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RESUMO

Este estudo analisou o perfil basal de mediadores imunolégicos séricos em
funcionarios do Hospital Universitario de Brasilia com o objetivo de identificar padrdes
imunolégicos preditores da infecgdo por COVID-19, bem como de seus desfechos
clinicos e a sua associagdo com a idade dos participantes. Foram incluidos 386
individuos com diagndstico negativo para COVID-19 no momento da coleta e
previamente a ela, acompanhados por até 19 meses em estudo observacional
prospectivo. As concentragdes séricas de quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4,
CCL2, CCL5, CXCL10), citocinas proé-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y,
IL-15, IL-17) e reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) e fatores de
crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2, IL-7) foram
quantificadas por ensaio multiplex de alta capacidade. Os participantes foram
categorizados conforme o diagnéstico prospectivo de COVID-19 [COVID-19 (-) e
COVID-19 (+)], o tempo decorrido até o diagndstico, os desfechos clinicos da infecgcao
(presencga, gravidade e duragao dos sintomas) e as faixas etarias dos participantes.
Os resultados demonstraram que os individuos que evoluiram com COVID-19
apresentavam niveis basais significativamente mais elevados dos mediadores
imunoldgicos estudados em comparacdo ao grupo nao infectado, sendo essa
diferenga inversamente proporcional ao tempo até o diagnostico. GM-CSF, IL-5,
VEGF, IL-13, CCL11 e IL-10 destacaram-se por apresentarem os maiores valores de
fold change no grupo COVID-19 (+). As assinaturas imunoldgicas e as analises de
redes corroboraram esses achados, evidenciando maior correlagéo entre mediadores
nesse grupo, especialmente entre os individuos com diagnéstico precoce e formas
clinicas sintomaticas leves de curta duragao. Analises multivariadas e modelos de
arvore de decisdo identificaram GM-CSF, CCL11, CXCL10 e TNF-a como principais
preditores de infeccdo, além da associagao consistente de G-CSF com quadros
graves e sintomas persistentes. Conclui-se que o perfil basal de mediadores
imunoldgicos séricos possui potencial preditivo robusto para a ocorréncia futura de
COVID-19 e seus desfechos clinicos, podendo subsidiar estratégias mais eficazes de

prevencao e prognostico.



PALAVRAS-CHAVE: COVID-19; SARS-CoV-2; preditores; resposta imune;
biomarcadores imunoldgicos; mediadores imunoldgicos soluveis séricos; quimiocinas;

citocinas; fatores de crescimento



ABSTRACT

This study analyzed the baseline profile of serum immune mediators in employees
from the University Hospital of Brasilia aiming to identify immunological patterns
predictive of COVID-19 infection, as well as its clinical outcomes and their association
with participants’ age. A total of 386 individuals with a negative diagnosis for COVID-
19 at and prior to the time of sample collection were included and followed for up to 19
months in a prospective observational study. Serum concentrations of chemokines
(CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10), pro-inflammatory cytokines
(IL-1B, IL-6, TNF-q, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17), regulatory cytokines (IL-1Ra, IL-4, IL-5,
IL-9, IL-10, IL-13), and growth factors (basic FGF, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-
2, IL-7) were quantified using a high-throughput multiplex assay. Participants were
categorized according to their prospective COVID-19 diagnosis [COVID-19 (-) and
COVID-19 (+)], time elapsed until diagnosis, clinical outcomes (presence, severity, and
duration of symptoms), and age group. Results showed that individuals who later
developed COVID-19 presented significantly higher baseline levels of the analyzed
immune mediators compared to the non-infected group, with this difference being
inversely proportional to the time until diagnosis. GM-CSF, IL-5, VEGF, IL-13, CCL11,
and IL-10 stood out for exhibiting the highest fold change values in the COVID-19 (+)
group. Immunological signatures and network analyses supported these findings,
revealing stronger correlations among mediators in this group, especially in individuals
with early diagnosis and mild symptomatic forms of short duration. Multivariate
analyses and decision tree models identified GM-CSF, CCL11, CXCL10, and TNF-a
as key predictors of infection, in addition to a consistent association of G-CSF with
severe disease and prolonged symptoms. In conclusion, the baseline profile of serum
immune mediators holds robust predictive potential for future COVID-19 diagnosis and
related clinical outcomes, offering valuable support for more effective prevention and

prognostic strategies.

KEYWORDS: COVID-19; SARS-COv-2; predictors; immune response; immune

biomarkers; serum soluble immunemediators; chemokines; cytokines; growth factors
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INTRODUGAO

A pandemia de Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), causada pelo Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), foi declarada oficialmente
em 11 de margo de 2020 pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), apds sua origem
na cidade de Wuhan, China, em dezembro de 2019 (RIOU; ALTHAUS, 2020). Este
evento deu inicio a uma crise sanitaria sem precedentes, com impacto devastador em
diversas frentes, incluindo sistemas de saude e economias globais. Hospitais, como
centros de atendimento a pacientes criticos, tornaram-se o epicentro da crise,
enfrentando sobrecarga e escassez de recursos essenciais. Diante do aumento das
taxas de infeccdo e mortalidade, emergiu a necessidade de identificar formas de

diagnéstico precoce e predigao dos desfechos da doenga (OMS, 2020).

O SARS-CoV-2 pertence a linhagem B (ZHU et al., 2020; TABIBZADEH et al.,
2021) do género Betacoronavirus (YIN; WUNDERINK, 2018) e apresenta estrutura
esférica com projegdes em forma de espicula (proteina S), caracteristica morfolégica
que remete ao nome “coronavirus” (TABIBZADEH et al., 2021). Sua classificagao
taxondmica, que o posiciona no subgénero Sarbecovirus, foi oficializada pelo

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2024).

O virus apresenta uma disseminacado significativamente mais rapida em
comparagao aos seus predecessores, o Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus (SARS-CoV) e Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-
CoV). A transmiss&o ocorre principalmente por goticulas respiratérias e aerossois em
interagcdes proximas, mas também é possivel por superficies contaminadas (KARIA et
al., 2020; LEUNG, 2021; RAHMAN et al., 2020).

Idosos, pessoas com comorbidades e profissionais de saude estao entre os
grupos mais suscetiveis a infecgcdo. De acordo com National Institutes of Health
(2024), embora todas as faixas etarias sejam suscetiveis a infecgdo, idosos acima de
60 anos, pessoas institucionalizadas em casas de repouso e individuos com
condi¢des crénicas apresentam maior risco de evolugao para formas graves. Medidas
como distanciamento social e autoisolamento foram fundamentais para reduzir a
transmissao (TESLYA et al., 2020).

Em meados de 2020, o Brasil enfrentava um cenario critico. O Hospital

Universitario de Brasilia, referéncia regional, lidava com alta demanda assistencial e
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a necessidade de conter a transmisséao intrainstitucional para proteger sua equipe e
manter a forca de trabalho. Nesse contexto, foi implementada uma estratégia de
triagem que possibilitou a coleta e o armazenamento de 1.282 amostras de soro, que
constituem a base deste estudo. As amostras foram colhidas antes da vacinacao
contra COVID-19, quando muitos profissionais ainda ndo haviam sido infectados. A
época, a maior parte da literatura avaliava biomarcadores apenas apés a infecgao.
Este trabalho, em contraste, investigou os mediadores imunolégicos antes da
infeccdo, acompanhando prospectivamente a evolugao clinica dos participantes. A
questao norteadora foi: biomarcadores previamente associados a desfechos adversos
ja estariam alterados no periodo pré-infeccado? Essa oportunidade cientifica singular

fundamentou a concepcgao do estudo.
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FUNDAMENTAGAO TEORICA

REPERCUSSOES DA PANDEMIA

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou a COVID-19 como
Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional entre 30 de janeiro de
2020 e 5 de maio de 2023 (OMS, 2020; 2023). Até julho de 2025, foram registrados
aproximadamente 778 milhdes de casos confirmados e mais de 7 milhdes de obitos
atribuidos a doenga (OMS, 2025). Antes do inicio da vacinagdo em larga escala, a
taxa estimada de letalidade era de 7,13% (KAUR et al., 2021). Desde entdo, mais de
13 bilhées de doses de vacinas contra a COVID-19 foram administradas globalmente
até julho de 2025 (OMS, 2025).

A pandemia de COVID-19 teve repercussodes globais em multiplos setores, tais
como saude, economia, meio ambiente e sociedade, revelando vulnerabilidades
sistémicas e exigindo respostas coordenadas. Além de sobrecarregar sistemas de
saude, provocou recessao econdmica, mudancas nos padrdes sociais e impactos
ambientais heterogéneos (TORALES et al.,, 2020; SARKODIE & OWUSU, 2020;
CHAKRABORTY & MAITY, 2020).

Foram sentidos efeitos graves na saude mental e nos comportamentos sociais
(TORALES et al., 2020). Surgiram recessao econdmica e desafios ambientais como
aumento de residuos e mudangas na poluicao (SARKODIE & OWUSU, 2020), além
de intensificar migracbes, alterar padrdes sociais e afetar ecossistemas
(CHAKRABORTY & MAITY, 2020).

A pandemia afetou drasticamente a educagdo e o mercado de trabalho em
paises em desenvolvimento, expondo desigualdades estruturais profundas. No setor
educacional, o fechamento de escolas e a ado¢cado do ensino remoto privilegiaram
estudantes com acesso a internet, enquanto muitos ficaram excluidos do processo de
aprendizagem (TADESSE; MULUYE, 2020). No mercado de trabalho, dados de 31
paises mostram que 36 % das pessoas pararam de trabalhar e 65 % relataram queda
de renda, aprofundando a pobreza em populagdes vulneraveis (BUNDERVOET;
DAVALOS; GARCIA, 2022). A resposta fragmentada das instituicdes agravou essas

lacunas educacionais e sociais, acelerando transformagdes sociais indesejadas. Além
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disso, a crise sanitaria evidenciou a necessidade de politicas integradas e liderangas
técnicas para enfrentar pandemias. Em paises da América Latina, a reagao foi
dificultada por deficiéncias estruturais em vigilancia epidemioldgica, capacidade
laboratorial e governanca centralizada, limitando a efetividade das medidas
(RAMIREZ BERRIO et al., 2024). Por sua vez, Paul etal. (2024) argumentam que
respostas fragmentadas e sem pensamento sistémico sédo inadequadas e defendem

a adogao de abordagens de “pensamento complexo” para a pandemia.

ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DA COVID-19

A fisiopatologia da COVID-19 tem inicio com a entrada do SARS-CoV-2 pelas
vias aéreas superiores, especialmente pelo epitélio mucoso nasal. O virus utiliza o
maquinario celular do hospedeiro para se multiplicar, iniciando a fase de replicacao
viral. No entanto, na maioria dos casos, a infeccdo permanece assintomatica ou leve,
pois a imunidade inata é capaz de conter essa replicagao inicial por meio de uma

ativacao controlada de citocinas.

A infecgao viral se da pela ligagao da proteina S do SARS-CoV-2 ao receptor
da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), presente em diversos tecidos
humanos. A protease transmembrana serina TMPRSS2 facilita a fusdo da membrana
viral com a célula hospedeira, permitindo a entrada do virus e a disseminagao
intracelular (HOFFMANN et al., 2020). Outros receptores, como a neuropilina-1
(NRP1), também podem favorecer essa entrada, especialmente no tecido neural
(WANG et al., 2022).

O SARS-CoV-2 utiliza como principal receptor celular a ACE2, mas diversos
co-receptores tém sido identificados como facilitadores da entrada viral, o que ajuda
a explicar seu amplo tropismo tecidual. Entre eles, destacam-se CD147, Neuropilina-
1 (NRP1), DPP4 (CD26), AGTR2, Band3, KREMEN1, ASGR1, CLEC4G e LDLRAD3,
além de integrinas e tetraspaninas (CD9 e CD81) (ALIPOOR & MIRSAEIDI, 2022; LIM,
2022; TRBOJEVIC-AKMACIC; PETROVIC; LAUC, 2021). Cofatores como TMPRSS?2,
furina e catepsina L também sao essenciais para o processamento da proteina spike
e fusdo membranar (JACKSON et al., 2021; SHULLA et al., 2010). A multiplicidade de
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receptores e co-receptores utilizados pelo SARS-CoV-2 reforca a complexidade da

infecgao e aponta potenciais alvos para desenvolvimento de terapias antivirais futuras.

Quando o sistema imune inato funciona adequadamente, a ativagao das células
de defesa ocorre de forma equilibrada, com produgdo controlada de citocinas,
recrutamento de linfocitos T CD8+ e geracdo de anticorpos neutralizantes. Esse
controle evita a progressédo da infecgdo para os pulmdes e protege os tecidos de
danos significativos (BLANCO-MELO et al., 2020; RASPUTNIAK et al., 2024; DONG
et al., 2020).

Em uma parcela dos casos, a COVID-19 evolui para formas graves, quando a
resposta imune inata ndo consegue conter a fase viral, desencadeando uma fase
hiperinflamatdéria marcada por uma resposta patolégica complexa, caracterizada por
tempestade de citocinas, disfungdo endotelial e estado de hipercoagulabilidade.
Diversos sistemas podem ser comprometidos, sobretudo o trato respiratorio inferior e
o trato gastrointestinal, resultando em manifesta¢cdes severas como sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA), disfungao multipla de 6rgaos, choque e até
obito (RASPUTNIAK et al., 2024; SOY et al., 2021; HU et al., 2020).

No pulmao, a infeccéo leva a morte dos pneumdacitos tipo Il, responsaveis pela
producao do surfactante que mantém os alvéolos abertos e permite a troca gasosa.
Além disso, ocorre acumulo de células inflamatérias, extravasamento de proteinas
plasmaticas e formacdo de membranas hialinas, culminando no dano alveolar difuso
caracteristico da SDRA. Esses eventos sao agravados por inflamacgéo endotelial e
formacdo de microtrombos, o que intensifica a disfungdo respiratoria e sistémica
(HANLEY et al., 2020; CASTRO et al., 2021; NICHOLLS et al., 2003; FRANKS et al.,
2003; XU et al., 2020).

A progressao para formas graves também esta associada a liberagao
exagerada de citocinas inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, IFN-a, IFN-
Y, TNF-a e TGF-f3, além de quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8, CXCL9 e
CXCL10, que promovem o recrutamento de leucocitos e contribuem para a lesao
tecidual (MORTAZ et al., 2020). Pacientes internados em unidades de terapia
intensiva apresentam niveis elevados de mediadores como IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF,
IP-10, MCP-1, MIP-1a e TNF-a, reforcando o papel da hiperativacdo imune na
gravidade da doenga (HUANG et al., 2020).
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Fatores como idade avangada, sexo masculino, obesidade e comorbidades
cronicas (como doengas cardiovasculares, pulmonares e metabdlicas) aumentam o
risco de evolugdo para formas graves (BOOTH et al., 2020; BANSAL, 2020).
Especificamente, o sexo masculino tem sido associado a maior gravidade e
mortalidade, o que pode ser explicado por fatores imunologicos, hormonais e pela
maior expressao da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), que serve como
porta de entrada para o SARS-CoV-2 nas células hospedeiras (GARGAGLIONI;
MARQUES, 2020). Nesse contexto, cresce o interesse por biomarcadores
imunoldgicos que auxiliem na previsao do curso clinico e no manejo individualizado

dos pacientes.

Além dos mecanismos de entrada viral, alteragcdes sistémicas no eixo renina-
angiotensina contribuem para a gravidade dos desfechos. O sistema renina-
angiotensina (SRA), tradicionalmente associado a regulagdo cardiovascular,
desempenha papel central na patogénese da COVID-19. A ACE2 faz parte do eixo
alternativo do SRA, convertendo angiotensina Il (Ang Il) em angiotensina-(1-7), uma
molécula com efeitos anti-inflamatérios e vasodilatadores (ZEMLIN & WIESE, 2020).
A ligacdo do SARS-CoV-2 ao ACE2 reduz a expressao dessa enzima na membrana
celular, promovendo desequilibrio do SRA com acumulo de Ang Il e ativagdo do
receptor AT1R, levando a inflamacéo, fibrose, vasoconstricdo e trombose, eventos

frequentemente observados em casos graves (VIEIRA et al., 2020).

Esse desequilibrio é ainda mais acentuado em individuos com comorbidades,
como hipertensao e diabetes, que ja apresentam ativacado basal do SRA. Em modelos
experimentais com camundongos diabéticos, observou-se aumento da expressao de
ACE2 e TMPRSS2 nos pulmdes, o que pode em parte explicar a maior suscetibilidade
relatada nesses pacientes (BATCHU et al., 2021). Além disso, polimorfismos
genéticos, como o rs2285666 no gene ACE2, tém sido associados a risco aumentado
de infeccao e de evolugao para formas graves da doenga (HATEM & JABIR, 2024). O
desbalanco do SRA também favorece a ativacdo exacerbada da resposta imune,
culminando em tempestades de citocinas e disfuncdo endotelial, especialmente em
individuos com fatores de risco pré-existentes. Nesse contexto, compreender os
mecanismos moleculares que envolvem o SRA e a ACE2 é essencial para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e personalizadas no
enfrentamento da COVID-19.
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O sistema nervoso central (SNC) também pode ser diretamente afetado. A
ACE2 é expressa em diversas regides cerebrais, como coértex, bulbo olfatério, tronco
encefalico e hipotdlamo, em neurdnios e células da glia (BOURGONUJE et al., 2020).
A entrada viral pode ocorrer por via hematogénica ou olfatéria, comprometendo a
barreira hematoencefalica (BHE). A ligagao viral ao ACE2 nos endotélios cerebrais
desencadeia morte celular e desorganizacédo das jungdes oclusivas (tight junctions),
facilitando a penetracao de particulas virais e mediadores inflamatérios no parénquima
cerebral (AL-OBAIDI; DESA, 2023). Isso contribui para uma resposta
neuroinflamatéria, associada a sintomas neurolégicos variados, desde cefaleia até
encefalopatia e acidente vascular cerebral (MALIHA; FATEMI; ARAF, 2024).

