 72h to 96h at 37°C
with 5% CO,. CMC/DMEM medium was removed, cells were
fixed with 8% paraformaldehyde and stained with 1% methylene
blue (Sigma-Aldrich). After staining, the number of lysis plaques
in all wells were manually counted and the plaque reduction was
calculated for each patient sample after normalization with the
plaque numbers observed in SARS-CoV-2 positive controls,
without serum. PRNT3, for each patient was calculated as the
dilution that showed approximately a 50% reduction in the
number of plaques when compared with the SARS-CoV-2
infected positive controls.

Statistics

Patients” demographic or clinical characteristics measured
as categorical variables were described using percentages and
compared among groups using Pearson chi-square test.
Continuous clinical characteristics were summarized in terms
of median and interquartile range (IQR) and compared among
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groups using Kruskal-Wallis test. Differences among groups of
patients for time variation in levels (area under the curve, AUC)
of IgG and IgA antibodies were analyzed using Generalized
Estimating Equations (GEE). The models considered gamma
distribution for the data, log link and unstructured working
correlation matrix. Sequential Sidak’s adjustment was used to
adjust p-values for pairwise multiple comparisons. These
calculations were done using SPS$ v.18. For memory T cell
data, the results observed in the three time points were compared
using nonparametric Friedman test in each patient’s group. If
the result was statistically significant, Wilcoxon test for paired
samples was then employed to compare 3- and 6-month.
Memory T cell difference among groups in selected time
points of collection were analyzed using Kruskal-Wallis
nonparametric analysis of variance, followed by Dunn’s test
for pairwise comparisons between groups. Spearman’s rank
correlation matrices were obtained using R package
corrplot (14).

High-dimensional data and heatmap
analysis of flow cytometry data

t-SNE and FlowSOM analyzes were performed on Flow[o
v.10.8.1. Cells populations were downsampled from live cells,
using the Downsample v.3.0.018 plugin for Flowjo to 2000 cells
and subsequently concatenated. FlowSOM clustering with the
FlowSOM v3.0.18 plugin was performed on the concatenated file
with n= 6 clusters for the memory T cells populations. The
FlowSOM output was surface markers expression and the
percentage of cells in each cluster between groups. The t-SNE
map was built with a vantage point tree algorithm with 550
iterations. Cluster identification in the map was performed with
the help of the Cluster Explorer v1.6.3 plugin through the
heatmap expression of surface markers CD4, CD8, CD45RA,
and CCR7. Heatmap analyses were performed using the ggplot2
package v3.3.6 (15), where data was normalized through z-score,
considering CD8, CD4, CD45RA, CCR7, TNF-o, [FN-yand IL-
17 markers.

Results

The study design is summarized in Figure 1A. The cohort
included children, adults with mild and severe disease, with
blood collected between Tuly 2020 and April 2021. All children
only had mild symptoms, as previously described in (11).
Patients, or their legal guardians, consented to donate blood
samples approximately 3 and 6 months after the first sample was
collected at diagnosis (11). Samples were cryopreserved and later
analyzed for memory markers including specific antibodies and
T cell populations. Demographic and clinical data of patients
that remained in the study for six months are presented in
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FIGURE 1

Study design and longitudinal Analysis of Antibodies. (A) Intervals of second and third blood draw from cohort patients, followed by
cryopreservation and analysis. (B, C) Plasma IgG antibody binding to SARS-CoV-2 RBD and N protein, respectively, determined by enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA), (n=70). Longitudinal analysis through connecting lines, color-coded, represented as area under the curve
(AUC). Dotted lines in black highlight median values. Individuals colored in black were vaccinated between the second and the third collection
point (Mild with Astrazeneca and Severe with Sinovac). (D, E) Median titers plotted over time. Differences among group profiles were analyzed
using Generalized Estimating Equations (GEE) and sequential Sidak’s adjustment for pairwise multiple comparisons, colored asterisk (*) indicate
statistical difference compared to previous point of collection. (F, G) Individual AUC 6 months after acute infection, in the three groups of
patients, The horizontal bar is the median, P values are displayed over brackets, Graphical study design was created with biorender.com

Table 1. The percentage of absence between the sample studied IgA (Figure S1) were determined by ELISA immediately after

for acute infection (11) versus memory response study, was 21% acute infection and at the 3 and 6 months after infection. These
in children, 8% in adults with mild diseases and 24% in adults two later time points values were compared to the those detected
with severe disease. at diagnosis. Considerable individual variation in responses to

both antigens, a hallmark of infection, can be observed in each
group (Figures 1B, C). Remarkably, children’s anti-N IgG titers
show a significant increase (p=0.001) at the 3 months timepoint,

|gG titers to the N, but not the S protein, and which is maintained until 6 months (Figure 1E), while their
increase over time in children anti-S-IgG titers decrease significantly (p<0.001) (Figure 1D).
Although adults with severe disease show significantly higher

Antibodies from blood samples are currently the main titers of both anti-N and anti-S antibodies throughout time, a
surrogate markers of memory of infection and/or vaccination. significant decrease in both antibodies is observed at the 6

Plasma titers of IgG antibody binding to SARS-CoV-2 RBD months post-acute infection (anti-S IgG p<0.001; anti-N IgG
(Figures 1B, D, F) and N (Figures 1C, E, G) proteins, as well as of p=0.026) (Figures 1D-G).
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TABLE 1 Clinical characteristics of patients.