Concluindo, a fisiopatologia da COVID-19 envolve multiplos mecanismos,
desde a entrada viral mediada por ACE2 e TMPRSS2 até respostas imunes
desreguladas que podem culminar em inflamagao sistémica, trombose e faléncia
multiorganica. A variabilidade clinica reflete o grau de ativagdo imunoinflamatéria e a
extensdo da infeccao extrapulmonar. Fatores como comorbidades, predisposicao
genética e desequilibrio do sistema renina-angiotensina podem influenciar
substancialmente a gravidade dos quadros. Compreender esses processos €
essencial para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas e progndsticas mais

eficazes.

EVOLUCAO DAS VARIANTES

Desde o surgimento da COVID-19 em 2019, o SARS-CoV-2 acumulou
mutacdes que deram origem a variantes de preocupacao (VOCs), cada qual com
propriedades distintas em termos de transmissibilidade, gravidade clinica e escape

imune.

A Alpha (B.1.1.7) foi identificada em setembro de 2020, no Reino Unido, e
associada a aumento da transmissibilidade e discreto incremento da gravidade clinica.
Pouco depois, no final de 2020, surgiu na Africa do Sul a Beta (B.1.351), caracterizada
por acentuada capacidade de escape imune, reduzindo a neutralizacdo por
anticorpos. Em outubro de 2020, foi detectada na india a Delta (B.1.617.2), que

rapidamente se espalhou globalmente devido a elevada transmissibilidade,
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associando-se também a maior risco de hospitalizagdo e mortalidade. Em novembro
de 2020, emergiu no Brasil a Gamma (P.1), com forte capacidade de escape imune,
semelhante a Beta, comprometendo a eficacia da resposta protetora induzida por

vacinas ou infecgdes prévias (MALIK, 2022).

Em uma fase mais tardia da pandemia, em novembro de 2021, foi descrita a
Omicron (B.1.1.529), inicialmente identificada na Africa do Sul e em Botsuana. Essa
variante acumulou o maior numero de mutacbes na proteina spike até entéo,
conferindo-lhe alta transmissibilidade e escape parcial da imunidade adquirida. Apesar
disso, evidéncias indicam associagao a quadros menos graves, resultando em menor
numero de hospitalizagdes e Obitos, sobretudo em individuos previamente imunizados
(AO et al., 2022). Essa menor gravidade clinica pode ser explicada, em parte, pela
alteracdo na via de entrada celular: a Omicron apresenta menor dependéncia da
serina protease TMPRSS2, utilizando preferencialmente a via endossomal mediada
por catepsinas. Como consequéncia, a infeccao tende a permanecer restrita as vias
aeéreas superiores, reduzindo a invasdo do parénquima pulmonar e, portanto, a
gravidade dos desfechos clinicos (ZHAO et al., 2021).

As diferencas genémicas e de vias de entrada observadas entre as variantes

repercutiram diretamente no espectro clinico descrito a seguir.

ASPECTOS CLINICOS DA COVID-19

O SARS-CoV-2 infecta predominantemente o trato respiratério inferior e o trato
intestinal, podendo ocasionar quadros clinicos variaveis, que vao desde
apresentagdes assintomaticas ou leves, como febre e tosse, até manifestacdes
severas, como sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), disfungao
organica multipla, choque (especialmente choque séptico, distributivo e, em alguns
casos, cardiogénico) e morte (HUANG et al., 2020). Estimativas iniciais sugeriram que
cerca de 80% dos adultos apresentavam manifestacbes leves, enquanto
aproximadamente 20% necessitavam hospitalizacdo e até 25% dos casos graves
podiam evoluir para obito, sobretudo nos primeiros meses da pandemia, antes da
vacinagao ampla (BUSZKO et al., 2020; PARASHER, 2020).
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Além disso, a infecgao pelo SARS-CoV-2 pode acometer diversos sistemas do
organismo, apresentando manifestagdes clinicas variadas, como sintomas
gastrointestinais (diarreia, nausea), neuroldgicos (anosmia, cefaleia, acidente
vascular cerebral), cardiovasculares (miocardite, trombose), renais e cutaneos
(exantemas, urticaria) (CHEUNG et al., 2020; MAO, L. et al., 2020; MAO, R. et al.,
2020; GUPTA et al., 2020; RONCO; REIS; HUSAIN-SYED, 2020; FREEMAN et al.,
2020). Esses sintomas decorrem, em grande parte, da resposta inflamatoria sistémica
e da ampla expressao dos receptores ACE2 em tecidos distintos do corpo humano
(MEHTA et al., 2021).

Diante desse espectro, descreve-se a seguir a progressao temporal tipica da

COVID-19, articulando a fase viral inicial e a fase hiperinflamataria.

FASES DA DOENGCA

A evolugdo clinica da COVID-19 ¢é -caracterizada por multiplas fases
fisiopatoldgicas interligadas que refletem a complexidade da resposta do hospedeiro
ao SARS-CoV-2. Inicialmente, observa-se uma fase de replicagcao viral, geralmente
associada a sintomas leves ou assintomaticos, como febre e tosse seca. Em cerca de
20% dos pacientes, instala-se uma fase hiperinflamatodria, frequentemente evoluindo
para SDRA e faléncia de multiplos érgaos (SIDDIQI & MEHRA, 2020).

Complementando essa abordagem, Lin et al. (2021) propuseram um modelo
de progressao clinica dividido em quatro estagios temporais para pacientes com
quadros leves a moderados: (1) fase prodrémica, durante a primeira semana, com
pneumonia leve e linfopenia; (2) fase de manifestagdes evidentes, na segunda
semana, com pico inflamatdrio e inicio de disfungao organica; (3) fase de remissao,
na terceira semana, com melhora progressiva; e (4) fase de convalescenga, apos trés

semanas, com estabilizac&o clinica e laboratorial (LIN et al., 2021).

Outros estudos, como o de Abdimomunova e Zholdoshev (2023), também
reconhecem um padrao trifasico semelhante: uma fase inicial leve (I), com sintomas
inespecificos; uma fase pulmonar (llI), marcada por inflamagao respiratéria e
hipoxemia; e uma fase hiperinflamatéria (lll), caracterizada por ativacdo imune

exacerbada e comprometimento multissistémico.
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Alguns pacientes com COVID-19 apresentam sintomas persistentes por mais
de quatro semanas apds a fase aguda da infecgcdo. Esse quadro foi inicialmente
descrito por instituicdes como o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) e
o National Institutes of Health (NIH) como “COVID longa” ou PASC (Sequelas Pos-
Agudas da Infeccdo por SARS-CoV-2), caracterizando a persisténcia de sintomas
apos quatro semanas da infeccao inicial (CDC, 2023). Com o avango das evidéncias,
o conceito foi refinado por organizagdes como a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) e a National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine (NASEM), que
atualmente definem a COVID longa como uma condi¢do cronica, multissistémica, de
curso variavel, com sintomas que surgem geralmente até trés meses apos a infecgao
aguda e persistem por pelo menos dois meses, sem explicagao por outro diagndstico
(OMS, 2021; NASEM, 2024).

Assim, a COVID-19 deve ser compreendida como uma condicdo multifasica,
dindmica e sistémica, cuja evolugao se estende da fase aguda a convalescencga e as
sindromes prolongadas, exigindo monitoramento continuo e intervencdes
terapéuticas personalizadas. Essa perspectiva reforga a necessidade de estratégias
diagnésticas mais precisas, sustentadas por parametros imunoldgicos, capazes de
orientar abordagens clinicas integradas e de aprimorar a compreensao dos

mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes.

CLASSIFICACAO DA GRAVIDADE

A gravidade da COVID-19 é classificada por entidades como a OMS e o NIH
em quatro categorias: leve, moderada, grave e critica. Essa estratificagdo considera
desde sintomas leves sem alteragdes radioldgicas até hipoxemia grave, faléncia
respiratoria ou multiorganica, demandando ventilagdo mecénica e internagdo em UTI
(LUCIJANIC et al., 2023; TIRORE et al., 2024).

Segundo o NIH (2023) a classificagao da gravidade dos casos de COVID-19 é

estabelecida com base nos seguintes critérios:

a) Infeccao assintomatica: auséncia de sintomas clinicos sugestivos de COVID-
19.
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b) Doenga leve: presenga de sintomas inespecificos, como febre, tosse ou dor
de garganta, sem sinais de acometimento do trato respiratério inferior (ex.: dispneia

ou alteragdes em exames de imagem).

c) Doenga moderada: evidéncia clinica ou radiologica de infecgdo do trato
respiratorio inferior, com saturagdo de oxigénio = 94% em ar ambiente ao nivel do

mar.

d) Doencga grave ou critica: definida por saturacao de oxigénio < 94% em ar
ambiente, taquipneia, ou infiltrados pulmonares acometendo = 50% do parénquima
pulmonar. Casos com insuficiéncia respiratoria, choque séptico ou disfungéo organica

foram classificados como doenca critica.

Importa destacar que tais categorias de gravidade néo se distribuem de forma
uniforme: fatores etarios e imunobiograficos modulam a intensidade e a duragao das

respostas.

INFLUENCIA DA IDADE

O envelhecimento representa um dos principais fatores de risco para
complicagbes e mortalidade por COVID-19. Esse fendmeno esta relacionado a dois
processos centrais: a imunossenescéncia, que reduz a capacidade de resposta a
novos antigenos; e o inflammaging, estado de inflamagao crénica de baixo grau
(BARTLESON et al., 2021; WITKOWSKI et al., 2022). Tais alteragbes comprometem
a eficiéncia da resposta imune, inclusive em individuos jovens com histérico
imunobiografico mais "carregado", caracterizado por multiplas exposi¢coes

imunoldgicas ao longo da vida.

Estudos recentes destacam que a interagdo entre imunossenescéncia e
inflammaging representa um eixo patolégico central na gravidade da COVID-19,
influenciando desde a resposta inflamatéria exacerbada até a falha imunoldgica

adaptativa em idosos e imunocomprometidos (ASGHARI et al., 2023).

Nesse contexto, o conceito de imunobiografia, definido como a trajetdria Unica
de estimulos imunoldgicos vivenciados por cada individuo ao longo da vida, oferece
um arcabougo teorico crucial para explicar a heterogeneidade das respostas imunes,

especialmente na velhice. Essa abordagem considera o acumulo de exposigdes a
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infecgdes, vacinacao, dieta, microbiota, estresse e ambiente, como fatores que
modelam profundamente o sistema imune individual (FRANCESCHI et al., 2017).
Assim, a imunobiografia ajuda a entender por que pessoas da mesma idade
cronoldgica podem responder de maneira distinta @8 COVID-19, influenciadas por um

histérico imune acumulado ao longo da vida.

Nesse contexto, a idade biolégica, modulada por fatores genéticos e
epigenéticos, tem sido proposta como um marcador potencialmente mais preciso da
vulnerabilidade imunoldgica do que a idade cronologica (WITKOWSKI et al., 2022).
Fatores epigenéticos consistem em modificagdes quimicas no DNA ou nas proteinas
associadas que controlam a expressao génica sem alterar a sequéncia do genoma,
sendo influenciados por elementos como dieta, estresse, envelhecimento e
exposi¢cdes ambientais (JASIULIONIS, 2018). Apesar disso, observa-se um aumento
exponencial da letalidade por COVID-19 a partir dos 50 anos, especialmente entre
individuos com comorbidades pré-existentes, como doengas cardiovasculares,
metabdlicas ou pulmonares (PETRILLI et al., 2020; ZINATIZADEH et al., 2023).

Adicionalmente, o envelhecimento favorece o surgimento de doengas crénicas
como hipertensdo, diabetes tipo 2, doengas cardiovasculares e respiratorias, que
estdo associadas a desfechos clinicos piores na COVID-19 (MASON etal., 2021).
Evidéncias sugerem, ainda, que a infeccdo por SARS-CoV-2 pode acelerar a
imunossenescéncia, agravando a disfungado imune preexistente (ZINATIZADEH et al.,
2023).

Esses aspectos reforgam a importancia dos marcadores imunoldgicos como
ferramentas clinicas na estratificacao de risco e no monitoramento da gravidade da

doencga, especialmente em populagdes mais vulneraveis.

PERFIL IMUNOLOGICO E MEDIADORES INFLAMATORIOS

E importante ressaltar que a resposta inflamatdria & infeccdo pelo virus pode
variar significativamente entre os individuos, sendo modulada por fatores como
exposigao prévia ao virus, cobertura vacinal e caracteristicas genéticas. Essa
variabilidade reforgca a importédncia de se manter a vigilancia sobre marcadores
imunoldgicos em diferentes contextos populacionais, a fim de orientar estratégias mais
eficazes de controle da doenga (BEKLIZ et al., 2022).
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Conforme definido pelo US National Institutes of Health (NIH), um biomarcador
€ uma caracteristica mensuravel que reflete processos bioldgicos fisiolégicos,
patoloégicos ou respostas a intervengdes terapéuticas (BIOMARKERS DEFINITIONS
WORKING GROUP, 2001). No contexto da COVID-19, citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento tém sido explorados em estudos como candidatos a
biomarcadores para diagnodstico, progndstico e monitoramento da resposta ao
tratamento (SAMPRATHI & JAYASHREE, 2021).

A avaliagédo do perfil imunolégico em pacientes com COVID-19 tem revelado
padrdes distintos de expresséo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento,
que podem indicar risco de gravidade ou persisténcia dos sintomas. A seguir, séo
apresentados os principais biomarcadores imunologicos investigados em pacientes

com COVID-19, os quais foram objeto de investigagao no presente estudo.

Quimiocinas

As quimiocinas sdo pequenas proteinas sinalizadoras que controlam a
migracao e ativagao de células do sistema imune. Elas desempenham papel central

na inflamacéao e na resposta antiviral.

CXCLS8 (IL-8): atrai neutrdfilos ao local da infeccdo e € um potente mediador
inflamatério (BAGGIOLINI & CLARK-LEWIS, 1992). Niveis elevados de CXCL8 foram
observados em pacientes com COVID-19 grave e correlacionam-se com leséo
pulmonar (LIU et al., 2020a).

CCL2 (MCP-1): recruta mondcitos e esta envolvida na inflamagéo tecidual
(DESHMANE et al., 2009). Em COVID-19, sua expressao elevada esta associada a

infiltragdo monocitaria e agravamento pulmonar (ZHOU et al., 2020).

CCL3 (MIP-1a) e CCL4 (MIP-1B): promovem a migragao de células T e NK e
participam da resposta antiviral (MAURER & VON STEBUT, 2004). Ambos foram
detectados em niveis aumentados em pacientes com COVID-19 grave, indicando

ativacao imune exacerbada (HUANG et al., 2020).

CCL5 (RANTES): recruta linfocitos T, basofilos e eosindfilos, sendo importante
em inflamagdes cronicas e respostas antivirais (APPAY & ROWLAND-JONES, 2001).

Em COVID-19, niveis elevados de CCL5 tém sido associados a ativagdo imune
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persistente e lesdes pulmonares, além de terem sido observados em pacientes com
COVID longa e fadiga pos-viral (BLANCO-MELO et al., 2020; PATTERSON et al.,
2021).

CCL11 (eotaxina-1): quimiocina capaz de recrutar exclusivamente eosinofilos,
desempenhando papel importante na inflamacéo alérgica e doengas respiratorias
como asma (GARCIA-ZEPEDA et al., 1996). Alguns estudos observaram elevacgéao de
CCL11 em casos de COVID longa com sintomas persistentes neuroldgicos (PELUSO
et al., 2021).

CXCL10 (IP-10): induzido por IFN-y, atrai linfocitos T ativados e esta associado
a respostas Th1 (DUFOUR et al., 2002). Foi consistentemente associado a piores
desfechos em COVID-19, sendo investigado como potencial biomarcador progndstico
(YANG et al., 2020).

Essas quimiocinas atuam de forma sinérgica na regulacdo da resposta
inflamatdria, e seu perfil pode refletir diferentes estagios e severidade da infec¢ao por
SARS-CoV-2. A compreensdo dessas alteracbes permite identificar ndo apenas
marcadores de gravidade, mas também potenciais alvos terapéuticos, reforgando sua

relevancia na fisiopatologia e no manejo clinico da COVID-19.

Citocinas pro-inflamatérias

As citocinas pro-inflamatérias sdo mediadores essenciais na ativagao da
resposta imune inata e adaptativa, desempenhando papel central na defesa contra

infec¢des, mas também podendo contribuir para dano tecidual quando desreguladas.

IL-1B: produzida principalmente por mondcitos e macréfagos, promove febre,
inflamacao e ativagcao de células endoteliais (SHALDON, 2011). Em COVID-19, esta
associada a gravidade da inflamagao pulmonar e ao desenvolvimento de tempestade
de citocinas (VAN DE VEERDONK et al., 2020).

IL-6: uma das principais citocinas envolvidas na resposta inflamatoria sistémica,
regula a producao de proteinas de fase aguda (TANAKA et al., 2014). Niveis elevados
de IL-6 s&o consistentemente encontrados em casos graves de COVID-19 e tém sido

utilizados como biomarcadores prognosticos (DEL VALLE et al., 2020).
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TNF-a: secretado por macrofagos, tem agao citotdxica e pro-coagulante, além
de induzir apoptose e recrutamento celular (PARAMESWARAN & PATIAL, 2010). Sua
presenca aumentada esta relacionada ao dano vascular e a disfungdo endotelial
observados em COVID-19 (MEHTA et al., 2020).

IL-12: promove a diferenciagdo de células T em linfocitos Th1 e estimula a
producao de IFN-y (TRINCHIERI, 2003). Alteragdes em seus niveis em COVID-19
podem comprometer a resposta antiviral eficiente, especialmente em casos
moderados e graves (LUCAS et al., 2020).

IFN-y: fundamental na resposta antiviral, ativa macrofagos e células NK
(SCHRODER et al., 2004). Apesar de seu papel protetor, niveis excessivos podem
contribuir para lesao tecidual em infecgdes graves por SARS-CoV-2 (ARUNACHALAM
et al., 2020).

IL-15 promove a sobrevivéncia e proliferacdo de células NK e T CD8* de
memoria (FEHNIGER; CALIGIURI, 2001) e atua como parte da resposta
compensatoria a linfopenia em pacientes com COVID-19. A citocina foi detectada em
individuos sintomaticos, mas ndo em controles saudaveis ou casos assintomaticos.
Niveis elevados de IL-15 se associaram negativamente aos niveis de células T, B e
NK, sugerindo uma produgao compensatoria frente a deplegao linfocitaria (SINGH et
al., 2022).

IL-17: produzida por linfécitos Th17, induz neutrofilia e produgéo de citocinas
secundarias (KORN et al.,, 2009). Em COVID-19, sua elevagao esta associada a
inflamacao exacerbada e piora do quadro clinico, sendo alvo de investigacoes
terapéuticas (WU & YANG, 2020).

A ativacdo intensa dessas citocinas pode desencadear uma resposta
inflamatéria sistémica descontrolada, conhecida como tempestade de citocinas, que
esta associada a formas graves da COVID-19 e a disfungédo de multiplos 6rgaos.
Compreender o papel individual e coletivo dessas citocinas € essencial para o
desenvolvimento de intervengbées que possam modular a inflamacdo sem

comprometer a resposta antiviral.
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Citocinas reguladoras

As citocinas reguladoras sao fundamentais para a manutengao da homeostase
imunoldgica, atuando na limitagdo da resposta inflamatéria e na prevencao de danos

teciduais excessivos.

IL-1Ra (antagonista do receptor de IL-1): inibe os efeitos pro-inflamatorios da
IL-1 ao competir por seus receptores (AREND, 2002). Em pacientes com COVID-19,
niveis elevados de IL-1Ra foram associados a tentativa do organismo de controlar a

inflamagéo exacerbada (HAN et al., 2020).

IL-4: estimula a diferenciacdo de linfocitos T em células Th2 e promove a
producgao de anticorpos por células B (PAUL, 1991). Sua elevagdo em COVID-19 pode
indicar uma resposta imune compensatoria para neutralizar a inflamagao de padrao
Th1 (LUCAS et al., 2020).

IL-5: envolvida na ativagcédo e sobrevivéncia de eosindfilos (TAKATSU et al.,
2008). Embora nao esteja entre as principais citocinas da resposta antiviral, alguns
estudos relataram alteragbes em seus niveis em pacientes com COVID-19,

especialmente em casos com envolvimento pulmonar (ZHAO et al., 2021).

IL-9: interleucina envolvida na proliferacao de células T e B, além de participar
na modulacdo de respostas inflamatérias e alérgicas. Estudos experimentais
demonstram que a superexpressao de IL-9 esta associada a inflamagao das vias
aéreas, hiperplasia de mastdcitos e hiperresponsividade brénquica, evidenciando seu
papel em processos imunoldgicos exacerbados (TEMANN et al.,, 1998). Sua
participacdo na COVID-19 ainda é pouco compreendida, mas alteragbes em seus
niveis tém sido observadas em subgrupos especificos de pacientes (MATHEW et al.,
2020).

IL-10: uma das principais citocinas anti-inflamatérias, inibe a producao de
citocinas pro-inflamatorias e modula a atividade de células apresentadoras de
antigenos (MOORE et al., 2001). Em COVID-19, niveis elevados de IL-10 séo
frequentemente detectados, sugerindo um mecanismo regulador ativado em resposta
a inflamacao intensa (DEL VALLE et al., 2020).

IL-13: associada a resposta Th2 e a regulagédo de processos inflamatorios em

mucosas (BAMIAS, 2015). Estudos apontam que sua presenga em COVID-19 pode
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estar ligada a padrdes distintos de resposta imune, principalmente em casos leves a
moderados (LUCAS et al., 2020).

Essas citocinas reguladoras refletem mecanismos de contencgao da inflamacéo,
essenciais para equilibrar a resposta imune e evitar danos colaterais. Em COVID-19,
seu perfil pode indicar tentativas do organismo de restaurar a homeostase frente a

ativacao inflamatoria descontrolada observada em casos graves.

Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento s&o proteinas que regulam processos como
proliferacao, diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia celular. Em infecgbes virais,
como a COVID-19, esses mediadores podem ter fungdes ambiguas: contribuem para
a regeneracgao tecidual, mas também podem participar da patogénese ao estimular

inflamacéo e fibrose.

FGF-basico (FGF-2): promove proliferagao e diferenciagao celular, incluindo de
células endoteliais e fibroblastos, sendo importante na angiogénese e cicatrizagao
(ORNITZ & ITOH, 2015). Em COVID-19, niveis aumentados de FGF-2 foram
associados a processos de reparo pulmonar e possiveis eventos de fibrose (LENG et
al., 2020).

PDGF (Fator de crescimento derivado de plaquetas): estimula quimiotaxia e
proliferacao de fibroblastos e células musculares lisas, sendo crucial na resposta a
lesbes (HELDIN & WESTERMARK, 1999). Em pacientes com COVID-19, sua
elevacao pode indicar ativagdo endotelial e remodelamento vascular (ACKERMANN
et al., 2020).

VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular): promove a formacéo de
NOVOos vasos sanguineos e aumenta a permeabilidade vascular (FERRARA, 2004). A
expressao elevada de VEGF na COVID-19 foi associada a inflamagao pulmonar,
edema e lesdo endotelial (JOSUTTIS et al., 2023).

G-CSF (Fator estimulador de col6nias de granulécitos): estimula a producéao e
ativacao de neutrdfilos (DEMETRI & GRIFFIN, 1991). Niveis elevados de G-CSF
foram encontrados em pacientes com COVID-19 grave e associados a inflamagéao
sistémica exacerbada (HUANG et al., 2020).
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GM-CSF (fator estimulador de colénias de granulécitos e macrofagos) € uma
citocina pleiotrépica que influencia a produgéo, maturagao, fungao e sobrevivéncia de
diversas células do sistema imune, desempenhando papel fundamental na
manutencdo da homeostase e na resposta inata contra infecgbes (XU et al., 2014).
Em COVID-19, sua elevacéo esta ligada a ativacdo de macrofagos e a tempestade de

citocinas, sendo alvo de terapias imunomoduladoras (LANG et al., 2020).

IL-2: além de seu papel como citocina, atua como fator de crescimento para
linfécitos T, promovendo sua expanséao e sobrevivéncia (BOYMAN & SPRENT, 2012).
Em COVID-19, niveis variaveis de IL-2 foram observados, podendo refletir a
intensidade da resposta imune (ZHOU et al., 2020).

IL-7: essencial para a sobrevivéncia de células T naive e de memoria, sendo
critico na homeostase do sistema imune (MAZZUCCHELLI & DURUM, 2007). Sua
reducao em COVID-19 pode estar relacionada a linfopenia e a exaustdo imunologica
(CHEN et al., 2020).

A analise integrada desses fatores permite avaliar tanto a resposta imune
inflamatéria quanto os processos de regeneracdo e dano tecidual, sendo
fundamentais para a compreensdo da fisiopatologia da COVID-19 e para o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas.
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FUNDAMENTAGAO FINAL

A resposta imune a infecgao por SARS-CoV-2 envolve um intrincado conjunto
de mediadores inflamatdrios, cujos niveis e padrées de expressao podem influenciar
decisivamente a evolugdo clinica da COVID-19. A analise integrada de quimiocinas,
citocinas proé-inflamatérias, reguladoras e fatores de crescimento permite
compreender ndao apenas os mecanismos de defesa antiviral, mas também os
processos que levam a inflamagéo exacerbada, ao dano tecidual e a persisténcia de

sintomas.

As evidéncias disponiveis demonstram que a monitorizagcao de biomarcadores
representa uma ferramenta promissora para a estratificacdo de risco, o
acompanhamento clinico e a definicdo de estratégias terapéuticas personalizadas.
Além disso, a identificacido de perfis inflamatérios possivelmente associados a COVID
longa abre novas perspectivas para o manejo de pacientes com sintomas

persistentes, reforcando a relevancia clinica de abordagens individualizadas.

Nesse cenario de continua evolugdo viral e desafios epidemioldgicos, a
caracterizagdo de mediadores imunolégicos basais permanece uma prioridade
cientifica e clinica, com potencial para aprimorar tanto as politicas de saude publica
quanto a pratica da medicina de precisédo. Partimos, assim, da hipétese de que perfis
imunoldgicos séricos pré-infeccdo podem contribuir para a predicao prospectiva da
ocorréncia de COVID-19 e de seus desfechos clinicos, configurando assinaturas com

valor para a estratificagao de risco e a intervengao precoce.
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LACUNAS DO CONHECIMENTO

A COVID-19 apresenta evolugao clinica altamente imprevisivel, variando de
formas assintomaticas a quadros graves. Esse espectro evidencia uma lacuna critica:
a auséncia de biomarcadores imunoldgicos validados capazes de antecipar desfechos
clinicos em individuos previamente saudaveis. Apesar dos avangos no entendimento
dos mecanismos imunopatoldgicos, a literatura ainda carece de estudos sistematicos
que investiguem biomarcadores imunologicos basais (pré-infeccao) com valor
preditivo confiavel tanto para o risco de infeccdo quanto para a evolugéo clinica
desfavoravel em infecg¢des virais, incluindo a COVID-19. Essa limitagdo compromete
a aplicacao clinica desses biomarcadores, sobretudo na estratificacdo de risco, na

detecgao precoce e no manejo individualizado dos pacientes.
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JUSTIFICATIVA

A variabilidade clinica observada na COVID-19, que vai desde infecgdes
assintomaticas até quadros graves e fatais, sugere que fatores individuais preé-
existentes podem influenciar de forma decisiva a suscetibilidade a infecgdo e os
desfechos clinicos. Evidéncias derivadas de estudos com HIV e HCV reforcam essa
hipotese ao demonstrarem que biomarcadores imunologicos basais, mensuraveis

antes da infeccao, estao associados a resisténcia natural ao virus.

No caso da hepatite C, individuos expostos ao virus, mas ndo infectados,
apresentaram niveis significativamente mais elevados de citocinas inflamatérias como
IL-6, IL-8 e TNF-qa, indicando uma ativacao inata protetora anterior a exposigao viral
(WARSHOW et al., 2012). Polimorfismos genéticos em genes imunorreguladores,
como IL-12B, também foram associados a resisténcia ao HCV em individuos
altamente expostos (HEGAZY et al., 2008). Em relagdo ao HIV, biomarcadores como
IL-22 e a expressao basal de genes antivirais (MX2, APOBEC3G, TRIM22) foram
observados em individuos expostos nao infectados, sugerindo que certos perfis
imunes inatos e metabdlicos podem conferir protecdo mesmo em ambientes de alto
risco (MISSE et al., 2007; AGUILAR-JIMENEZ et al., 2017).

Esses achados sugerem que a imunidade basal, anterior a infeccao, pode ser
um determinante importante da resisténcia viral, o que sustenta a plausibilidade
cientifica de investigar biomarcadores imunolégicos pré-infecgdo como preditores de
suscetibilidade e progndstico também na COVID-19. Tal abordagem pode contribuir
para a estratificacdo de risco populacional, para a vigilancia epidemiolégica e para o

desenho de estratégias de intervengao precoce mais eficazes.

A tempestade de citocinas, reconhecida como mecanismo central nos quadros
severos, evidencia que os mediadores imunoldgicos refletem em tempo real o estado
inflamatorio e imunolégico do organismo. Nesse contexto, citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento despontam como candidatos a biomarcadores para
diagnéstico, progndéstico e monitoramento terapéutico (SAMPRATHI; JAYASHREE,
2021). Sua aplicagao clinica pode viabilizar a estratificacdo de risco, orientar
intervengdes precoces e possibilitar o manejo personalizado dos pacientes.
Além disso, a identificacdo e validacdo desses biomarcadores oferecem avangos

cientificos relevantes, ao aprofundar a compreensao da fisiopatologia da doenca e
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abrir caminho para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Os
imunomediadores analisados neste estudo sdo reconhecidos como elementos
fundamentais na orquestracido da resposta imune e, quando avaliados em contextos
clinicos e epidemiolégicos, podem atuar como biomarcadores imunoldgicos,
fornecendo subsidios tanto para a estratificacdo de risco quanto para a elucidacao

dos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

O objetivo primario foi caracterizar o perfil basal de mediadores imunologicos
séricos (quimiocinas, citocinas inflamatdrias e reguladoras e fatores de crescimento)
de funcionarios do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) que tiveram sangue
coletado antes de contrair COVID-19 ou de serem vacinados, para investigar sua
associacdo com o diagndstico prospectivo de COVID-19 ao longo do

acompanhamento por 19 meses.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Os objetivos secundarios foram fornecer evidéncias complementares sobre as
associagdes entre os niveis basais dos mediadores imunoldgicos séricos analisados

com:

i) o intervalo de tempo entre a coleta da amostra e o diagndstico de
COVID-19;

i) os desfechos clinicos da infeccdo, incluindo presencga, gravidade e
duragao dos sintomas;

iii) as faixas etarias dos participantes, visando identificar possiveis
variagdes imunoldgicas relacionadas a idade e sua relagdo com o

diagnéstico prospectivo de COVID-19.
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METODOS

DESENHO DO ESTUDO

Este estudo foi delineado como uma coorte observacional prospectiva, com
duracao total de 19 meses de acompanhamento. A coleta de sangue foi realizada
exclusivamente no momento basal, permitindo a andlise das concentragdes séricas
iniciais de biomarcadores imunoldgicos como potenciais preditores dos desfechos

clinicos observados ao longo do seguimento.

A investigacdo foi conduzida entre julho de 2020 e fevereiro de 2022,
envolvendo funcionarios de um hospital universitario localizado no Distrito Federal,
Brasil. Além das amostras biolégicas, foram obtidos dados clinicos, antropométricos

e laboratoriais.

O protocolo contemplou a avaliagdo de multiplos desfechos. O desfecho
primario foi a ocorréncia de diagndstico de COVID-19 durante o periodo de
acompanhamento. Como desfechos secundarios, foram considerados: (i) o intervalo
entre a coleta basal e o diagnéstico confirmado de COVID-19; (ii) a presenca de
sintomas; (iii) a gravidade clinica; (iv) a duragao do quadro; e (v) a influéncia da idade
sobre as associagbes entre mediadores imunoldgicos basais e o diagndstico
subsequente de COVID-19.

POPULACAO DO ESTUDO

Em junho de 2020, o Hospital Universitario de Brasilia (HUB/UnB) instituiu uma
forca-tarefa destinada ao rastreamento soroldgico da infecgao por SARS-CoV-2, com
o objetivo de ampliar as estratégias de prote¢cado de seu quadro funcional. Para isso,
realizou-se a coleta de sangue de todos os colaboradores, incluindo profissionais da
assisténcia, funcionarios  administrativos, de apoio e terceirizados,

independentemente do vinculo empregaticio ou do regime de trabalho.

A testagem foi voluntaria e disponibilizada a todas as areas do hospital. No
total, foram coletadas 1.282 amostras de sangue, que permaneceram inicialmente

armazenadas no Laboratério de Analises Clinicas do HUB. Posteriormente, foi
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elaborado um relatério com os resultados soroldgicos, permitindo identificar os
funcionarios infectados no momento da coleta. A partir dessas informagdes, foram
definidos os critérios de elegibilidade e selecionados os participantes convidados para

integrar o presente estudo.

CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo seguiu rigorosamente os principios éticos estabelecidos na
Declaracdo de Helsinque para pesquisas envolvendo seres humanos. Conduzido
entre julho de 2020 e fevereiro de 2022, em Brasilia (Distrito Federal, Brasil), o estudo
integra o projeto TARGET, registrado na Plataforma Brasileira de Registros de
Ensaios Clinicos (ReBEC, access #RBR-62zdkk) e aprovado pela Comissao Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP) sob o parecer consubstanciado CAAE
30846920.7.0000.0008.

Com o objetivo de permitir o uso das amostras previamente coletadas, foi
submetida e aprovada, em julho de 2021, uma emenda ao projeto original. A coleta
de dados clinicos e a realizacdo das analises laboratoriais ocorreram exclusivamente
apo6s a autorizacao expressa dos participantes, formalizada por meio da assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), em versao fisica ou digital.

Entretanto, em razéo das dificuldades logisticas impostas pelo distanciamento
social durante a pandemia, foi solicitada uma nova emenda a CONEP, requerendo a
dispensa da assinatura do TCLE. Tal solicitacdo foi aprovada, permitindo a

continuidade ética do estudo conforme as normativas vigentes.

CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

Do total de 1.282 individuos com amostras de soro disponiveis no inicio do
estudo, estimou-se, com base em dados preliminares de acompanhamento, que
aproximadamente 30% desenvolveriam infecgdo por COVID-19 ao longo do periodo
de seguimento clinico. Com essa expectativa, calculou-se que uma amostra minima
de 258 participantes seria suficiente para estimar, com precisao estatistica adequada,

a proporcéo de infecgdo na populacdo-alvo e assegurar poder estatistico para a
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comparacgao entre individuos que desenvolveriam infecgao por COVID-19 (COVID-19
[+]) e aqueles que permaneceriam nao infectados (COVID-19 [-]), considerado o
desfecho primario do estudo (FIGURA 1).

O caélculo amostral foi realizado com base em uma comparagao binaria de
propor¢oes entre individuos que desenvolveriam infecgdo por COVID-19 durante o
acompanhamento (COVID-19 [+]) e aqueles que permaneceriam nao infectados
(COVID-19 [-]). Para essa estimativa, foram adotados um nivel de confianga de 95%
(a = 0,05), efeito de desenho igual a 1 e poder estatistico de 80% (1 - B = 0,80).

As analises adicionais conduzidas no subgrupo COVID-19 (+), incluindo tempo
até o diagnéstico, desfechos clinicos e estratificacbes etarias, tiveram carater

exploratdrio e nao interferiram no calculo amostral inicial.