10.3389/fimmu.2022.1033364

Characteristics Child(N = 19) Mild(N = 26) Severe(N = 25) P-value
Age {y), median {IQR) 120 425 51.0 <0.001
(3.7-15.2) {29.7-47.5) {38.0-70.5)

Female sex, n {%) 10 (52.6) 16 (61.5) 12 (48.0) 0.616
Days from symptom onset to sample collection

17 point, days, median {IQR) 16 {12.0-42.0) 18 {16.0-22.5) 11{9.5-155) 0.083
2™ point, days, median (IQR) 87 (83.0-106.0) 92 (84.0-100.0) 82 (74.5-38.0) 0.01%
30 point, days, median {IQR) 131 (118.0-155.0) 133 (127.0-143.5) 125 (121.5-130.5) 0.080
Days from symptoms to SARS-CoV-2 pasitive PCR test, median (IQR) 3(2-8) 3 (2-5) 7 (3.5-10.0) 0.012
Number of symptoms, median (IQR) 7 {4-11) 14 (10-19) 12 (8-17) 0.003
Number of undetlying medical conditions, median (IQR) 0 (@-1) 2{0-1) 2{1-6) 0.005

Quantitative variables were compared using Kruskal-Wallis test and for categorical variables Pearson's Chi-squared test was used; IQR, interquartile range. Bold values indicate P-value < 0.05

IgA titers to the RBD dropped significantly in all groups at
this time point, while anti-N IgA antibodies increase slightly in
children, and significantly in adults which had mild disease
(p<0.001) (Figure S1C and S1D). These results indicate that a
test based solely on anti-IgG RBD might not constitute the best
assay to detect antibody memory in most of the population,
especially in children.

Vaccinated individuals are depicted in black (Figures 1B,
C; and Figures S1A, S1B). Their titers are shown for
comparison but were excluded from the average AUC
calculations. One adult with mild disease was vaccinated and
received the Astra Zeneca vaccine; the adults with severe
disease that were vaccinated received the Sinovac vaccine.
The latter showed no obvious increases in antibodies. Among
individual children, which were all unvaccinated at that time,
no obvious increases in antibody titers were detected at the
analyzed timepoints. This is consistent with the time in which
the study was carried out, that is, on lockdown and could
indicate that these children were not reinfected during that
six-month period.

Memory neutralizing
antibodies in children

More than total specific antibody titers, the detection of
neutralizing antibodies (NAbs) is frequently proposed as the
gold standard for protective immunity to different viruses,
including SARS-CoV-2. We thus performed a longitudinal
analysis of NAb production in the cohort members {Figure 2.
Once again, considerable individual variation can be observed.
All three groups show higher averages in PRNT50 titers at the 3
months timepoint (Figures 2A, B) in comparison with the
diagnosis timepoint, although this increase is significantly
higher in adults who had severe disease (p<0.01). At the 6
months timepoint, NAbs titers are maintained, and still higher
in the adults who experienced severe disease (Figures 2A, BJ.
Finally, the ratio between total and neutralizing antibodies, at the
& months timepoint (Figure 2C) was not different among the
groups. Altogether, these results suggest that SARS-CoV-2
infected children make and sustain neutralizing antibodies at
levels that are comparable those observed in adults.
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FIGURE 2
Longitudinal analysis of neutralizing antibadly titers by PRNT. {A} Individual PRNTS0 titers over time. {B} Comparison of mean neutralization
curves at each collection point, per group. {C} Antibody potency analysis between groups through analysis of ratio between S RBD
antibody/PRNT 50 antibody neutralization. Differences between patients groups at the same collection point and differences between
collection points were assessed by Hruskall Wallis” and Dunn’s post hoc test. ns, non-significant
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Dynamics and quality of specific T cell
memory generation to SARS-CoV-2 are
different in children compared to adults

The low antibody titers shown by children over time indicate
that the mild form of disease they experience might be explained
by other mechanisms, particularly those mediated by T cells. To
investigate the generation of memory T cell responses in the
cohorts, we stimulated PBMCs from 3 and 6 months after the
acute infection with peptide pools of SARS-CoV-2 proteins S, M
or N. SARS-CoV-2 specific T cells were then analyzed by flow
cytometry for T cell memory (using CD45RA and CCR7
expression) and functional markers through the production of
cytokines (IFN-y, IL-17 and TNF-a).

An unbiased tSNE analysis of SARS-CoV-2 specific
stimulated T cells (CD4 and CD8) was performed. Seven main
clusters in the 3- and 6-months points were identified. At 3
months (Figure 3A), children show generally lower frequencies
of specific T cells than adults. Both adult groups show a higher
frequency of a cluster of CD45RA"CCR7” CD8" T cells — which
we named effector CD8" T cells (EM CD8"). Children presented
fewer events for this cluster and more events for the clusters of
CD45RA'CCR7" CD4" as well as CD45RA'CCR7" CDS",
named by us naive CD4" and CD8" T cells, respectively.

Events (%)

FIGURE 3

interpreted based on their surface markers.