Os calculos foram realizados utilizando a plataforma OpenEpi (The OpenEpi
Project, Atlanta, EUA), médulo de “frequéncia em populagdo”, empregado de forma
adaptada ao delineamento de coorte observacional, no qual a propor¢ao esperada de
eventos (30% de infecgdo) serviu como parametro para o dimensionamento da

amostra.

Tamanho da amostra para a frequencia em uma populacio

Tamattho da populaciio (para o fator de correciio da populacio finita ou fop)(N): 1282

frequencia % hipotética do fator do resultado na populagio (p): 30%+-3
Limates de confianca como % de 100(absoluto —/-%)i«): 3%
Efeito de desenho (para inquéritos em grupo-EDFF): 1
Tamanho da Amostra(n) para virios Niveis de Confianca
IntervaloConfianca (%) Tamanho da amostra
95% 238
80% 125
90% 194
97% 303
99% 389
99.9% 333
99.99% 639
Equacio

Tamanho da amostra n = [EDFE*Np(L-p))/ [(4*/2%) 4 *(N-1)+p*(1-p)]
Resultados do OpenEpr, Versio 3, calculadora de codigo aberto--SSPropor

Tabela 1. Calculo do tamanho da amostra considerando diferentes niveis de confianca e parametros estatisticos definidos.

Fonte: OpenEpi, Versao 3.
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RECRUTAMENTO

O processo de recrutamento foi conduzido a partir da identificagao, entre os
1282 funcionérios testados na triagem institucional de 2020, daqueles que
apresentavam resultado negativo para infecgao ativa por SARS-CoV-2 naquele
momento. Esses individuos foram considerados potencialmente elegiveis e
convidados a participar do estudo por meio de abordagens presenciais, contatos

telefénicos, envio de e-mails institucionais e divulgacao pela intranet do hospital.

Critérios de inclusao:

Funcionarios com resultado negativo na triagem inicial e que aceitaram participar do

estudo mediante consentimento.
Critérios de excluséo:

a) Diagndstico confirmado de COVID-19 anterior a coleta de sangue realizada na
triagem;
b) Recusa em participar do estudo;

c) Perda de contato ou auséncia de resposta as tentativas de recrutamento.

Com base na aprovacao ética concedida pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP), foi também solicitada ao Nucleo de Pesquisa Clinica do HUB a
lista de funcionarios com diagnéstico laboratorial confirmado de COVID-19, registrado
entre junho de 2020 e janeiro de 2022, independentemente da funcdo exercida na
instituicdo. O objetivo dessa solicitagao foi permitir a identificagédo ativa de individuos
que tivessem realizado teste diagnostico por RT-PCR e que ja possuiam amostras de
sangue armazenadas desde a triagem. A lista incluia a data exata do exame
diagnéstico, o que possibilitou a validagdo do desfecho clinico e a correta classificagao

temporal dos casos nas analises posteriores.

Apoés verificagdo dos critérios de elegibilidade, esses funcionarios foram
contatados por meio de diferentes estratégias de comunicagdo e convidados a
participar do estudo. Aqueles que aceitaram foram incluidos conforme as condigdes

aprovadas pela CONEP, incluindo, quando aplicavel, a dispensa da assinatura do
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), devido as restricbes impostas

pelo contexto pandémico.

Apesar dos esforcos empreendidos, o processo de recrutamento enfrentou
dificuldades operacionais, como auséncia de dados de contato atualizados, falta de
resposta as tentativas de comunicagdo e recusas por motivos diversos, como
sobrecarga em razao da pandemia, cansacgo frente a recorréncia de convites para

participacdo em estudos e receio de fraudes.

TOTAL DE PARTICIPANTES

Do total de 1282 funcionarios que participaram da triagem soroldgica
institucional, 455 aceitaram participar da pesquisa. Apos a verificagao dos critérios de
elegibilidade e exclusdo, 56 individuos foram excluidos por ja apresentarem
diagnostico confirmado de COVID-19 antes da coleta da amostra de sangue, e 13

foram excluidos por perda de seguimento, totalizando 69 exclusdes.

Dessa forma, a amostra final elegivel para as analises foi composta por 386
participantes, todos com amostras de soro armazenadas antes da ocorréncia do

desfecho principal e com dados clinicos e laboratoriais disponiveis.

COLETA DE DADOS

As informagdes clinicas, antropométricas e laborais dos participantes foram
coletadas em uma unica oportunidade, por meio de formularios fisicos ou eletrénicos,
preenchidos durante entrevistas presenciais, por telefone ou via e-mail. Em relagao a
COVID-19, foram registrados apenas os dados clinicos referentes a primeira infecgéao
confirmada por SARS-CoV-2, mesmo nos casos em que o participante tenha relatado
episoddios subsequentes. Os dados foram organizados em planilhas eletrénicas

(Microsoft Excel 360) e consolidados para posterior analise estatistica.

Adicionalmente, foram solicitadas a Unidade de Saude Ocupacional e
Seguranga do Trabalho (USOST) do HUB informagbes complementares para

avaliagao do risco biolégico, com base na lotagao e fungdo dos funcionarios. Para
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esse fim, foi disponibilizado o Programa de Prevengao de Riscos Ambientais (PPRA),

emitido em 1° de dezembro de 2021.

Em agosto de 2023, apdés o encerramento do periodo de coleta de dados
clinicos, foi conduzida uma busca ativa para identificacdo de possiveis obitos por
COVID-19 entre os participantes do estudo. Para essa finalidade, foram solicitadas
informacdes a Geréncia de Informacgao e Analise de Situagcdo em Saude (GIASS),
vinculada a Diretoria de Vigilancia Epidemiologica da Secretaria de Saude do Distrito
Federal (DIVEP/SVS/SESDF/GDF), com consulta aos bancos oficiais PAINEL COVID
e Sistema de Informagdo sobre Mortalidade (SIM). Nenhum registro de o&bito
relacionado a COVID-19 foi identificado entre os participantes incluidos na amostra

analisada.

DIAGNOSTICO DE COVID-19 E CLASSIFICACAO DOS PARTICIPANTES

O diagndstico prospectivo de infecgdo por SARS-CoV-2 foi realizado de forma
nao sistematica, conforme a necessidade clinica dos participantes durante o periodo
observado, utilizando os métodos laboratoriais disponiveis no sistema de saude,

incluindo RT-gPCR, testes de antigeno e sorologia (ELISA IgM/IgG).

Com base na ocorréncia de infeccdo ao longo do periodo estudado, os

participantes foram classificados em dois subgrupos principais:

a) COVID-19 negativos [COVID-19 (-)]: individuos que permaneceram
assintomaticos e sem diagndstico confirmado durante todo o periodo
analisado;

b) COVID-19 positivos [COVID-19 (+)]: individuos que apresentaram resultado
laboratorial positivo para SARS-CoV-2 em qualquer momento ao longo do

periodo de observagao.

SUBAGRUPAMENTO DOS PARTICIPANTES

Apoés a classificagdo principal em COVID-19 negativos [COVID-19 (-)] e
COVID-19 positivos [COVID-19 (+)], os participantes do grupo COVID-19 (+) foram
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posteriormente estratificados em subgrupos segundo trés critérios: tempo entre a
coleta da amostra e o diagndéstico de COVID-19, desfecho clinico da infecgao e faixa

etaria dos participantes.
A) Tempo decorrido até o diagndstico de COVID-19

A estratificacdo temporal foi definida com base nos tercis da distribuicdo do
tempo entre a coleta da amostra e o diagndstico prospectivo de COVID-19, ao longo
dos 19 meses de seguimento. Essa abordagem garantiu proporcionalidade entre os
subgrupos e permitiu comparagdes estatisticas mais robustas. Embora os intervalos
coincidam parcialmente com marcos epidemiolégicos nacionais, como a emergéncia
de variantes (Gama, Delta, C)micron) e a introducéo das vacinas, os cortes utilizados
refletem exclusivamente a distribuicdo empirica dos dados, sem correspondéncia

direta com critérios de vigilancia gendmica.
o Inferior a 4 meses apos a coleta basal;
e Entre 4 e 16 meses;

e Superior a 16 meses.

B) Desfecho clinico da infec¢ao

A classificacao clinica foi subdividida em trés eixos: presenca de sintomas,

gravidade da doenga e durag&o dos sintomas.

a) Presencga de sintomas:

i) Assintomaticos;

ii) Sintomaticos.

b) Gravidade da doenca:

Considerando o pequeno numero de participantes assintomaticos e graves,
além da auséncia de 6bitos na amostra, optou-se por uma simplificacdo analitica
baseada nos critérios do NIH (2025). Assim, os casos foram agrupados em dois niveis

de gravidade:

i) Leve: casos assintomaticos ou com sintomas leves
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ii) Grave: casos com sintomas moderados ou graves

c) Duracédo dos sintomas:

A definicdo de COVID-19 com sintomas persistentes adotada neste estudo foi
baseada nos critérios do CDC (2021), que considera a manutengao de sintomas além
de quatro semanas apds o inicio da fase aguda da doenga. Optou-se por essa
definicdo devido a sua simplicidade, uma vez que o estudo n&o incluiu
acompanhamento longitudinal detalhado ou exames complementares que
possibilitassem a aplicagao dos critérios da OMS ou NASEM (2022) para definigao de
COVID longa.

i) Inferior a 4 semanas;

ii) Persisténcia por 4 semanas ou mais.

C) Faixa etaria no momento da coleta:

Essas estratificacdes foram utilizadas para analises exploratérias, de acordo
com os tercis para garantir proporcionalidade nas comparagdes, com o0 objetivo
identificar possiveis variagdes imunoldgicas relacionadas a idade e sua relagédo com

o diagnostico prospectivo de COVID-19.

a) 23 a 35 anos;
b) 36 a 45 anos;

c) 46 anos ou mais.

AMOSTRAS
Coleta das amostras

Amostras de sangue total (10 mL) foram coletadas por pung¢ao venosa unica de
cada participante, durante a triagem hospitalar previamente descrita, utilizando tubos
a vacuo sem anticoagulante (tubos secos com gel separador). As amostras foram
processadas em até duas horas apds a coleta, sendo submetidas a centrifugacao a
447,2 x g por 5 minutos, em temperatura ambiente, para separagéo do soro, com o

objetivo de preservar a integridade dos componentes bioquimicos. Em seguida, foram
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armazenadas a —20 °C no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario
de Brasilia (HUB). Ap6s a aprovacdo da emenda n° 5 do projeto TARGET pela
CONEP, as amostras foram transferidas para o Laboratério de Dermatomicologia da
Universidade de Brasilia (UnB), onde foram organizadas de acordo com o cdédigo

padronizado do estudo.

Manipulagdo e armazenamento

O soro previamente separado foi acondicionado em aliquotas de 1 mL e
armazenado a —-20 °C até a realizagdo das analises dos mediadores imunolégicos
soluveis. Apds a conclusao da coleta de dados clinicos dos participantes, as amostras
foram submetidas a um Uunico ciclo de congelamento e descongelamento a
temperatura ambiente, seguido de nova centrifugagéo (447,2 x g por 5 minutos, em
temperatura ambiente). Posteriormente, foram retiradas aliquotas de 400 uL de soro
de cada tubo, transferidas para criotubos e mantidas em freezer a -20 °C para
posterior dosagem dos biomarcadores imunoldgicos circulantes. O volume
remanescente foi armazenado nos freezers do bioreservatério da UnB. As amostras
pertencentes a participantes que nao autorizaram o uso em pesquisa foram

descartadas conforme o protocolo ético.

As amostras destinadas a analise dos biomarcadores imunoldgicos foram
posteriormente encaminhadas, sob condicbes controladas de transporte e
temperatura, do Laboratério de Dermatomicologia da UnB ao Instituto René Rachou
da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), em Belo Horizonte, Minas Gerais. Todo o
processo de envio seguiu rigorosamente as normas de biosseguranga, as diretrizes
éticas vigentes para a manipulagéo e transporte de material biolégico humano, bem

como a legislagao sanitaria nacional aplicavel a pesquisa cientifica.

QUANTIFICAGCAO DE MEDIADORES IMUNOLOGICOS SOLUVEIS

Os mediadores imunolégicos soluveis no soro foram quantificados a partir de
50 uL de cada amostra enviada, utilizando um ensaio multiplex de microesferas de

alta capacidade (Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay, Bio-Rad
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Laboratories, Hercules, CA, EUA). As concentragdes de quimiocinas (CXCL8; CCL11;
CCL3; CCL4; CCL2; CCL5; CXCL10), citocinas pro-inflamatdrias (IL-18; IL-6; TNF-q;
IL-12; IFN-y; IL-15; IL-17), citocinas reguladoras (IL-1Ra; IL-4; IL-5; IL-9; IL-10; IL-13)
e fatores de crescimento (FGF-basico; PDGF; VEGF; G-CSF; GM-CSF; IL-2; IL-7)
foram mensuradas de acordo com as instrugdes do fabricante. Os ensaios multiplex
de microesferas foram realizados em lotes paralelos por um técnico treinado, nas
instalagdes de citometria de fluxo da FIOCRUZ-Minas. A analise quantitativa dos
mediadores soluveis no soro foi realizada utilizando ajuste de curva logistica de 5
parametros a partir de curvas padrao, com os resultados expressos em pg/mL. Todos
os procedimentos experimentais foram conduzidos seguindo as boas praticas de
laboratério para quantificacdo de mediadores imunoldgicos soluveis utilizando

microarranjos de multiplos analitos.

ANALISE ESTATISTICA

Foram empregadas abordagens distintas para mineragcéo de dados e analise
estatistica, incluindo perfil panoramico, magnitude e significancia de razédo de
mudanga (fold change), assinaturas sobrepostas e delta ascendente, redes
integrativas, mapas de calor (colormaps), analise multivariada por curvas ROC,

arvores de decisao e quadros de classificagao.

Diversos programas de software foram utilizados para analise de dados, a fim
de maximizar as capacidades especificas de cada pacote estatistico. Embora alguns
programas possuam funcionalidades operacionais semelhantes, também oferecem
recursos unicos que foram fundamentais para uma analise exploratéria mais

abrangente.

As estatisticas descritivas foram realizadas utilizando o software Prism 8.0.2
(GraphPad Software, San Diego, EUA), com avaliagao da normalidade dos dados pelo
teste de Shapiro—Wilk. Considerando a distribuicdo ndao paramétrica de todos os
conjuntos de dados, as analises comparativas entre os grupos COVID-19 (-) e COVID-

19 (+), bem como entre subconjuntos do grupo COVID-19 (+), foram realizadas
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utilizando o teste de Mann—Whitney. Em todos os casos, a significancia estatistica foi

definida como p < 0,05.

A razao de mudancga nos niveis séricos de cada mediador soluvel no grupo
COVID-19 (+) foi calculada como a razao entre o nivel observado em cada participante
COVID-19 (+) e o nivel mediano observado no grupo COVID-19 (-). A magnitude das
alteragdes nos niveis séricos dos mediadores soluveis foi determinada considerando
o valor de referéncia de fold change igual a 1,0, utilizado como base para indicar
reducao (< 1,0) ou aumento (> 1,0) nos niveis dos biomarcadores no grupo COVID-
19 (+), bem como ao longo do tempo decorrido entre o rastreio descrito anteriormente
e a infecgao por COVID-19 durante o acompanhamento de 19 meses. Os graficos de

linhas foram gerados utilizando o Microsoft Excel 365, versao 2024.

Analises complementares foram realizadas a partir dos valores estatisticos
obtidos por meio do teste de Mann—-Whitney nas comparagdes entre subconjuntos
COVID-19 (+) e COVID-19 (-). As significancias das razbes de mudanca de cada
mediador imune soluvel foram utilizadas para a construgao de graficos do tipo vulcao
(volcano plots). Foram aplicados pontos de corte em p < 0,05 e p < 0,0001 para

analises subsequentes.

Analises adicionais dos mediadores imunoldgicos soluveis séricos,
denominadas assinaturas, foram conduzidas por meio da conversao dos valores
continuos de concentracédo (pg/mL) em dados categoéricos. Isso foi expresso como
proporcgao (%) de participantes cujos niveis excederam valores de corte pré-definidos,
estabelecidos como a mediana global de concentragéo para cada mediador, conforme
segue: CXCL8 =4,6; CCL11=11,9; CCL3=2,1; CCL4 =17,7; CCL2=12,2; CCL5 =
473,9; CXCL10 = 28,2; IL-1B8 = 0,2; IL-6 = 0,3; TNF-a = 7,4; IL-12 = 0,8; IFN-y = 0,9;
IL-15 = 65,3; IL-17 = 0,9; IL-1Ra = 126,8; IL-4 = 0,9; IL-5 = 9,6; IL-9 = 18,2; IL-10 =
0,8; IL-13 = 0,8; FGF-basic = 1,5; PDGF = 382,1; VEGF = 7,4; G-CSF = 12,3; GM-
CSF =0,3; IL-2 = 0,8; IL-7 = 4,1 pg/mL.

As assinaturas foram entao avaliadas utilizando o percentil 50 como limiar para
identificar o subconjunto de mediadores imunolégicos elevados dentro de cada grupo
de estudo. Para explorar mais detalhadamente as diferencas especificas entre os
grupos, os deltas das assinaturas foram calculados como a diferenga nas proporgdes

(%) de participantes com niveis de mediadores acima do valor de corte. Esses deltas
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foram visualizados em perfis ascendentes para facilitar a interpretagcdo comparativa

entre os grupos.

Redes integrativas de mediadores imunolégicos soluveis séricos foram
construidas a partir de analises de correlagdo de Spearman entre pares de
mediadores. Apenas correlagdes estatisticamente significativas (p < 0,05) foram
incluidas na analise. A plataforma Cytoscape (https://cytoscape.org) foi utilizada para
criar layouts em clusters, com os mediadores soluveis classificados como quimiocinas,

citocinas pro-inflamatdrias, citocinas reguladoras ou fatores de crescimento.

Os mapas de calor foram construidos utilizando a formatagdo condicional do
Microsoft Excel 365 (versao 2412), com o objetivo de ilustrar a conectividade geral
entre os mediadores imunolégicos soluveis nos subgrupos COVID-19 (-) e COVID-19
(+). A analise foi baseada no numero de correlagdes de cada mediador em todos os
subgrupos. Uma legenda de cores foi empregada para destacar a contribuicdo de
cada mediador imune para a rede integrada. As redes foram construidas com base
em matrizes de correlacdo de Spearman, incluindo apenas correlagdes significativas
e fortes (p < 0,05; r > |0,67]). Os nés representam mediadores imunoldgicos
individuais, com a espessura da borda do nd indicando o numero de correlagcbes
fortes, e a area de fundo circular proporcional a conectividade total na rede. As arestas
pretas indicam ligacbes de coexpressao significativas entre mediadores (isto é,
correlacdes positivas fortes, indicando que os niveis séricos desses mediadores
tendem a aumentar ou diminuir de forma coordenada entre os individuos). Um mapa
de calor complementa os graficos de rede ao exibir a densidade de correlagbes para

cada mediador entre os subgrupos clinicos.

Algoritmos de aprendizado de maquina foram aplicados por meio de regressao
linear com maquinas de vetor de suporte (SVM) e classificagdo por vizinhos mais
proximos (KNN), com o objetivo de avaliar o desempenho dos mediadores

imunoldgicos séricos na classificagdo dos subgrupos.

Analises exploratérias multivariadas com curvas ROC foram realizadas
utilizando o software Prism, verséo 8, para cada mediador soluvel, a fim de estimar os
indices de desempenho, incluindo area sob a curva (AUC), sensibilidade (Se),
especificidade (Sp) e razdo de verossimilhanga (LR). Graficos de dispersdo com
valores individuais foram construidos para detalhar o desempenho dos mediadores

previamente selecionados.
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O software WEKA, versao 3.6.11, foi utilizado para construir arvores de decisao
(raizes e ramos), com base no conjunto pré-selecionado de atributos, visando
classificar os individuos conforme o diagndstico prospectivo de COVID-19 e o
desfecho da doencga. Os escores de desempenho considerados foram a acuracia e a
validagdo cruzada leave-one-out (LOOCV). Mapas de calor foram construidos para

ilustrar a classificagdo dos individuos.
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Figura 1. Compéndio da populagao, estratégias de subagrupamento, métodos e resultados
do estudo. Estudo observacional prospectivo conduzido em funcionarios do HUB/UnB, iniciado em
junho de 2020, antes da vacinagao contra a COVID-19. Do total de 1.282 profissionais rastreados, 455
forneceram amostras basais de soro; 56 apresentaram infecgéo prévia e 13 foram excluidos por perda
de seguimento, resultando em uma coorte final de 386 individuos inicialmente nao infectados por
SARS-CoV-2. As amostras foram processadas e armazenadas a —20 °C até a quantificacdo de
mediadores imunoldgicos solUveis por ensaio multiplex de microesferas (tecnologia multianalito).
Durante 19 meses de acompanhamento, o diagndstico prospectivo de COVID-19 foi confirmado por
RT-gPCR (95%), ELISA IgM/IgG (4%) ou teste de antigeno (1%), permitindo a classificagdo em COVID-
19 negativos (n = 106) e positivos (n = 280). Estratégias de subagrupamento adicionais incluiram: (i)
tempo até a infecgdo (< 4; 4-16; > 16 meses), (i) desfecho clinico [presenca de sintomas
(assintomaticos vs. sintomaticos), gravidade (leve vs. grave) e duragdo dos sintomas (< 4 vs. = 4
semanas)], e (iii) faixas etarias (23—-35; 36-45; = 46 anos). As analises seguiram boas praticas
laboratoriais e integraram multiplas abordagens estatisticas, incluindo perfil panorémico, fold change e
significancia, assinaturas sobrepostas, redes integrativas, mapas de calor, analise multivariada ROC,

arvores de decisdo e quadros de classificagao.
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RESULTADOS

DESCRICAO DOS PARTICIPANTES

A amostra analisada foi composta por 386 participantes, dos quais 280 (73%)
apresentaram diagndstico prospectivo de COVID-19 e 106 (27%) permaneceram nao

infectados durante o periodo de acompanhamento.

Em ambos os grupos, observou-se predominancia do sexo feminino: 73% no
grupo COVID-19 positivo (n = 204) e 75% no grupo COVID-19 negativo (n = 80). A
proporcdo de individuos do sexo masculino foi semelhante entre os grupos,

representando 27% dos infectados (n = 76) e 25% dos nao infectados (n = 26).

A mediana de idade foi de 39 anos no grupo COVID-19 positivo (n = 280) e 40
anos no grupo negativo (n = 106), com amplitudes variando de 23 a 59 anos e de 24

a 67 anos, respectivamente.

O indice de massa corporal (IMC) foi semelhante entre os grupos, com valores
medianos de 25,2 kg/m? no grupo COVID-19 negativo (intervalo: 19-40) e 25,4 kg/m?

no grupo positivo (intervalo: 16-52).

A presenca de comorbidades foi reportada por 43% dos participantes do grupo
COVID-19 negativo (n = 46) e por 38% do grupo COVID-19 positivo (n = 107). Em
18% (n = 49), essa informacgéo ndo estava disponivel, todos pertencentes ao grupo
COVID-19 positivo.

A carga horaria semanal predominante foi de 36 horas em ambos os grupos,
representando 39% dos participantes nao infectados (n = 41) e 42% dos infectados (n
= 117). Observou-se que a proporgao de profissionais que relataram trabalhar mais
de 40 horas semanais foi substancialmente menor entre os infectados (1%) do que

entre os n&o infectados (8%).

A infeccdo por SARS-CoV-2 foi confirmada predominantemente por RT-gPCR
(95%), com menor numero de casos diagnosticados por sorologia (IgM/IgG, 4%) ou

teste de antigeno (1%).

Entre os participantes com diagnéstico prospectivo de COVID-19 (n = 280), o

tempo decorrido entre a coleta basal e a infec¢ao foi estratificado em tercis estatisticos
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ao longo do periodo de 19 meses de acompanhamento. A distribuicdo mostrou-se
relativamente equilibrada: 95 individuos (34%) foram diagnosticados em menos de 4
meses, 99 (35%) entre 4 e 16 meses e 86 (31%) apds mais de 16 meses da coleta
inicial.

Dos 280 participantes com diagndstico prospectivo de COVID-19, a maioria
apresentou forma clinica sintomatica (n = 203; 73%), enquanto apenas 14 (5%) foram

assintomaticos. A informagéao sobre presencga de sintomas nao estava disponivel para
63 individuos (22%).

Com base nos critérios do NIH (2025), os casos foram classificados quanto a
gravidade em dois grupos: “leve” (assintomaticos e leves) e “grave” (moderados e
graves). A maioria dos participantes foi classificada como leve (n = 185; 66%),
enquanto 32 (11%) apresentaram quadros considerados graves. Trés participantes
evoluiram para formas graves, porém nenhum obito por COVID-19 foi registrado,
conforme consulta aos bancos oficiais PAINEL COVID e Sistema de Informacéao sobre

Mortalidade (SIM). Em 63 casos (23%), os dados de gravidade estavam ausentes.

Com relagdo ao numero de sintomas, 110 participantes (39%) apresentaram
até 4 sintomas e 93 (33%) apresentaram 5 ou mais. Em 77 casos (28%) essa

informagéao estava ausente.

Quanto a duragéo dos sintomas, seguiu-se a definicdo do CDC (2021) para
sintomas persistentes: 95 participantes (34%) relataram sintomas por menos de
quatro semanas, enquanto 77 (27%) apresentaram sintomas por quatro semanas ou

mais. N&o havia informagé&o disponivel para 108 participantes (39%).

Em sintese, a caracterizacao clinica e demografica da amostra demonstrou
grande homogeneidade entre os grupos com e sem diagndstico prospectivo de
COVID-19, reforcando a comparabilidade entre eles. As diferencas observadas, como
a menor proporgao de profissionais com carga horaria superior a 40 horas semanais
entre os infectados, ndo configuraram um padrdo sistematico de risco. Entre os
participantes infectados, predominou a forma clinica sintomatica, em sua maioria leve,
sem registro de Obitos durante o periodo de acompanhamento. Esses achados
delineiam o perfil global da coorte e fornecem o contexto necessario para a

interpretacao dos resultados imunolégicos subsequentes.



Tabela 2. Caracteristicas Demograficas, Laboratoriais e Clinicas dos Participantes,
Categorizados Segundo Diagndstico Prospectivo de COVID-19.

Diagnéstico prospectivo de COVID-19
COVID-19(-) COVID-19(+)

Caracteristicas

Sexo (%) F=80 (75%); M=26 (25%) F=204 (73%); M=76 (27%)

Faixas etarias

36-45 anos - n (%) 44 (42%) 115 (41%)

IMC (kg/m2) 25.2 (19-40) 25.4 (16-52)

N&o 60 (57%) 124 (44%)

N.A. - 49 (18%)

24-30 horas 31 (29%) 48 (17%)

40 horas 20 (19%) 57 (21%)

N.A. 5 (5%) 54 (19%)

RT-qPCR - 264 (95%)

Teste de antigeno - 4 (1%)

<4 meses - 95 (34%)

>16 meses - 86 (31%)

Assintomético - 14 (5%)

N.A. - 63 (22%)

<4 - 110 (39%)

N.A. 77 (28%)

Leve (Assintomatico + Leve) 185 (66%)

N.A. 63 (23%)

< 4 semanas 95 (34%)

N.A. - 108 (39%)

COVID-19 (+) = Diagnéstico positivo prospectivo de COVID-19 em um acompanhamento de 19 meses; COVID-19 (-
) = Diagnostico prospectivo negativo de COVID-19 em um acompanhamento de 19 meses; F = Feminino; M =
Masculino; IMC = Indice de Massa Corporal; N.A. = Nao disponivel; Min = Minimo; Maximo = Maximo.
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ANALISE DOS BIOMARCADORES

Perfil panorémico de mediadores imunologicos soluveis associados ao diagnostico
prospectivo de COVID-19

Uma analise abrangente dos 27 imunomediadores séricos revelou que a
maioria (n = 20) dos mediadores imunolégicos apresentou niveis circulantes elevados
no inicio do estudo entre os participantes do subgrupo que teve diagnostico
prospectivo de COVID-19 em comparagdo com o subgrupo que nao adquiriu a
doencga , e abrangendo todas as classes de mediadores investigados, nomeadamente
quimiocinas (CCL11, CCL3, CCL2, CXCL10), citocinas proé-inflamatérias (IL-1p, IL-6,
TNF-a, IL-12, IL-15, IL-17), citocinas reguladoras (IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) e
fatores de crescimento (FGF-basic, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2 (FIGURA 2).
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Perfil panoramico basal dos mediadores imunolégicos séricos com base no diagnostico prospectivo de COVID-19
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Figura 2. Perfil panordmico basal dos mediadores imunolégicos séricos com base no
diagnéstico prospectivo de COVID-19. Niveis de quimiocinas, citocinas pré-inflamatorias,
reguladoras e fatores de crescimento foram quantificados em amostras de soro de funcionarios do
hospital inicialmente ndo infectados por SARS-CoV-2, categorizados conforme o diagnéstico
prospectivo de COVID-19 apés 19 meses de acompanhamento, referidos como: COVID-19 (-) (@, n =
106) e COVID-19 (+) (@, n = 280). As dosagens foram realizadas na plataforma Luminex Bio-Plex,
conforme descrito na secao Materiais e Métodos. Os resultados sdo apresentados como distribuicdo
de pontos individuais sobrepostos as barras, com indicacdo das medianas dos mediadores
imunoldgicos séricos. A comparacgao entre os grupos COVID-19 (-) e COVID-19 (+) foi realizada pelo
teste de Mann-Whitney. Diferengas estatisticamente significativas estao indicadas por linhas de
conexao e simbolos: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Perfil basal de mediadores imunolégicos séricos segundo o intervalo entre a coleta da

amostra e o diagnostico de COVID-19

As analises longitudinais revelaram que o perfil basal dos mediadores
imunologicos influenciou o tempo decorrido até o diagnostico de COVID-19 entre os
individuos inicialmente nao infectados (FIGURA 3). A analise dos dados demonstrou
que os participantes prospectivamente diagnosticados com COVID-19 (+) em um
intervalo curto apds a inclusdo no estudo (<4 meses) apresentaram niveis basais mais

elevados de mediadores imunoldgicos, em comparagao aqueles diagnosticados entre
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4 e 16 meses ou apds mais de 16 meses. Notavelmente, os grupos 4—16 meses e >16
meses também exibiram niveis mais elevados desses mediadores em comparagao ao
grupo que permaneceu COVID-19 (-). Esse padrao incluiu a regulacéo positiva de 22
dos 27 mediadores imunoldgicos analisados, incluindo: quimiocinas (CCL11, CCL3,
CCL2, CXCL10), citocinas pro-inflamatorias (IL-183, IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-15,
IL-17), citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) e fatores de
crescimento (FGF-basic, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2).

Perfil basal de mediadores imunolégicos séricos

segundo o intervalo entre a coleta da amostra e o diagnéstico prospectivo de COVID-19
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Figura 3. Perfil basal de mediadores imunolégicos séricos segundo o intervalo entre a coleta
da amostra e o diagnéstico prospectivo de COVID-19. Niveis de quimiocinas, citocinas pro-
inflamatérias, reguladoras e fatores de crescimento foram quantificados em amostras de soro de
funcionarios do hospital inicialmente nao infectados por SARS-CoV-2, mas que receberam diagndstico
prospectivo de COVID-19 durante 19 meses de acompanhamento. Os participantes foram
estratificados segundo o tempo até o diagndstico em trés categorias: <4 meses (@, n = 95); 4-16 meses
(@, n=99) e > 16 meses (O, n = 86). As dosagens foram realizadas pela plataforma Luminex Bio-Plex,
conforme descrito na seg¢do Materiais e Métodos. A comparagao entre os grupos de tempo decorrido
(< 4 meses; 4—-16 meses; > 16 meses) foi conduzida pelos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.
Diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) estado representadas por: (*) para comparacdes
entre o grupo COVID-19 (-) (n = 106) e os subgrupos COVID-19 (+); e (a) ou (b) para comparagdes
entre os subgrupos COVID-19 (+) (< 4 meses; 4—16 meses; > 16 meses), respectivamente. A area
sombreada em cinza representa o intervalo interquartil (25°-75° percentil) observado para o grupo
COVID-19 (=) (n = 106).
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Magnitude e a significancia do fold change dos mediadores imunolégicos séricos com
base no diagndstico prospectivo de COVID-19 e o tempo entre a coleta da amostra e
o diagnéstico de COVID-19.

A Figura 4 ilustra a ordem de magnitude e o nivel de significancia das variagdes
(fold change) nos mediadores imunoldgicos entre todos os participantes COVID-19 (+)
em comparagao com os participantes COVID-19 (). De acordo com essa abordagem
qgue considera o grupo como um todo, os participantes COVID-19 (+) apresentaram
niveis elevados de diversos mediadores imunologicos, com maior ordem de
magnitude observada para GM-CSF, IL-5, VEGF, IL-13, CCL11 e IL-10.

Além disso, a analise por subgrupos, categorizando os participantes COVID-19
(+) segundo o tempo decorrido até a infecgao, demonstrou que o grupo diagnosticado
com COVID-19 em menos de 4 meses apresentou um conjunto mais amplo de
mediadores imunoldégicos com niveis aumentados, em comparagdo com aqueles

diagnosticados entre 4—16 meses ou apds 16 meses ou mais (FIGURA 4).

Seguindo as analises, avaliamos a magnitude e a significancia do fold change
dos mediadores entre os participantes que desenvolveram COVID-19 e os que

permaneceram negativos.
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Magnitude e a significancia do fold change dos mediadores imunol6gicos séricos
com base no diagnéstico prospectivo de COVID-19 e o tempo entre a coleta da amostra e o diagnéstico de COVID-19
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Figura 4. Magnitude e a significancia do fold change dos mediadores imunoldgicos séricos
com base no diagnéstico prospectivo de COVID-19 e o tempo entre a coleta da amostra e o
diagnéstico de COVID-19. Niveis de quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias, reguladoras e fatores
de crescimento foram avaliados em funcionarios do hospital inicialmente ndo infectados, mas com
diagnostico prospectivo positivo de COVID-19 (@, n = 280), acompanhados por até 19 meses. Os
participantes foram estratificados de acordo com o tempo até o diagndstico: < 4 meses (@, n = 95); 4-
16 meses (@, n = 99) e > 16 meses (O, n = 86). O fold change foi calculado em relagdo as medianas
do grupo COVID-19 (-) (n = 106), adotando-se como referéncia o valor 1,0, indicativo de auséncia de
variagdo. Valores < 1,0 representam redugdes e > 1,0 elevagdes dos niveis séricos. Os volcano plots
ilustram a relagdo entre a magnitude das diferengas (eixo X: Log10 fold change) e a significancia
estatistica (eixo Y: —Log10 p). Biomarcadores simultaneamente mais elevados e estatisticamente
significativos situam-se no quadrante superior direito, sendo considerados os mais distintivos entre
COVID-19 (+) e (-). Mediadores com significancia (p < 0,05 ou p < 0,0001) sdo destacados em cores
distintas, enquanto os sublinhados indicam diferengcas em pelo menos dois dos trés intervalos
avaliados. Asteriscos (*) indicam diferengas entre todos os grupos de tempo decorrido e hashtag (#)
diferencas especificas entre os grupos < 4 meses e 4—16 meses.