Frontiers in Immunology

Generation dynamics of specific memory T cell responses at 2™ and 3™ collection points. An unbiased tSNE analysis was performed for analysis
of memory T cells populations, stimulated with peptide pools of the S, N, and M proteins of SARS-CoV-2, gated from live cells. Clusters were
characterized by the expression of surface markers CD4, CD8, CD45RA, and CCR7. (A) Clusters
samples (8 children, 17 mild, 11 severe); (B) Clusters at the third time point, from a total of 29 samples (7 children, 12 mild, 10 severe), Bar graphs
show frequencies of events in each of the seven most frequent clusters identified in each time point. Color legends identify clusters as
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Notably, one cluster of CD45RA"CCR7 CD8" cells, identified
by us as terminally differentiated memory (EMRA) T cells that
emerge at this point is most frequent in children compared to
either of the adult groups. At 6 months, clusters were
qualitatively different (Figure 3B). Frequencies of events in
each of the identified clusters were more similar between
children and adults. Children no longer present prominent
clusters of naive cells. Instead, CD8+ EMRA cells were
dominant in children, while the cluster characterized by
effector cells is more evident in adults. In sum, these results
indicated that memory CD8" T cell responses in children were
faster, and more intense, than in adults.

We next proceeded to a more quantitative and functional
analysis of these memory T cell responses. We had previously
shown that anti-N CD8"TNF-o" T cells were generated upon
acute infection in children, while adults focused that response on
S peptides (11). To investigate if this was the main response that
was differentiated into memory in children, we performed a
longitudinal analysis of the percentages of specific cells
producing TNF-o, IL-17 or IFN-y in response to the different
peptide pools (Figure S2). The results are shown in Figure 4 and
Supplementary Figures 3 and 4. Figure 4A shows that after 3
months most children show central memory CD8 TNF-at" T
cells responding to N peptides. Some children already show

Events (%)
=3

;

at the second time point, from a total of 36
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effector memory and even EMRA cells with these characteristics.
At the 6-month time point, most children had developed
CD8*TNF-0” effector memory and EMRA cells specific for N
peptides, but not for the § and M peptide pools. This does not
happen for IFN-y and IL-17 CD8 memory responses (Figures
$3A, 53B). While most children and adults generate memory
cells producing these two cytokines in response to all three
proteins at the 3 months post-acute infection, most of these
responses are lost at 6 months. Supplementary Figure 4 shows
quantification of functional specific CD4" T cell responses at the
two timepoints. It is remarkable that most children lose at 6
months all the detectable circulating responses seen at 3 months
post-acute infection. These results suggest that children, but not
adults, develop early and long-lasting T' cell memory responses,
and that CD8"TNF-o" cells specific for the N protein constitute
a major, if not the main, component of those responses.

To further investigate which children are forming memory
responses to the viral peptides, we compared their individual
responses through heatmaps (Figure 4B). Most children focused
their memory responses on CD8 TNF-o', especially to the N
protein, with fewer individuals targeting the M and § peptide
pools, at 6 months after acute infection.

A Spearman correlation analysis (Figure 5) evidenced that in
children, but not adults, anti-N IgG and IgA titers correlated
positively with N-specific CD8"TNF-o" T cells - especially
EMRA cells. PRNTS0 titers in children, but not in adults, also
correlated positively with CD8'TNF-¢t” EMRA cells. This
positive correlation was not observed for protein S (Figure 85).
Altogether, these results indicate that children generate
distinctive memory T and B cell responses to SARS-CoVv-2
infection, in kinetics, target and function.

Memory NAbs in children do not
efficiently cross-neutralize infection by
emerging SARS-CoV-2 variants

At the time we ended sample collections for this study, the
original variant, B, was being substituted for more prevalent
variants of concern (VOCs), namely Gamma (16), and later,
Delta (17). The neutralizing antibodies generated by vaccination
encoding the RBD of the S protein were shown to retain
protection potential against VOCs (16). Most of the children,
however, have not been vaccinated. We asked if the children’s
memory antibody responses to SARS-CoV-2 infection would be
protective against infection by the emerging variants. To
investigate that, we analyzed the recognition and neutralizing
potential of the memory antibodies present at 6 months post-
diagnosis. We assayed these antibodies against the trimeric Spike
of the variants by ELISA and performed PRNT tests using the
Gamma and Delta lineages (Figure 6). Responses to the trimeric
S of the original variant (B) were always higher in titers than
responses to the RBD (Figure 6A). For almost every individual,
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total IgG antibodies to the B trimeric § are still able to recognize
the trimeric § of variants Gamma and Delta. However, this does
not hold for neutralizing antibodies (Figures 6B-D). Only adults
with severe disease maintained significant higher potential for
neutralization of the Gamma VOC compared to children and
adults with mild disease. For Delta, a later-emerging VOC,
marked reductions in neutralization are observed for all
groups. These results indicate that neutralizing antibodies
generated by infection with the original B variant in children
have low or no protective potential upen encounter with
emerging VOCs.