Assinaturas de mediadores imunoldgicos séricos basais segundo o intervalo entre a

coleta da amostra e o diagndstico de COVID-19

Como complemento aos achados apresentados nas Figuras 2, 3 e 4, a Figura
5 exibe o mesmo conjunto de dados em uma representagdo mais intuitiva e

clinicamente aplicavel. Para essa analise, as concentragdes dos mediadores
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imunologicos foram convertidas de valores continuos (pg/mL) em variaveis
categoricas, utilizando como ponto de corte a mediana global de cada mediador na
amostra total. Dessa forma, foi possivel expressar os resultados como a propor¢ao
(%) de participantes com niveis acima da mediana, permitindo a construgdo de
“assinaturas imunoldgicas” em formato categérico e a ordenacédo dos valores delta

entre os grupos comparados.

Observou-se que, entre os participantes que desenvolveram COVID-19, os
mediadores estavam mais frequentemente elevados em relacdo aqueles que
permaneceram negativos. A analise de “delta ascendente” identificou um conjunto de
15 mediadores com maior capacidade discriminativa para o diagndstico positivo,

apresentando diferengas estatisticamente significativas entre os grupos COVID-19 (+)
e (-).

Além disso, o painel B da Figura 5 evidencia que essas assinaturas foram mais
pronunciadas nos individuos que se infectaram nos primeiros quatro meses apos a

triagem, reduzindo progressivamente sua intensidade conforme aumentava o

intervalo até o diagndstico.
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Assinaturas de mediadores imunologicos séricos basais

segundo o intervalo entre a coleta da amostra e o diagnéstico prospectivo de COVID-19
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Figura 5. Assinaturas de mediadores imunoldgicos séricos basais segundo o intervalo entre
a coleta da amostra e o diagndstico prospectivo de COVID-19. Foram analisadas assinaturas
sobrepostas e delta ascendente de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias, reguladoras e fatores de
crescimento em amostras de soro de (A) funcionarios do hospital com diagndstico prospectivo negativo
[COVID-19 (-), @, n = 106] e positivo [COVID-19 (+), @, n = 280] e (B) estratificados conforme o tempo
decorrido até o diagndstico ao longo de 19 meses: < 4 meses (@, n = 95), 4-16 meses (@, n = 99) e >
16 meses (O, n = 86). Parametros > 50% foram considerados como altos produtores. Os valores delta,
definidos como a diferenga absoluta nas proporgdes (%) de individuos com niveis elevados entre os
grupos, foram representados graficamente em ordem crescente. Para melhor contraste visual, os deltas
foram plotados em escala logaritmica, embora calculados em escala linear. As barras vermelhas
destacam os mediadores com maiores diferengas entre os grupos (p < 0,05), sendo as mais escuras
indicativas de alteragdes mais pronunciadas préximas ao momento da infecgdo. Mediadores
sublinhados indicam diferengas significativas (p < 0,05) em pelo menos dois dos trés intervalos
avaliados. Asteriscos (*) representam diferengas significativas entre todos os grupos de tempo e
hashtag (#) indica diferencas especificas entre < 4 meses e 4—16 meses.

Assinaturas de mediadores imunolégicos séricos basais segundo desfechos clinicos

no subgrupo com diagndstico prospectivo positivo de COVID-19.

A Figura 6 apresenta analises comparativas entre diferentes desfechos clinicos.
O subgrupo sintomatico apresentou niveis mais elevados de IL-7, CCL-5 e TNF-a. O
grupo assintomatico apresentou niveis mais elevados de IL-12, FGF basico, IL-18, IL-

2 e IL-6 em comparagao aos individuos sintomaticos.
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Participantes que evoluiram para formas graves de COVID-19 exibiram niveis
mais altos de IL-1Ra e IFN-y. Os que apresentaram formas leves exibiram niveis mais
elevados de PDGF, IL-4, CCL-5, IL-12 e IL-13 em relag&do aqueles que apresentaram

formas graves da doenga.

Os participantes que evoluiram com duracdo de sintomas menor que 4
semanas apresentaram niveis basais mais altos de IL-17 em relagdo ao grupo com

sintomas de duragao maior que 4 semanas.

Assinaturas de mediadores imunolégicos séricos basais

segundo desfechos clinicos no subgrupo com diagnéstico prospectivo positivo de COVID-19
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Figura 6. Assinaturas de mediadores imunoldgicos séricos basais segundo desfechos clinicos
no subgrupo com diagndéstico prospectivo positivo de COVID-19. Foram avaliadas assinaturas
sobrepostas e delta ascendente de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias, reguladoras e fatores de
crescimento em amostras de soro de funcionarios do hospital acompanhados por até 19 meses. Os
participantes que apresentaram diagnéstico prospectivo positivo de COVID-19 [COVID-19 (+), @, n =
280] foram estratificados conforme os desfechos clinicos: assintomatico (@, n = 14) vs. sintomatico (@,
n = 203); leve (@, n = 185) vs. grave (@, n = 32); e duragio dos sintomas < 4 semanas (@, n = 154)
vs. > 4 semanas (@, n = 77). Parametros > 50% foram considerados altos produtores. Os valores delta,
definidos como a diferenga absoluta nas propor¢des (%) de individuos com niveis elevados entre os
subgrupos, séo representados pelo comprimento da linha que conecta cada parametro e exibidos em
ordem crescente em escala logaritmica (calculados em escala linear). As barras vermelhas nos graficos
de assinatura delta destacam os mediadores com maiores diferengas (p < 0,05) entre os subgrupos.
Setas indicam dire¢ao da variacao, representando aumento ou redugao relativa da expressao.



61

Redes integrativas basais de mediadores imunoldgicos séricos de acordo com o

diagnéstico prospectivo de COVID-19 e os desfechos clinicos

A Figura 7 apresenta a analise das redes integrativas de participantes COVID-
19 negativos [COVID-19 (-)] e positivos [COVID-19 (+)]. A complexidade da rede foi
significativamente maior no grupo COVID-19 (+), com 576 correlagdes identificadas,
em comparagdo ao subgrupo COVID-19 (-), que apresentou 450 correlagbes
(FIGURA 8A).

Andlises adicionais considerando o tempo decorrido até o diagnédstico
prospectivo de COVID-19 (+) demonstraram que, quanto menor o intervalo de tempo
(<4 meses e 4—16 meses; n = 484 correlagdes), maior o numero de correlagdes, em
comparagao ao subgrupo com diagndstico tardio (>16 meses; n = 446 correlagdes)
(FIGURA 8B).

A analise da rede conforme os desfechos clinicos revelou um padrao altamente
interconectado entre os individuos sintomaticos (n = 556 correlagdes), em contraste
com o grupo assintomatico (n = 270 correlagdes). No entanto, observou-se uma menor
densidade de agrupamentos entre mediadores imunoldgicos nos subgrupos com
doencga grave (n = 350 correlagbes) e sintomas persistentes por 24 semanas (n = 386
correlagdes), em comparagdo aos participantes com sintomas leves (n = 586
correlagdes) e sintomas com duragao inferior a 4 semanas (n = 564 correlagdes)
(FIGURA 8C). De forma consistente, os individuos COVID-19 (+) apresentaram maior
numero de correlagbes entre os mediadores imunoldgicos, especialmente entre
citocinas pro-inflamatorias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento (FIGURA
8D).
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Redes integrativas basais de mediadores imunologicos séricos
de acordo com o diagnéstico prospectivo de COVID-19 e os desfechos clinicos

Desfechas as

deanga

Figura 7. Redes integrativas basais de mediadores imunoldgicos séricos de acordo com o
diagnéstico prospectivo de COVID-19 e os desfechos clinicos. As redes foram construidas a
partir de correlacdes fortes e estatisticamente significativas (teste de Spearman) entre mediadores
imunoldgicos séricos. (A) Comparagao entre participantes COVID-19 (-) (@, n = 106) e COVID-19 (+)
(@, n = 280). (B) Subgrupos COVID-19 (+) estratificados pelo tempo decorrido até o diagnéstico: < 4
meses (@, n = 95); 4-16 meses (@, n = 99) e > 16 meses (O, n = 86). (C) Subgrupos COVID-19 (+) de
acordo com os desfechos clinicos: assintomatico (O, n = 14) vs. sintomatico (@, n = 203); leve (O, n =
185) vs. grave (@, n = 32); duragéo dos sintomas < 4 semanas (O, n = 154) vs. = 4 semanas (@, n
77). Nos grafos, os nés representam mediadores imunolégicos, as arestas pretas correspondem as
conexdes significativas, e a espessura das bordas reflete o nimero de correlagdes associadas a cada
mediador. O tamanho da area circular é proporcional ao total de correlagbes fortes em cada rede, cujo
numero esta indicado em cada painel. (D) Mapas de calor (colormaps) ilustram a conectividade global
entre mediadores nos diferentes grupos. As linhas representam os mediadores e as colunas, as
condigdes clinicas avaliadas. O gradiente de cores do amarelo ao roxo indica a forga das correlagbes:
amarelo = baixa conectividade; roxo = alta conectividade.
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Os indices de desempenho dos mediadores imunoldgicos séricos na
categorizagao de profissionais hospitalares nao infectados por SARS-CoV-2, segundo
o diagndstico prospectivo de COVID-19, o tempo entre a coleta da amostra e o
diagnostico, os desfechos clinicos e as faixas etarias ao longo de 19 meses de
acompanhamento, apresentaram desempenho limitado nas analises ROC individuais.
Conforme evidenciado nas Tabelas 3, 4, 5 e 6, nenhum mediador isolado demonstrou
capacidade robusta de discriminar de forma consistente os diferentes grupos

avaliados.

Tabela 3. indices de Desempenho dos Mediadores Imunolégicos Séricos de
Profissionais Hospitalares N&o Infectados por SARS-CoV-2 na Categorizagédo dos
Participantes de Acordo com o Diagndstico Prospectivo de COVID-19 ao Longo de
19 Meses de Acompanhamento*

Diagnéstico Prospectivo — COVID-19(+) vs. COVID-19(-)

Parametios AUC Se Sp
GM-CSF > 0,4 0.67 54,5 (48-60) 77,3 (68-84)
IL-5 > 9,7 0.66 52,8 (47-58) 73,7 (64-81)
VEGF > 5.6 0.65 70,2 (64-75) 52,5 (42-62)
IL-15 > 65,5 0.64 55,0 (49-60) 75,4 (66-82)
IL-17 > 0,9 0.63 54,2 (48-60) 72,6 (63-80)
TNF-a > 6.7 0.63 67,1 (61-72) 57,5 (48-66)
IL-13 > 0,7 0.61 68,2 (62-73) 57,5 (48-66)
FGF-basico> 1.4 0.60 57,1 (51-62) 66,9 (57-75)
IL-1b > 0,2 0.60 71,0 (65-76) 47,1 (37-56)
IL-6 >0,4 0.59 42,0 (36-47) 76,1 (67-83)
G-CSF > 15,8 0.59 42,6 (36-48) 75,4 (66-82)
IL-4 > 0,9 0.59 57,5 (51-63) 57,5 (48-66)
IL-2>0,8 0.58 59,6 (53-65) 62,2 (52-70)
CXCL10 > 26,2 0.58 59,2 (53-64) 56,6 (47-65)
CCL3>1,5 0.57 75,3 (69-80) 41,5 (32-51)
IL-10 > 0,5 0.57 73,3 (67-78) 43,2 (34-52)
CCL11>12.6 0.57 50,7 (44-56) 67,9 (58-76)
CCL2>9.4 0.57 65,5 (59-70) 48,1 (38-57)
IL-12 > 0,7 0.56 66,7 (60-72) 48,5 (39-58)
IL-9 > 20,7 0.56 38,2 (32-44) 78,3 (69-85)
IL-7 > 4,9 0.54 38,1 (32-44) 72,1 (62-79)
CCL5 > 740 0.53 25,9 (21-31) 88,6 (81-93)
CCL4>194 0.53 45,7 (39-51) 64,1 (54-72)
IL-1Ra > 120 0.52 55,7 (49-61) 52,8 (43-62)
CXCL8 > 4.3 0.52 55,0 (49-60) 52,8 (43-62)
IFN-y > 2.0 0.51 14.6 (10-19) 96,2 (90-98)
PDGF > 185 0.50 85,0 (80-88) 23,5 (16-32)

*COVID-19(-) = Diagnéstico prospectivo negativo de COVID-19 em um acompanhamento de 19 meses; COVID-

19(+) = Diagnostico positivo prospectivo de COVID-19 em um acompanhamento de 19 meses; # Os valores de corte
séo expressos em pg/mL. AUC = Area sob a curva caracteristica de operagao do receptor (ROC); Se = Sensibilidade;
Sp = Especificidade.
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Tabela 4. indices de Desempenho dos Mediadores Imunolégicos Séricos de Profissionais Hospitalares N&o Infectados por SARS-CoV-2 na Categorizagéo dos
Participantes de Acordo com o Tempo Decorrido até o Diagndstico de COVID-19 ao Longo de 19 Meses de Acompanhamento®

COVID-19(+) <4 meses vs. COVID-19(-) COVID-19(+) 4-16 meses vs. COVID-19(-) COVID-19(+) >16 meses vs. COVID-19(-)
Parametros Parametros Parametros
Corte? AUC Se Sp Corte? AUC Se Sp Corte® AUC Se Sp
GM-CSF > 0,4 0.70 54,6 (44-64) 77,3 (68-84) GM-CSF > 0,4 0.67 57,7 (47-67) 77,3 (68-84) GM-CSF > 0,4 0.65 50,0(39-60) 77,3 (68-84)
IL-5>9,7 0.69 58,1(48-67) 73,7 (64-81) IL-5>8,7 065 61,2(51-70) 66,9 (57-75) TNF-a>74 0.62 59,3 (48-69) 66,9 (57-75)
VEGF > 5.7 0.68 76,2 (66-83) 53,6 (43-63) IL-15 > 65,5 0.63 55,1(45-64) 75,4 (66-82) VEGF > 5.6 0.62 69,5(58-78) 52,5 (42-62)
IL-15 > 65,5 0.67 57,7 (47-67) 75,4 (66-82) VEGF > 8.5 0.63 45,7 (36-55) 77,3 (68-84) IL-5 > 11,7 0.62 40,7 (30-51) 83,5 (75-89)
IL-17 > 0,9 0.66 59,6 (49-68) 72,6 (63-80) IL-17 > 0,9 0.62 52,5(42-62) 72,6 (63-80) IL-17 > 0,9 0.61 56,9 (46-66) 66,9 (57-75)
CCL2>12.0 0.66 69,3 (59-77) 58,4 (48-67) TNF-a>74 0.61 56,5 (46-65) 66,9 (57-75) IL-13 > 0,7 0.60 69,4 (58-78) 57,5 (48-66)
IL-13 > 0,7 0.66 73,4 (63-81) 57,5 (48-66) FGF-basico > 1.4 0.61 59,6 (49-68) 66,9 (57-75) IL-6 > 0,4 0.60 44,7 (34-55) 76,1 (67-83)
TNF-a > 6,5 0.66 76,7 (67-83) 51,8 (42-61) IL-2>0,7 0.60 62,6 (52-71) 61,3 (51-70) IL-15 > 65,5 0.60 50,5(40-60) 75,4 (66-82)
IL-10 > 0,5 0.65 87,3(79-92) 43,0 (34-52) IL-18 > 0,2 0.60 43,4 (34-53) 76,4 (67-83) G-CSF > 15.3 0.60 47,6 (37-58) 73,5 (64-81)
IL-4>1,2 0.65 49,4 (39-59) 76,4 (67-83) CXCL10 > 24,5 059 653 (55-73) 51,8 (42-61) CXCL10 > 29.1 0.58 54,6 (44-64) 63,2 (53-71)
IL-1B8 > 0,2 0.64 58,5(48-67) 66,0 (56-74) IL-13 >0,7 0.57 56,1 (46-65) 64,1 (54-72) IL-4 > 0,7 0.58 74,4 (64-82) 41,5 (32-51)
FGF-basico> 1.3 0.64 80,8 (71-87) 47,1 (37-56) CCL3>1,5 0.56 74,7 (65-82) 38,6 (29-48) cCL11>10.7 0.57 59,3 (48-69) 56,6 (47-65)
G-CSF > 13,8 0.63 54,0 (44-63) 67,9 (58-76) G-CSF > 8.4 0.56 76,7 (67-83) 37,7 (29-47) FGF-basico> 1.5 0.56 44,1 (34-54) 75,4 (66-82)
IL-6 > 0,2 0.62 75,0 (65-82) 45,7 (36-55) IL-6 > 0,4 0.55 42,4 (33-52) 73,3 (64-80) CCL3>1.9 0.56 62,3(51-71) 56,6 (47-65)
IL-12 > 0,7 0.61 70,5 (60-78) 53,3 (43-62) CCL5 > 621 0.54 40,4 (31-50) 77,3 (68-84) IL-7>2,9 0.56  78,5(68-85) 34,6 (26-44)
CCL11>12.7 0.61 57,5 (47-66) 67,9 (58-76) IL-4>0,9 0.54 53,5(43-63) 57,5 (48-66) IL-10 > 0,9 0.54 38,5(28-49) 74,0 (64-81)
IL-2>0,8 0.61 63,6 (53-72) 62,2 (52-70) CCL2>94 0.54 62,6 (52-71) 48,1 (38-57) IFN-y <0,7 0.54 50,0(39-60) 64,1 (54-72)
IL-9 >214 0.61 43,8 (34-53) 80,1 (71-86) IL-12 > 0,7 0.54 65,2 (55-74) 48,5 (39-58) IL-1b > 0,2 0.54 65,1 (54-74) 47,1 (37-56)
CCL3>1,5 0.60 78,7 (69-85) 41,5 (32-51) IL-10 > 0,5 0.54 69,0 (59-77) 43,2 (34-52) CCL4>20,5 0.54  46,5(36-56) 68,8 (59-76)
CXCL10 > 20.0 0.58 72,7 (63-80) 43,4 (34-52) PDGF < 395 0.53 63,6 (53-72) 52,8 (43-62) IL-9 > 23,2 0.54  30,2(21-40) 86,7 (79-91)
IL-1Ra > 120 0.57 63,6 (53-72) 52,8 (43-62) IL-9 > 23,3 0.53 24,2 (16-33) 86,7 (79-91) IL-2>0,8 0.53 52,3(41-62) 62,2 (52-70)
CCL4 >19.8 0.55 48,4 (38-58) 66,0 (56-74) CCL11>12.6 0.53 50,5 (40-60) 67,9 (58-76) IL-12 > 0,7 0.53 61,2(50-71) 48,5 (39-58)
IFN-y > 2.0 0.55 19,5(12-28) 95,2 (89-97) IL-7 > 4,9 0.53 37,5(28-47) 72,1 (62-79) CCL5>734 0.52 24,7 (16-34) 87,7 (80-92)
IL-7 > 4,9 0.55 42,5(33-52) 72,1 (62-79) IFN-y > 1,0 0.51 43,4 (34-53) 66,0 (56-74) PDGF > 275 0.51 73,2 (63-81) 35,8 (27-45)
CXCL8 >2.8 0.55  83,1(74-89) 30,1 (22-39) CXCL8>2,9 0.51 75,5 (66-82) 31,1 (23-40) IL-1Ra < 165 0.51 73,2 (63-81) 33,9 (25-43)
PDGF > 187 0.53 87,8(80-92) 23,5(16-32) IL-1Ra > 121 0.51 54,5 (44-64) 53,7 (44-62) CCL2<18.0 0.50 77,9(68-85) 29,0 (21-38)
CCL5 > 765 0.53  29,5(21-39) 89,6 (82-94) CCL4>74 0.50 96,9(91-99) 10.3(5-17) CXCL8 <0,9 0.50 9.3 (4-17) 99,0 (94-99)

* COVID-19(-) = Diagndstico prospectivo negativo de COVID-19 em um acompanhamento de 19 meses; COVID-19(+) = Diagnostico positivo prospectivo de COVID-19 em um acompanhamento de 19 meses; O tempo
decorrido antes do diagnéstico de COVID-19 foi classificado em: > 4 meses (més), 4-16 meses e >16 meses; # Os valores de corte sdo expressos em pg/mL. AUC = Area sob a curva caracteristica de operagdo do receptor
(ROC); Se = Sensibilidade; Sp = Especificidade.
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Tabela 5. indices de Desempenho dos Mediadores Imunolégicos Séricos de Profissionais Hospitalares N&o Infectados por SARS-CoV-2 na Categorizagéo dos
Participantes de Acordo com o Desfecho Clinico apds Diagnéstico Prospectivo de COVID-19 ao Longo de 19 Meses de Acompanhamento*

COVID-19(+) Assintomatico vs. Sintomatico

COVID-19(+) Leve vs. Grave

Sintomas (< 4 semanas vs. 2 4 semanas)

Parametros

Parametros

Parametros

Corte® AUC Se Sp Corte® AUC Se Sp Corte® AUC Se Sp
IL-7 >1,2 0.65 95,9 (92-97) 30,7 (12-57) IL-1Ra > 114 0.67 84,3(68-93) 48,1 (41-55) CCL2 <91 0.57 45,4 (34-56) 71,2 (63-77)
IL-6 <0,3 0.64 44,7 (38-51) 85,7 (60-97) IFN-L > 1.2 0.62 50,0 (33-66) 73,566-79) IL-1Ra > 84,3 0.55 84,4 (74-90) 29,8 (23-37)
IL-2<0,8 0.60 57,1 (50-63) 71,4 (45-88) IL-6 > 0,3 0.62 81,2 (64-91) 41,5 (34-48) IL-13<1.1 0.55 75,3 (64-83) 38,1 (30-46)

CCL2<25.0 0.59 81,6 (75-86) 42,8 (21-67) CXCL8 > 5.2 0.60 59,3 (42-74) 62,1 (54-68) IL-2<0,8 0.54 62,3(51-72) 51,3 (43-59)
IFN-11 < 1.2 0.58 68,9 (62-74) 50,0 (26-73) IL-13<0,6 0.60 53,1(36-69) 72,2 (65-78) GM-CSF > 0,6 0.54 29,8 (20-40) 80,9 (73-86)
IL-5<11,0 0.57 61,1(54-67) 57,1(32-78) IL-12<0,4 0.57 22,5(11-39) 94,2 (89-96) IL-17 <0,9 0.53  54,5(43-65) 60,3 (52-67)
CXCL10 < 20.0 0.57 29,0 (23-35) 100 (78-100) IL-4<1.0 0.56 65,6 (48-79) 49,7 (42-56) IL-171< 0.3 0.52 79,2 (68-86) 29.2 (22 -36)
GM-CSF < 0,3 0.57 33,6 (27-40) 85,7 (60-97) PDGF < 286 0.56 56,2 (39-71) 65,9 (58-72) CCL4 > 20,5 0.52 45,4 (34-56) 66,8 (59 -73)
IL-17 <15 056 77,3 (71-82) 42,8 (21-67) FGF-basico < 1,5 0.56  78,1(61-88) 40,5 (33-47) IL-4<0,9 0.51 57,1(46-67) 52,6 (44-60)
IL-1_<0,2 0.55 48,7 (41-55) 71,4 (45-88) IL-17 < 1,3 0.56 81,2 (64-91) 35,6 (29-42) IL-9>85 0.51 96,1(89-98) 12,9 (8-19)
IL-12<1.0 0.55 56,7 (49-63) 69,2 (42-87) CCL5 <406 0.56 62,5 (45-77) 62,3 (55-69) CXCL10 > 13.0 0.51 93,5(85-97) 16,2 (11-22)
IL-9<11,2 0.54 17.2(12-23) 100 (78-100) CCL3>1.6 0.56 84,3 (68-93) 36,2 (29-43) CCL11<10.0 0.51 50,6 (39-61) 62,9 (55-70)
FGF-basico< 1.5 0.53 47,7 (41-54) 71,4 (45-88) IL-2<0,7 0.55 43,7 (28-60) 71,8 (65-77) IFN-~ >0,9 0.51 49,3 (38-60) 59,0 (51-66)
PDGF < 195 0.53 20,2 (15-26) 100 (78-100) CCL2<143 0.55 71,8 (54-84) 45,6 (38-52) IL-10<0,9 0.51 71,0 (60-80) 38,9 (31-46)
CCL4 < 16.9 0.53 46,8 (40-53) 71,4 (45-88) CCL11<6.8 0.54 40,6 (25-57) 71,8 (65-77) IL-6 >0,5 0.51  29,8(20-40) 80,9 (73-86)
CXCL8 <1.8 0.52 13.3 (9-18) 100 (78-100) IL-9 < 27,8 0.53 96,8 (84-99) 15.6 (11-21) FGF-basico <1.5 0.51 67,5 (56-76) 40,9 (33-48)
CCL11<9.1 052 39,4 (32-46) 78,5 (52-92) CCL4 <20.9 0.53 78,1(61-88) 36,7 (30-43) IL-15 > 39,7 0.51 97,3(90-99) 12,5 (8-18)
G-CSF <6.9 052 12,8(8-18) 100 (78-100) IL-5<7,1 0.53 40,6 (25-57) 70,4 (63-76) CCL3<2.3 0.51 63,6 (52-73) 48,0 (40-55)
IL-1Ra < 300 0.52 91,6 (87-94) 21,4 (7-47) GM-CSF < 0,3 0.53  31,2(17-48) 82,0 (75-86) IL-5<11,0 0.50 63,6 (52-73) 46,0 (38-53)
IL-13>0,5 0.51 75,7 (69-81) 42,8 (21-67) TNF-11<4.2 0.52  21,8(11-38) 91,8 (87-95) TNF-11>75 0.50 55,8 (44-66) 50,6 (42-58)
IL-15 < 61,1 0.51 417 (35-48) 71,4 (45-88) IL-7>54 052 354 (21-53) 74,7 (67-80) IL-7 <47 050 65,3 (54-75) 42,5 (34-50)
IL-10 < 0,5 0.51 30,8 (24-37) 84,6 (57-97) IL-15 < 48,5 0.51 31,2(17-48) 80,1 (73-85) IL-12 > 3.1 0.50 17,3(10-27) 89,5 (83-93)
CCL3>21 0.51 51,2 (44-58) 64,2 (38-83) G-CSF>115 0.51 65,6 (48-79) 45,1 (38-52) CCL5>775 0.50 27,6 (18-38) 81,0 (74-86)
CCL5 > 542 0.51 41,5 (35-48) 84,6 (57-97) CXCL10 > 394 0.50 37,5(22-54) 73,5 (66-79) PDGF > 603 0.50 31,1 (21-42) 79 8 (72-85)
VEGF > 11.4 0.51  19.1 (14-25) 92,8 (68-99) IL-10 > 2.1 0.50 23,3(11-40) 88,4 (82-92) G-CSF>5.6 0.50 98,7 (93-99) 8 (6-15)
TNF-0>7,8 0.50 47,7 (41-54) 71,4 (45-88) IL-10< 0,2 0.50 71,8(54-84) 40,0 (33-47) VEGF < 10.5 0.50 80,0 (69-87) 26 9 (20-34)
IL-4<05 0.50 13,3(9-18) 100 (78-100) VEGF<4.7 0.50 40,0 (24-57) 77,9 (71-83) CXCL8 <6.4 0.50 74,0 (63-82) 33,1 (26-40)

* COVID-19(-) = Diagndstico prospectivo negativo de COVID-19 em um acompanhamento de 19 meses; COVID-19(+) = Diagnostico positivo prospectivo de COVID-19 em um acompanhamento de 19 meses; O resultado
da doenga foi classificado como: assintomatico e sintomatico, leve e grave e duragdo dos sintomas < 4 semanas e = 4 semanas; # Os valores de corte sdo expressos em pg/mL. AUC = Area sob a curva caracteristica de
operacgao do receptor (ROC); Se = Sensibilidade; Sp = Especificidade.
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Tabela 6. indices de Desempenho dos Mediadores Imunolégicos Séricos de Profissionais Hospitalares N&o Infectados por SARS-CoV-2 na Categorizagdo dos
Participantes de Acordo com o Diagndstico de COVID-19 em Diferentes Faixas Etarias ao Longo de 19 Meses de Acompanhamento*

COVID-19(+) vs. COVID-19(—) 23-35 anos COVID-19(+) vs. COVID-19(—) 36-45 anos COVID-19(+) vs. COVID-19(—) 246 anos
Pag‘::te;;” AUC Se Sp Pag"::te;Ps AUC Se Sp Pa’ca::teéfs AUC Se Sp
VEGF < 5.7 0.76 73,0 (53-86) 69,8 (59-78) GM-CSF < 0,3 0.690 77,2 (63-87) 57,8 (48-66) VEGF < 10.2 062 939 (80-98) 40,5 (30-51)

GM-CSF < 0,4 072 827 (65:92) 59.0 (48-68) CXCL10 < 29.0 0.66 77.2(63-87) 50.4 (41-59) IL-5 < 14,0 0.61 939(80-98) 32.0 (22-43)
IL-15 < 61,2 072 758 (57-87) 67.8 (57-76) IL-5 < 7.1 0.65 534 (38-67) 739 (65-81) GM-CSF < 0,3 0.61 393 (24-56)  84.0 (74-90)
TNF-0 <67 071 655 (47-80) 72.7 (62-80) IL-17 < 0,9 0.64 750 (60-85) 552 (46-64) IL-1Ra < 197 059 93.9(80-98) 289 (19-39)

IL-5<9,7 0.70 851 (67-94) 59.7 (49-69) IL-15 < 65 5 0.63 795 (65-88) 52.6 (43-61) IL-18 < 0,3 059 818 (65:91) 381 (28-49)
IL-17 < 0.8 0.69 758 (57-87) 64.7 (54-73) IL-4 <13 0.63 818 (68-90) 452 (36-54) TNF-a <74 058 697 (52-82) 526 (41-63)
FGF-bésico < 1.2 0.69 620 (44-77) 77.5 (67-84) IL-13 < 0.7 062 681 (53-80) 59.1 (49-67) IL-17 < 1.0 057 697 (52-82)  50.0 (39-60)
IL-6 < 0,3 0.67 793 (61-90) 53.4 (43-63) TNF-a <7.6 0.61 704 (55:81) 54.7 (45-63) IL-6 < 0,2 057 27.2(15-44)  90.7 (82-95)
IL-4 < 0.7 0.66 655 (47-80) 66.2 (55-75) FGF-bésico < 1.3 0.61 500 (35-64) 78.2 (69-84) IL-13<0.7 057 545 (37-70)  68.0 (56-77)
IL-2<0.8 0.65 689 (50-82) 67.4 (57-76) CCL11< 143 0.61 795 (65-88) 46.0 (37-55) IL-15 < 85,1 056 909 (76-96)  28.0 (19-39)
G-CSF<7.9 0.65 551 (37-71) 80.4 (70-87) VEGF < 7.6 0.60 684 (52-80) 517 (42-60) IFN-y < 1,9 055 100 (89-100)  23.6 (15-34)
cCL3<13 0.64 517 (34-68) 764 (66-84) IL-10 < 0,7 0.60 67.4(52-79) 553 (46-64) IL-7 <48 054 636 (46-77) 479 (36-59)
IL-13 < 0,7 0.64 586 (40-74) 70.1 (59-78) G-CSF <07 059 500 (35-64) 66.9 (57-74) CCL4 > 112 053 939 (80-98) 210 (13-31)
CCL4<245 0.64 100 (88-100) 26.9 (18-37) CCL3 <20 059 681 (53-80) 56.5 (47-65) FGF-basico< 1.5 053 697 (52-82)  50.0 (39-60)
IL-18 < 0,2 0.64 655 (47-80) 66.0 (55-75) CCL2<98 058 522 (37-66) 652 (56-73) IL-9 <218 053 818(65:91) 32.8 (23-44)
CCL2<17.8 0.62 758 (57-87) 45.4 (35-55) IL-12 < 1.0 058 704 (55:81) 48.1 (39-57) CXCL10 < 19.8 053 333 (19-50) 78.9 (68-86)

CCL11 <116 0.62 79.3(61-90) 48.3 (38-58) IL-2<0,8 058 636 (48-76) 57.3 (48-66) IL-2 < 1,1 052 909 (76-96)  27.6 (18-38)

IL-9 < 23,9 059 93.1(78-98) 28.4 (20-38) IL-1B < 0,2 057 636 (48-76) 52.1 (43-61) CCL5 <623 052 818 (65:91) 32.8 (23-44)
IL-7 < 4.6 059 8972 (72-96) 44.5 (34-55) CCL5 < 507 056 659 (51-78) 526 (43-61) IL12<16 052 84.3(68-93) 274 (18-38)
IL-10 < 0,9 059 82.1(64-92) 48.2 (38-58) IL-9 < 23,2 056 909 (78-96) 28.7 (21-37) IL-10 <05 051 363 (22-53) 733 (62-82)
IL-12 < 0.7 057 517 (34-68) 69.5 (58-78) IL-6 <02 055 488 (34-63) 67.8 (58-75) CXCLS < 3.0 051 363 (22-53) 77.6 (67-85)
CXCLS <58 056  79.3 (61-90) 38.2 (28-48) IL-7 <2.9 053 395 (26-54) 73.6 (64-80) G-CSF <3.0 051 363 (22-53) 77.6 (67-85)
PDGF < 871 055 100 (88-100)  11.2 (6-19) PDGF > 507 051 409 (27-55) 72.1 (63-79) CCL3 < 1.1 050 151 (6-30)  96.0 (89-98)

CXCL10 < 24,9 053 58,6 (40-74) 60,6 (50-70) CXCLS < 19.0 051 100 (91-100) 6.9 (3-13) ccL2<118 050 545 (37-70) 592 (47-69)
IL-1Ra < 110 050 517 (34-68) 59,5 (49-69) IL-1Ra > 242 050 181 (9-31) 895 (82-93) CCL11 < 111 050 484 (32-64) 67.1 (55-76)
CCL5 < 739 050 896 (73-96) 295 (21-39) IFN-y > 0,5 050 863 (73-93) 260 (18-34) PDGF > 395 050 636 (46-77) 447 (34-55)
IFN-y < 0,4 050  20,6(9-38) 91.0 (83-95) CCL4<85 050  13.6(6:26) 947 (89-97) IL4>05 050 96.9(84-99) 11,8 (6-21)

* COVID-19(-) = Diagnéstico prospectivo negativo de COVID-19 em um acompanhamento de 19 meses; COVID-19(+) = Diagndstico positivo prospectivo de COVID-19 em um acompanhamento de 19 meses; As faixas
etarias foram classificadas em: 23-35 anos (yo), 36-45 yo e 246 yo; # Os valores de corte sdo expressos em pg/mL. AUC = Area sob a Curva Caracteristica de Operagdo do Receptor (ROC); Se = Sensibilidade; Sp =
Especificidade.
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Indices de desempenho das categorias de mediadores imunolégicos séricos na

classificagdo do diagnéstico prospectivo de COVID-19 e desfechos clinicos

A Figura 8 apresenta as analises das curvas ROC, avaliando o desempenho
diagnéstico das categorias de mediadores imunoldgicos séricos (quimiocinas,
citocinas pré-inflamatodrias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento) na
discriminagdo entre diversos subgrupos clinicos relacionados aos desfechos da
COVID-19.

Entre as classes de mediadores, os fatores de crescimento (AUC = 0,58) e as
quimiocinas (AUC = 0,57) demonstraram maior poder discriminatério para predizer o
diagnéstico futuro de COVID-19.

Quando estratificados pelo tempo decorrido entre a linha de base e a infecgéo
(<4, 4-16 e >16 meses), as citocinas reguladoras apresentaram o melhor
desempenho nos grupos <4 e 4—16 meses (AUC = 0,67 e 0,63, respectivamente). As

citocinas pro-inflamatérias tiveram melhor desempenho no grupo >16 meses.