Discussion

Throughout the SARS-CoV-2 pandemic, children have been
regarded as having a minor risk of disease, mostly because of the
mild presentation of COVID-19 observed in so many of them.
They have thus become the least studied age group, and the last
to be vaccinated. However, the immune responses they develop
to infection might hold important information on what is
necessary to generate fast and efficient protection against
disease. In this study, we identified key differences in the
memory immune response generated by infected children
when compared to adults. The increase of anti-N antibodies
three months after diagnosis and the early appearance of
memory N-specific CD8"TNF-o" cells could reflect a higher
precursor frequency of N-peptide-recognizing cells in children.
This could be due to pre-existing cross-reactive T cells and might
explain the mild disease generally presented by SARS-CoVv-2
infected children. The N gene has a higher degree of
conservation among different lineages of SARS-CoV-2 than
the S gene, accumulating fewer mutations (18). It is highly
expressed during infection (19) and is associated with the
protection of the viral RNA genome, resulting in specific T
cells that are long-lasting (20). In adults, cross-reactive memory
T cells were shown to be associated with protection from
COVID-19 (21). In that study, the peptides recognized by cells
in protected individuals were mainly from the nucleocapsid (N)
protein. Most, but not all, individuals who recover from
COVID-19 generate T cell responses to multiple viral epitopes
(22) and a strong activation of these cross-reactive clones has
been linked to protection (23). It has been suggested that, in
children, a high frequency of antibodies and T cells recognizing
antigens from seasonal coronaviruses could be due to repeated
reinfections (24), though the protective immunity generated by
infection with these endemic coronaviruses is not usually long-
lasting (25). Studies on precursor frequencies of T cells
recognizing coronaviruses epitopes, however, are lacking. This
makes it difficult to support such a hypothesis with evidence.
Interestingly, the efficacy of RBD-encoding mRNA vaccines
drops from over 90% in adults to 51% (Moderna) and 75%
(Pfizer) in young children (26). It is possible that a better
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tailoring of vaccines for children, including N peptides, could
stimulate this N-specific response, thus increasing efficacy in this
age bracket.

The fact that the N-specific antibodies in children, but not
adults, correlated with anti-N CD8"TNF-0." memory T cells may
evidence functional mechanisms of protection that have not been
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characterized for COVID-19. While a correlation between
antibodies and CD4™ T cells, mainly follicular T cells (Tfh),
would be expected, a recent study by Nelson et al. (27) analyzed
memory T cell responses using peptide:HLA tetramers and did
not find high associations between peak antibodies to SARS-CoV-
2 and Tth cells. Klarquist et al. found that B cells are necessary to
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produce TL-27 that enhances CD8™ T cell responses (28). Thus, in
the case of the children’s anti-N response, antibadies might be
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infection. The matrix represents the correlation analysis developed N- and M-specific T cell responses lower than those of
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response to the peptide pools), neutralizing antibodies to data could be due to MHC variations between cohorts, differences
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under the curve). Total of 32 samples (children coronaviruses in circulation during each study. One limitation of
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Impact of variant emergence on memeory antibody recognition 6 months after acute infection. (A) Total individual IgG binding to the RED
compared to trimeric B and variants spike protein, by enzyme-linked immur rbent assay (ELISA]; (B—D) PRNT analysis and fold reductio:
recognition of neutralizing antibodies. Differences between patients’ groups were assessed by Kruskal Wallis’ and Dunn's post hoc test.

Frontiers in Immunology 10 frontiersin.org



Lima et al

brought back for all blood draws at the follow-up time points.
Nevertheless, the consistency of responses found in all our
analyses indicates important aspects of pediatric COVID-19
immunity, that may inform vaccination strategies for this age
group (31, 32).
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O SUS: UM SISTEMA PARA TODOS

Antes da criagio do Sistema Unico de Satde (SUS), o acesso a saide
publica no Brasil era ofertado apenas para as pessoas que apresentavam
carteira de trabalho assmada, ou seja, quem conseguia acessar Os Servigos

de satude publica no territério nacional eram os trabalhadores formaits.

A criagio do SUS partiu de varios movimentos sociats na década
de 1980, que rervindicaram a democratizacio do acesso a satde de
forma gratuita para todas as pessoas. Essas 1deias foram consolidadas
e aprovadas na 8* Conferéncia Nacional de Satide, que constitumn um
marco na saide publica do Brasil. Nesse sentido, no ano de 1990 fo1
sancionada a let organica da saide que regula as agées e servigos de

satde em todo territério nacional.

A partir da Lei n® 8.080/1990 ficou instituido o SUS, que estabelece
diretrizes e estratégias para a satde publica no pais, tendo como pilares a

descentralizacio, integralidade, unwersalizacio, equidade e a participagio
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da comunidade. A partir da criagiao do SUS, a saide tornou-se um direito
fundamental e constitucional para a populagio. A universalidade do SUS
contempla questdes de satde publica, tats como mfec¢bes sexualmente
transmissivels, gestagdo nio planejada na adolescéncia, demandas de
saude mental, formas de assédio, satde da populagio negra, saneamento
basico e imuniza¢ées. O SUS influencia navida de todos os brasilerros,
seja por meio da saide fisica, mental, ou mesmo questdes relacionadas

a qualidade da dgua que bebemos e controle de lixo urbano.

Assim, nesse capitulo, apresentamos diversos contos com historias
que enfocam questées as quats a solucdo pode ser encontrada no SUS.
Os personagens dos contos sao baseados em modelos de pessoas e pro-
blemas comuns no cotidiano de qualquer pessoa, e com histdrias que se
cruzam em torno de situagdes de vida que sido atendidas, amparadas ou
resolvidas no SUS. O objetivo dessas historias é servirem como material

de apoto para o ensino o SUS em escolas de ensmno fundamental e médio.

Maria Dandara é uma mulher negra de 36 anos de 1dade, médica
ginecologista. Em 2005 passou no vestibular para Medicina da Univer-
sidade Federal do Mato Grosso, ocupando uma vaga em universidade
publica e por cota racial. Ao final da graduagio fo1 fazer residéncia em
Ginecologia e Obstetricia no Rio Grande do Sul. Atualmente, trabalha
em urmn hospital que atende 100% SUS, ¢ também em uma Unidade
Basica de Satde da Familia, localizada préximo a escola de Ensmo
Médio Domeénico Pillar. Maria Dandara tem uma filha chamada Luana,

que estuda nessa escola.

137



LUANA

Luana & uma adclescente de 14 anos de idade e estd intcando o
ensino meédio em escela Domeénico Pillar. Embora seja mteligente e
comunicativa, Luana se sente um pouco deslocada perto da maiona dos
colegas. O motive desse deslocamento € o fato de Luana ser negra, a
maiona dos colegas brancos, sendo ela a inica menina negra. Por mais
que Luana nic wivencie agressées por parte dos colegas, ela nota um
certo distanciamento. Como adolescentes, eles passam horas nas redes
socials postando fotos e wideos. Cada vez que Luana vé suas colegas
postando fotos de eventos os quais ela ndo fol convidada, 1sso funciona

come um gatilhe para aumento da ansiedade.

| < | | /|

g wm’(ﬁ L

GUILHERME

Guilherme € um menine de 13 anos de 1dade, colega de Luana
na Escola Domeénico Pillar, ele € muito inteligente. Guilherme tem uma
pequena deficiéncia na perma esquerda, que apresenta uma redugio de
dots centimetros em relagidc a perna direita. Ele mora como sua mie
e pai, que sdo muito amorosos e cudadoscs com ele, € filho Gnico.
O problema na perna sempre fo1 uma hmitacio para que Guilherme
pudesse participar de atridades fisica e soaializar com os meninos do
seu bairro e da escala. Por essa razdo Guilherme € carente de amizades

de mernines de sua faixa etana.
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ROGERIO

Rogério é bombeiro, solteiro, tem 3¢ anos de idade, e € irmio
de Maria Dandara. Sua profissdo exige muita responsabilidade e gera
uma certa pressio e ansiedade. Rogério pratica atividades fisicas, sendo
bem ativo durante o dia, e as wezes sal com amigos ou com a irmi
Maria Dandara e a sobrinha Luana para passear. Porém, apesar de ser
esse homem ativo, certos dias, ou mesmo em periodos do mesmo dia,
tudo muda. Ele sente como se uma névoa entrasse em sua cabeca, seus
pensamentos ficam bagungados, alguns pensamentos ruins ficam em
sua cabeca, seu trabalho j4 ndo o deixa tio animado, ele se desconecta

e evita 0 contato com seus amigos e familiares.

ROSAMARIA

Rosamaria tem 18 anos de idade, e esta finalizando o ensino médio
na Escola Doménico Pillar. Desde pequena ela se preocupa com o meio
ambiente e com outras causas sociais, hoje ela participa de trés ONGs
(Organizacdes Nio-Governamentais). Atualmente, além das ONGs, ela
também coordena um projeto sobre controle de qualidade da dgua em
sua escola intitulado: “Qualiﬁgua”. Rosamaria também gosta muito de
praticar esportes. Em sua escola, ha uma equipe de ginastica artistica, a
qual ela participa ha 3 anos. Foi nessa equipe que ela conheceu Fernanda,

e as duas estio em um relacionamento afettvo ha 6 meses.
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LUCAS

Lucas é um menino de 13 anos de idade proveniente de familia
bem estruturada economicamente, ele estudana Escola Doménico Pillar,
e € amigo de Luana. Ele gosta de jogar futebol e tazer trilhas nos matos
dos arredores de sua casa. Ele é amigo de Luana. Lucas esta miciando
a despertar o seuinteresse por meninas. Lle tem encontros com algu-
mas colegas da escola, embora sua mie ndo permita que ele tenha uma
namorada, pois 1sso vai prejudicar os seus estudos. Como ele ndo gosta

muito de estudar, a mie o controla com muito nigor, para que ele nio

seja reprovado e finalize o ensino médio.

ADAO

Adio é um homem de 54 anos de idade e oriundo de famiha de
agricultores. Addo € extremamente religioso, for sermimarista por dois

anos, mas nio continuou, saiu do seminaro para casar com Uma ex

13
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vizinha. Atualmente, ele trabalha como balconista de uma farmacia, na
qual j2 esta ha mais de 15 anos. Como ele se considera um conhecedor
de doengas e tratamentos, ele indica e orienta a automedicacio. Varios
clientes vio fazer as suas “consultinhas™ com Addo, que receita chas,
fitoterapicos, analgésicos e rezas. Addo sempre diz que nio acredita
nas orentacoes dos profissionats de satde, principalmente aqueles que
atendemn no SUS. A farmicia que Addo trabalha fica na mesma quadra

da Escola Domeénico Pillar,

Iniciamos a nossa trajetéria para entender um pouco sobre o
SUS com a historia de Lucas, que esta iniciando a sua vida sexual. Ele
esta apresentando sintormas de uma infecgio sexualmente transmissivel,
entretanto ele ndo entende o que esta acontecendo e tem vergonha de

perguntar. Vamos ver como o problema de Lucas vat ser resolvido.

Inicia o recreio na escola Doménico Pillar, Luana € Lucas se
encontram.

- O1 Lucas! — Luana chama por ele — Tudo bem?

Entio... — Responde Lucas meio envergonhado. Sabe, apareceu um
caro¢o no meu pénits, meio avermelhado e duro, mas nio déi, nem coga.

Nossa, Lucas! — Luana responde assustada — Vocé nio fo1 ao
médico ver? O que seus pats falaram?

Nio, nio, ndo! — Respondeu ele rapidamente — Nio contei para
meus pais.

Bem — Luana diz pensativa — Fu nio se1 o que € 1550, mas posso
perguntar para minha mie e ver o que ela diz.

A noite, em casa, Luana conta a histéria de Lucas a sua mie, que
orienta a filha a pedir que Lucas compareca 20 posto de saide, mas
como ele é menor de 1dade, o responsavel por ele devera acompanha-lo.

No dia seguinte, Lucas vai com sua mie a0 posto.

- Maria Dandara: O1, Lucas, como esta se sentindo?
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Lucas: - Bstou preocupado, apareceu um carogo avermelhado, o
que pode ser?

Maria Dandara examina a regido e pergunta — Lucas, vocé tem

uma parceira ou um parcetro sexual?
A mie de Lucas o olha com olhar de repreensio.

Bem Lucas, vocé pode estar com uma infec¢io sexualmente trans-
mussivel, a sifilis! - Explica Maria Dandara - Aqui, podemos fazer o
exame para descobrir se e 1sso mesmo, mas nio fique nervoso, existe

tratamento e cura. O exame ¢é ripido, tanto o teste diagnédstico quanto

o tratamento estio disponivets gratuitamente no SUS.

Agora vamos entender melhor o problema de Lucas:

O que é uma Infeccio Sexualmente Transmissivel (IST)?

As IST sio causadas por germes, como virus e bactérias, elas sio
transmitidas principalmente por sexo desprotegido, quando uma pessoa
mfectada tem relagdo com outra sem o uso de preservativo, a camisimnha

mas culina ou feminina.

O gque é Sifilisee?

A Sifilis é uma IST causada por uma bactéria chamada Tr@boneﬂm
Pallidum. T umas das IST mais comuns, possut varios smtomas e fases,
mas existe tratamento e cura. Um ponto muito importante é que mesmo

curado de uma mfeccio por sifilis, é possivel se contamimar novamente.

15
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Como é o exame e diagnodstico e o tratamento?

O exame para sifilis € um teste rapido que utiliza apenas uma gota
de sangue do dedo, em 30 minutos o resultado é obtido. O tratamento
¢ feito com o uso de antibidticos, o mais usual é que seja aplicado na

forma de injecio.

Rosamaria gosta de exercitar-se, e estd correndo no parque. De
repente, ela comeca a sentir uma mistura de formigamento e coceira na
regido genital, extremamente desconfortavel. Ao final da corrida, ela vai
para casa e toma banho. Ela observa uma regiiio avermelhada no genital,
o que a deixa preocupada, poits ela tem somente uma parceira — Fer-
nanda. Ela vai dormur. No outro dia, a cocetra intensa passou, entretanto
ela sente uma ardéncia muito forte ao unnar. E fez um autoexame, e
observou que a regido genital estava com bolhas e extremamente dolo-
rida. Rosamaria colocou os sintomas no google e leu que poderia ser
uma [STs, e a mais parecida com os sintomas seria a herpes genital. Ela,

desesperada, liga para a namorada.

-Ol4 Fernanda, tudo bem? Eu estou com uma mancha vermelha,
bolhosa e que coga muito na regiio genital.

- Rosamaria, eu estou com o mesmo sintomna na boca. Vamos ao
posto de satde agora mesmo.

No posto, Maria Dandara, faz o exame clinico e da o diagndstico
de herpes, em ambas, e explica que provavelmente for transmitido da

via oral para genital.

Agora vamos estudar um pouco do que € esse tal herpes.

O que é Herpes?
Herpes € um virus que causa mfec¢des na pele ou mucosa (oral ou

genital). AslesGes sdo caracterizadas por bolhas e aspecto avermelhado,

sempre term uma cocetra no inicio de sua erupcio na pele. O liquido
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dentro dessas belhas esta cheio de virus, e € bastante contagiosc. A

infecgio com herpes € para toda a vida.

Quais sdo as formas de transmissio?

O herpes ¢ facilmente transmitido, basta o contate da mucosa
com o liquido que é liberado das bolhas contaminadas. Uma pessoa
com o herpes ativo (com as bolhas) pode usar um objeto (toalha, lengo,
superficie de uma mesa...) e a proxiumna pessoa que entrar em contato

com esse objeto, sem lava-lo, sera contaminada.

Como se faz o diagnostico e tratamento?

O Diagndstico é feito pela presenca da lesdo na pele, que pode
durar até 15 dias. O tratamento é feito somente quando o herpes esta
ativo, nesse caso usa-se antivirais como o aciclovir. O SUS fornece

gratuitamente o tratamento para o herpes.

TERCEIRO CONTO: UM PAPO ENTRE MAE E FILHA

Luana, como sempre curiosa, conversando com a mie pergunta
mﬂ.]‘.s Sobre O aﬂllgo € as ISTS Saberldo da, importﬁncia de Ofiel'ltﬁf Luana,
sobre esse assunto, Marna Dandara resolve conversar com a filha scbre
o Virus do Papiloma Humano (HPV).

Maria Odete diz a filha — Luana, vou te falar sobre o HPV.
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Luana — Eu lembro que a senhora me levou para tomar a vacina

contra o HPV.
Maria Dandara — Primeiro vou te dizer o que é o HPV

Ele é conhecido como virus do papiloma humano, ele tem esse
nome em razao das lesces que ele causa na pele, que tém formato de
verruga. As verrugas do HPV podem aparecer na pele ou nas mucosas,
por exemplo boca e sistema genital. i importante que voce saiba que
o principal problema relacionado com o HPV é o cancer que ele pode

causar. Nem seipre acontece.

Mae, e como ele pode ser transmitido?

Maria Dandara: - Bem, o virus pode ser transmitido através de
qualquer forma de sexo, desde que tenha contato de pele com pele,
pele com mucosa ou mucosa com mucosa, claro que uma das pessoas

deve ter a verruga.

Luana: Qual a prevencio?

Maria Dandara: - O ideal € evitar qualquer contato sexual quando

ha suspeita de infeccao, e é claro, ter sido vacinado contra o HPV.

\/

QUARTO CONTO: UM MENINO QUE GOSTA DE ESTUDAR

Guilherme esta no primeiro ano do ensino meédio, e montou um

trabalho sobre o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) para a dis-
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Cipliﬁa de Ciéncias. Como Guilherme é muito dedicado e iﬂte]igente,
seu trabalho foi excelente, e ele foi convidado a apresentar para outras
turmas da escola. Entdo chega o dia, e Guilherme, bem nervoso, entra
na sala de aula do segundo ano do ensino meédio, projeta os seus slides

e comeca a falar;
Guilherme explica:

- HIV € um virus que infecta as células do sistema imunologico,
principalmente os linfécitos, que com o tempo, se nio tratado, a pes-
soa infectada entra em imunossupressio profunda, o que caracteriza a

sindrome da imunodeficiéncia adquirida (ATDS).

- O diagndstico do HIV € feio pormeio de testes ununologicos.
O mais facil e fépido de fazer é o teste fépido, que detecta aﬂticorpos
desenvolvidos contra o virus, e também partes do proprio virus que

estejam no sangue.

- O tratamento do HIV é feito com medicamento conhecidos
como antirretrovirais, que reduzem a quantidade de virus no corpo, mas

nio curam a pessoa infectada. Ainda nao existe vacina contra o HIV.

Guilherme: - Pessoal, selecionei esse texto sobre o HIV, € que
também esclarece o papel do SUS da epidemia desse virus. Eu vou ler

em voz alta.

No Brasil, o acesso aos antirretrovirais € universal e ofertado pelo
SUS, norteado pelaLei n® 9.313 de 1996. A partirdo ano de 1999 foram
implementados no Brasil a testagem rapida para detecgio do HIV, esse

teste € disponibilizado em unidades de saide e sem custo algum para
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a pessoa. A transmissdo do HIV é por via sexual sem o uso do preser-
vativo, compartilhamento de seringas, de mie para o bebé durante a
gestacio, parto ou amamentagio. Hoje, no SUS, o tratamento € eficaz,
e emn 2 meses o paciente apresenta carga viral indetectivel, 1sso significa

que o virus ndo estdo se multiplicando no organismo deste individuo.

A curiosidade de Luana nunca acaba. Mara Dandara é mie solteira,
e Luana nunca conheceu o seu pai, uma situagio que preocupa muito
a menina. Um dia, no café da manhi, Luana questiona a mie sobre a

gravidez dela e como ela enfrentou tudo sozinha.
Luana: - Mie, pode me contar sobre o meu nascimento?

Mara Dandara: - Bem Luana, vou te contar essa historia com
detalhes, afinal vocé ja é uma menina de 14 anos, e acredito que esteja

pronta para entender.

Maria Dandara diz: - Minha filha, eu fiquei gravida de vocé de
uma forma nio planejada. Estava no dltimo ano do ensino médio, tinha
um namoradinho na escola, com o qual mantinha relagées sexuais sem

o uso de preservatwos.

Luana questiona: - mas mie, por que a senhora nio usou anti-
concepcionais? 7. A mie responde - Eu usava pilulas anticoncepcionais,
entretanto algumas vezes eu esquecia de tomar, em outras eu ficava com
preguica de ir a0 posto e saude buscar. Quando descobrt a gravidez, fui
procurar apoio no proprio posto, pois uma amiga me disse que no SUS
eu teria assisténcia no programa de satide da familia (PSF). Esse programa

auxilia mies em situacdo de gravidez ndo desejada na adolescéncia.
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SEXTO CONTO: SAUDE MENTAL TAMBEM L& ASSUNTO
DO SUS

Rogério esta passando por um periodo bem dificil na sua vida,
ele esta infeliz e nio tem o menor animo para resolver os problemas. O
turno do plantao do bombeiro Rogério inicia as 07h da manhi. Entre-
tanto, o dia € segunda-feira, Rogério esta muito desanimado e, mais
uma vez, atrase-se para o inicio de seu plantio no batalhiao de incéndio,

chegando as 07h:42min.

Supervisor de Rogério: - Soldado, neste pelotio nio sio tolerados
atrasos, vocé recebera uma suspensio como forma de detengio.

Supervisor de Rogério: - Rogério, vocé é um bom bombeiro,
mas esta com sérios problemas psicologicos, vou te encaminhar para o

servico psiquiatrico dos bombeiros.

Na consulta com o psiquiatra Rogério relata problemas na familia,
e também financeiros, que sio somados a uma insatisfacio com a sua
vida. Ele também relata insonia, tristeza, ansiedade e falta de vontade.
O psiquiatra faz o diagnostico de ansiedade generalizada e principio de
quadro depressivo. Fle receita um medicamento para dormir e mais um
antidepressivo para Rogério.

Rogério tira davidas com sua irm3 médica.
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- Rogério: - Maria, qual a diferenca entre ansiedade e depressio?

- Maria Dandara: - A ansiedade surge de uma preocupagio ou
incerteza sobre algo, que gera um estado neurolégico de alta atividade
cerebral, a pessoa pode sentir inquietude, palpitacées, dores de cabega,
falta ou excesso de apetite e msoénia. A ansiedade sempre term uma causa
ou gatilho, ela pode ser aguda, se passageira, ou generalizada, se a pessoa
fica quase que permanentemente ansioso. Ja a depressio é um quadro
mental mais avangado, caracterizado por uma tristeza muito profunda
e que nio melhora com o passar dos dias. A pessoa com depressio

acredita ndo ter mais capacidade de sentir prazer ou alegrnia.

- Rogério: -Como é o tratamento destas doencas, e quanto tempo

demora para ficar curado?

- Maria Dandara; - O tratamento de ambas é feito com ajuda de

um psiquiatra e/ou psicologo. Inicialmente, deve ser identificado se a
pessoa tem ansiedade ou ansiedade e depressio juntas. A partir dai é
montado um tratamento que pode ser apenas ou uso de medicamento,
terapia, ou ambos. Tempo? Olha, algumas pessoas melhoram em alguns
meses e tratamento, outras em um ano, e muitas demoram anos para

apresentar uma melhora significativa.

Rogério: - O que o SUS oferece para estas doencgas?
- Maria Dandara: - O SUS fornece as consultas psiquiatrica e
psicolégicas, assim como os medicamentos necessarios, pelo tempo que

for preciso. Existe uma rede de atencio psicossocial representada pelos

Centros de Atengio Psicossocial (CAPS).
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SETIMO CONTO: QUALIDADE DA AGUA TAMBEM
E SAUDE

A Escola Doménico Pillar tem um patio bem arborizado ¢ agra-
davel para os alunos ficarem durante os intervalos. No fundo da escola
existe uma enorme paineira, na qual vive uma familia de mais de trinta
pombos. Entretanto, as raizes dessa paineira estao comprometendo (o}
canos de agua da escola, existe uma ruptura ¢ vazamento que forma
um pequeno lago no qual os pombos bebem dgua e tomam banho, os

alunos adoram assistir,

Rosamaria - Mas o que é aquilo? A dgua do banho dos pombos
esta se misturando com a da escola? Parem tudo! Temos que isolar esse
cano e chamar o SErvICO de agua e esgoto para consertar. Fssa agua,
além da contaminagﬁo pe]a terra, esta sendo contaminada pelos dejetos

dos pombos. A potabﬂidade da égua esta comprometida”!

Aluno da segunda série: - QO queé potabﬂidade comprometida?
Rosemaria - Potabilidade da agua indica a qualidade para consumo

humano. Se a potabilidade estd comprometida, a dgua estd contaminada.

Yocés sabiam que o controle da qualidade da dgua ¢ gestio de residuos
estio ligados ao SUS?
Alunos que estio ao redor dos pombos: - Como assim? O SUS

nio é somente patra tratamento de doengas?
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Rosamaria: - O SUS é responsavel pelo cuidado com a saide, o que
envolve o saneamento basico. No Brasil, quem regulamenta e controla
isso é a Fundacido Nacional de Satide (FUNASA), um érgio do Ministério
da Satde. Dentro do SUS, cabe a FUNASA a responsabilidade de alo-
car recursos para acoes de saneamento, financiando a universalizacao
de sistemas de abastecimento de agua potavel, esgotamento sanitario e

gestao de residuos sélidos urbanos.

OITAVO CONTQ: VACINAR E PRECISO!

O dia em que a vacina contra COVIID-19 foi disponibilizada para
aplicagio em farmacia, Guilherme vai com sua mie, pois ela tem 45
anos, e sua faixa etaria € contemplada. Eles se dirigem a Farmacia Geral,

onde Adio trabalha. Nesse dia, Guilherme discute e explica para Adao

a importancia das vacinas.

Guilherme: - Ol4, estou aqui com a minha mae para que ela tome
a vacina contra o SARS-CoV-2. - Adio comenta com a miae de Gui-
lherme: - Essas vacinas sio muito novas, nio sio seguras, vocé nem

sabe o que esta colocando no seu bragol!

Guilherme: - As vacinas contra o SARS-Cov-2 até podem ser
novas, mas elas foram feitas a partir de um grande conhecimento acumu-
lado de muitos anos de estudos e pesquisas experimentais — Nenhuma

vacina € aplicada sem se conhecer a sua seguranca, existem 01gio no
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mundo tudo que fiscalizam 1sso, aqui no Brasil a fiscalizagio é feita pela
Agéncia Nacional e Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Addo: - Eu ndo acredito nissol Essa vacina é a segunda fase de
um plano Chinés para dominar o mundo. Eu mesmo ja tratei pessoas

que passaram mal apés uso dessa vacina.

Guilherme: - Bem, eu aprendi na escola que esses sintomas sio
normais e esperados. As vacinas atuam ensinando nosso corpo a se
defender de determinadas doencas causadas por micro-organismos inva-
sores, assim quando entrarmos em contato com esses germes, 0 COLPo
ja aprendeu a se defender. No Brasil, o SUS fornece todas as vacinas
basicas de forma gratuita. Vacinas contra a gripe, sarampo, catapora,
febre amarela, HPV, COVID-19, tuberculose, tétano e muitas outras

estdo disponiveis nos postos de satde.

E importante manter a carteira de vacinagdo em dia.
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