As quimiocinas (AUC = 0,66) e as citocinas pro-inflamatérias (AUC = 0,62)
mostraram acuracia moderada na distincdo entre casos assintomaticos e
sintomaticos. As citocinas reguladoras e os fatores de crescimento apresentaram

poder discriminativo limitado (AUC = 0,52 para ambas).

Na diferenciacédo entre casos leves e graves de COVID-19, as citocinas
reguladoras (AUC = 0,64) e os fatores de crescimento (AUC = 0,60) exibiram o melhor
desempenho. As quimiocinas e as citocinas proé-inflamatérias apresentaram AUCs

inferiores (0,54 e 0,56, respectivamente).

Na analise da persisténcia dos sintomas, todas as categorias de mediadores

apresentaram capacidade preditiva limitada (AUCs variando de 0,51 a 0,56).
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indices de desempenho das categorias de mediadores imunolégicos séricos na classificagdo de subgrupos de individuos

segundo o diagnéstico, o tempo da coleta da amostra até o diagnéstico, os desfechos de COVID-19 e as faixas etarias
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Figura 8. indices de desempenho das categorias de mediadores imunolégicos séricos na
classificacdo de subgrupos de individuos segundo o diagndstico, o tempo da coleta da
amostra até o diagnéstico, os desfechos de COVID-19 e as faixas etarias. O desempenho
discriminatério das categorias de mediadores séricos foi avaliado em funcionarios hospitalares
inicialmente nao infectados pelo SARS-CoV-2, acompanhados por até 19 meses. A acuracia foi
analisada por curvas ROC, utilizando a area sob a curva (AUC) como métrica principal, em que valores
mais elevados indicam maior capacidade discriminatoria. As categorias avaliadas incluiram
quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento, analisadas de
forma independente a partir das concentracdes séricas agregadas. As comparagdes contemplaram:
COVID-19 (-) (@, n=106) vs. COVID-19 (+) (@, n = 280); tempo decorrido entre a coleta da da amostra
e a infeccdo < 4 meses (@, n = 95); 4-16 meses (@, n = 99) e > 16 meses (O, n = 86); assintomaticos
(@, n = 14) vs. sintomaticos (@, n = 203) COVID-19 (+); sintomas leves (@, n = 185) vs. graves (@, n
= 32) entre individuos com COVID-19 (+); Duragéo dos sintomas > 4 semanas (@, n = 154) e duragéo
dos sintomas < 4 semanas (@, n = 77); e estratificacdo por faixa etaria: 23-35 anos [COVID-19 (-) (O,
n = 29) vs. COVID-19 (+) (O, n = 89)]; 36-45 anos [(COVID-19 (-) ‘0 n =44)vs. COVID-19 (+) (©, n
=115)]; e 2 46 anos [COVID-19 () (@, n = 33) vs. COVID-19 (+) (@, n = 66)]. Os valores de AUC s3o
relatados em cada painel para resumir o desempenho de classificacdo de cada categoria de mediador
imunoldgico dentro do respectivo contexto clinico.
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Analise multivariada dos principais mediadores imunoldgicos soluveis preditivos da

infecgdo prospectiva por COVID-19 e dos desfechos clinicos

Para investigar o valor discriminativo de cada mediador imune soluvel na
predicdo do diagnostico de COVID-19 e de seus desfechos clinicos, foram conduzidas
analises multivariadas utilizando tanto os niveis absolutos quanto escores compostos

derivados das concentragdes basais.

Na comparacgao geral entre participantes COVID-19 negativos [COVID-19 (-)]
e positivos [COVID-19 (+)], os niveis basais de GM-CSF, CCL11, CXCL10 e TNF-a
encontraram-se significativamente elevados entre aqueles que desenvolveram
COVID-19 (FIGURA 9A). O modelo multivariado apresentou uma area sob a curva
(AUC) de 0,70, com sensibilidade de 49% e especificidade de 81%, identificando um
ponto de corte de 2,5 que permitiu estratificar de forma eficaz os individuos com
diagnéstico futuro de COVID-19.

Na comparacado entre os subgrupos assintomaticos e sintomaticos entre os
participantes COVID-19 (+), observaram-se escores mais elevados de IL-12, IL-10, G-
CSF e IL-7 nos individuos sintomaticos (FIGURA 9B). O modelo multivariado obteve
AUC = 0,75, com sensibilidade de 56% e especificidade de 86% para o ponto de corte

6timo de 1,5, indicando poder preditivo moderado para a conversao sintomatica.

Considerando a gravidade clinica do quadro, os niveis basais de IL-183, IL-1Ra,
IL-13, FGF basico e G-CSF estavam aumentados entre os participantes que evoluiram
para formas graves da doenga (FIGURA 9C). O escore composto apresentou AUC =
0,71, com sensibilidade de 53% e especificidade de 80%, indicando um perfil

inflamatdrio basal distinto nos casos graves de COVID-19.

Por fim, os niveis de CCL2, IL-15, IL-10 e G-CSF foram mais elevados nos
individuos com sintomas persistentes por 24 semanas (FIGURA 9D). O modelo
multivariado resultou em AUC = 0,64, com sensibilidade de 48% e especificidade de

74%, considerando o ponto de corte de 2,5.
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Desempenho dos mediadores imunolégicos séricos na classificagdo de individuos

segundo o diagnostico prospectivo de COVID-19 e os desfechos clinicos
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Figura 9. Desempenho dos mediadores imunoldgicos séricos na classificagdo de individuos
segundo o diagnostico prospectivo de COVID-19 e os desfechos clinicos. Foram avaliados os
mediadores imunolégicos séricos de funcionarios do hospital inicialmente ndo infectados pelo SARS-
CoV-2, acompanhados por até 19 meses, quanto a sua capacidade de classificar os individuos de
acordo com: (A) diagndstico prospectivo de COVID-19 [COVID-19 (-) (@) vs. COVID-19 (+) (@)]; (B)
presenga de sintomas [assintomatico (©) vs. sintomatico (@)]; (C) gravidade clinica [leve (O) vs. grave
(@)]; e (D) duragéo dos sintomas [< 4 semanas (O) vs. = 4 semanas (@®)]. Os graficos de disperséo
apresentam os valores individuais de cada mediador, enquanto as curvas ROC ilustram seu
desempenho discriminativo. Sdo exibidos os indices de desempenho — area sob a curva (AUC),
sensibilidade (Se), especificidade (Sp) e razdo de verossimilhanga (LR) — bem como os pontos de
corte definidos para cada mediador soluvel, conforme descrito na se¢do de Materiais e Métodos.

Algoritmo de arvore de decisdo dos mediadores imunolégicos soltveis para classificar

o diagnéstico prospectivo de COVID-19 e os desfechos clinicos

Com o objetivo de identificar assinaturas imunoldgicas preditivas da infecgao
por SARS-CoV-2 e dos desfechos clinicos da COVID-19, foram desenvolvidos
algoritmos de arvore de decisao (FIGURA 10), a partir das analises multivariadas
(FIGURA 9), utilizando os niveis basais de mediadores imunolégicos soluveis de
funcionarios hospitalares inicialmente nao infectados, com seguimento de até 19

meses. Os modelos foram treinados para classificar os participantes quanto ao
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diagnostico prospectivo de COVID-19, presenca de sintomas, gravidade da doenga e

duracao dos sintomas.

A acuracia geral do modelo para predigdo do diagnéstico de COVID-19 foi de
74% (FIGURA 10B), com acuracia de 93% para a presenga de sintomas (FIGURA
10C), 87% para casos graves (FIGURA 10D) e 67% para duragédo de sintomas = 4
semanas (FIGURA 10E).

Algoritmos de arvores de decisédo utilizando mediadores imunolégicos séricos basais para classificar individuos

segundo o diagnéstico prospectivo de COVID-19 e seus desfechos clinicos
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Figura 10. Algoritmos de arvores de decisdo utilizando mediadores imunoldgicos séricos
basais para classificar individuos segundo o diagnéstico prospectivo de COVID-19 e seus
desfechos clinicos. O quadro de classificagdo (A) apresenta a distribuicdo dos participantes entre os
grupos de diagnostico prospectivo e desfechos clinicos da doencga, servindo como base comparativa
para as analises. Arvores de decisdo foram construidas para identificar os atributos-raiz mais relevantes
na classificacdo dos participantes em: (B) COVID-19 (-) (,@ n = 106) vs. COVID-19 (+) (@, n = 280);
(C) assintomatico (@, n = 14) vs. sintomatico (@, n = 203); (D) leve (O, n = 185) vs. grave (@, n = 32);
e (E) duragao dos sintomas < 4 semanas (@, n = 154) e > 4 semanas (®, n = 77). O desempenho de
cada érvore foi validado por andlise leave-one-out cross-validation (LOOCV), e a precisdo total
encontra-se indicada na figura.
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Um modelo multivariado baseado nos niveis de GM-CSF, CCL11, CXCL10 e
TNF-a demonstrou ser eficaz para distinguir individuos que viriam a testar positivo
para COVID-19 daqueles que permaneceram nao infectados. Participantes com niveis
elevados de GM-CSF (>0,4), CCL11 (>12,6), CXCL10 (>26,2) e TNF-a (>6,7) foram
predominantemente classificados como COVID-19 (+), enquanto niveis reduzidos de
TNF-a (<6,7) foram associados ao grupo COVID-19 (-). O modelo alcangou acuracia
geral de 74% (287/386) e acuracia de 72% na validagdo cruzada leave-one-out
(LOOCV).

Entre os individuos COVID-19 (+), os mediadores IL-7 e G-CSF foram os
principais discriminadores entre formas sintomaticas e assintomaticas da doenca. O
no raiz da arvore de decisao separou os participantes com base nos niveis de IL-7,
utilizando o ponto de corte de 1,2 pg/mL. Participantes com niveis de IL-7 superiores
a 1,2 pg/mL foram predominantemente sintomaticos (n = 196), com apenas 10 casos
classificados como assintomaticos. Para aqueles com IL-7 < 1,2 pg/mL, o G-CSF foi
a variavel discriminatéria subsequente. Quando os niveis de G-CSF estavam acima
de 6,9 pg/mL, a maioria também foi classificada como sintomatica. Em contrapartida,
participantes com IL-7 < 1,2 pg/mL e G-CSF < 6,9 pg/mL foram majoritariamente
assintomaticos. O modelo alcangou uma acuracia de 93% (201/217), com 93% de
acuracia na validacado cruzada leave-one-out (LOOCV), indicando uma assinatura

imunoldgica altamente especifica para a conversao sintomatica.

IL-1Ra, IL-13, FGF-basic e G-CSF destacaram-se como mediadores-chave na
predicdo de casos leves versus graves de COVID-19. O no6 raiz do modelo foi definido
pelos niveis de IL-1Ra: valores < 114 pg/mL estiveram majoritariamente associados a
quadros leves (n = 89), embora 6 individuos posteriormente tenham desenvolvido
doencga grave. Para niveis de IL-1Ra > 114 pg/mL, o IL-13 foi utilizado como
classificador secundario. Niveis de IL-13 > 0,6 pg/mL foram vinculados a casos leves
(n = 69), enquanto IL-13 < 0,6 direcionou a classificagao adicional pelo FGF-basic.
Dentro desse ramo, niveis de FGF-basic < 1,5 pg/mL combinados com G-CSF < 11,5
pg/mL identificaram exclusivamente casos leves (n = 17), ao passo que G-CSF > 11,5
pg/mL esteve associado a quadros graves (n = 8). Nenhum caso grave foi observado
entre os individuos com FGF-basic > 1,5 pg/mL. Esse modelo baseado em arvore de
decisao apresentou acuracia de 87% (188/217), com validacao cruzada leave-one-out
(LOOCYV) igualmente de 87%.
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Para predizer a duragéo dos sintomas (<4 semanas vs. 24 semanas), G-CSF,
CCL2 e IL-15 foram identificados como discriminadores relevantes. Individuos com
niveis reduzidos de G-CSF (<5,6 pg/mL) apresentaram maior probabilidade de terem
sintomas com duragdo inferior a 4 semanas. Esse modelo alcangou acuracia de 67%

(155/231) e validagao cruzada leave-one-out (LOOCV) igualmente de 67%.

Os mapas de calor ilustram os padrdes de distribuicdo dos mediadores
imunoldgicos entre os diferentes grupos de classificagcdo. Individuos COVID-19 (+),
sintomaticos, com quadros graves ou com sintomas persistentes por 24 semanas
apresentaram expressao aumentada de diversas citocinas e quimiocinas,

corroborando sua sele¢cao nos modelos baseados em arvores de decisao.

Perfis de mediadores imunolégicos relacionados a idade preditivos do diagnoéstico
prospectivo de COVID-19

A Figura 11 apresenta anadlises estratificadas por idade, revelando perfis
imunoldgicos distintos entre diferentes faixas etarias. Individuos mais jovens (23 a 35
anos) exibiram elevagdes significativas nos niveis de mediadores imunolégicos em
todas as categorias, quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias, citocinas reguladoras e
fatores de crescimento, entre os participantes COVID-19 positivos (COVID-19 (+)),
conforme ilustrado nas assinaturas sobrepostas e nos graficos de delta apresentados
na Figura 12. Em contrapartida, entre individuos mais velhos (=46 anos), as diferencas
entre os grupos COVID-19 (+) e COVID-19 negativos (COVID-19 (-)) diminuiram

progressivamente com o aumento da idade.

O desempenho preditivo também variou conforme a faixa etaria, sendo mais
expressivo no grupo de 23 a 35 anos, com as maiores areas sob a curva (AUC)
observadas para citocinas pro-inflamatérias (AUC = 0,70) e fatores de crescimento
(AUC = 0,72), conforme demonstrado na Figura 8. A Tabela 6 apresenta os indices
de desempenho das categorias de mediadores imunoldgicos de acordo com as faixas

etarias.
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Perfil geral dos mediadores imunolégicos séricos basais

de acordo com o diagnéstico prospectivo de COVID-19 em diferentes faixas etarias
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Figura 11. Perfil geral dos mediadores imunoldgicos séricos basais de acordo com o
diagnéstico prospectivo de COVID-19 em diferentes faixas etarias. Niveis de quimiocinas,
citocinas pro-inflamatdrias, reguladoras e fatores de crescimento foram medidos em amostras de soro
de funcionarios hospitalares inicialmente nao infectados, acompanhados por 19 meses e classificados
em COVID-19 (-) (@, n = 106) e COVID-19 (+) (@, n = 280). Os participantes foram estratificados por
faixa etaria: 23—-35 anos [COVID-19 (-), O, n = 29; COVID-19 (+), O, n = 89]; 36—45 anos [COVID-19
(), @, n = 44; COVID-19 (+), @, n = 115]; e = 46 anos [COVID-19 (-), @, n = 33; COVID-19 (+), @, n
= 66]. As dosagens foram realizadas na plataforma Luminex Bio-Plex, conforme descrito em Materiais
e Métodos. As comparagdes entre grupos foram conduzidas pelo teste de Mann-Whitney. Os resultados
sdo apresentados em box plots, representando valores medianos, intervalos interquartis, valores
minimos e maximos (pg/mL). Diferengas significativas (p < 0,05) entre COVID-19 (=) e COVID-19 (+)
sdo indicadas por asteriscos (*). Para comparagdes entre faixas etarias, letras “a” (verde, grupo COVID-
19 [-]) e “b” (vermelho, grupo COVID-19 [+]) assinalam diferengas significativas (p < 0,05).
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Assinaturas de mediadores imunologicos séricos basais

de acordo com o diagnoéstico prospectivo de COVID-19 em diferentes faixas etarias
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Figura 12. Assinaturas de mediadores imunoldgicos séricos basais de acordo com o
diagnéstico prospectivo de COVID-19 em diferentes faixas etarias. Foram avaliadas assinaturas
sobrepostas e deltas ascendentes de quimiocinas, citocinas pré-inflamatdérias, reguladoras e fatores de
crescimento em funcionarios hospitalares inicialmente ndo infectados, acompanhados por até 19
meses. Os grupos foram classificados em COVID-19 (-) (@, n = 106) e COVID-19 (+) (@, n = 280),
estratificados por idade: 23-35 anos [COVID-19 (-), O, n = 29; COVID-19 (+), O, n = 89]; 36-45 anos
[COVID-19 (=), @, n = 44; COVID-19 (+), ©, n = 115]; e = 46 anos [COVID-19 (-), @, n = 33; COVID-
19 (+), @, n = 66]. Nos painéis superiores, apresenta-se a proporcio (%) de individuos com niveis de
mediadores acima do ponto de corte mediano global, sendo valores > 50% indicativos de alta producéo.
Nos painéis inferiores, os deltas representam as diferengas absolutas nas proporgdes entre COVID-19
(+) e COVID-19 (-), ordenadas de forma ascendente. Mediadores destacados em cores indicam
diferencgas significativas (p < 0,05); asteriscos (*) e sublinhados marcam aqueles com diferengas
consistentes em todas as faixas etarias. Linhas tracejadas indicam os pontos de corte de referéncia.
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DISCUSSAO

DESCRICAO DOS PARTICIPANTES

A prevaléncia de infeccdo por COVID-19 nesta coorte foi de 73%, percentual
superior ao observado em inquéritos populacionais amplos, 0 que provavelmente
reflete a maior exposicdo ocupacional e comunitaria por se tratar de funcionarios
hospitalares, ainda que com fungdes distintas (assistenciais e administrativas)
(PETRILLI et al., 2020).

A predominancia do sexo feminino, tanto entre infectados (73%) quanto entre
nao infectados (75%), ndo se associou de forma significativa ao risco de infecgao.
Esse padrao pode refletir a composi¢gdo majoritariamente feminina do quadro funcional
hospitalar, e sugere que diferengas imunoldgicas relacionadas ao sexo, descritas em
estudos prévios como associadas a respostas mais robustas em mulheres (REEVES;
KOONER; ZHANG, 2022), ndo se traduziram em efeito diferencial na presente

amostra.

A estratificacdo etaria em tercis (23-35, 36-45 e =46 anos) permitiu
comparagdes proporcionais entre subgrupos, sem revelar associacao
estatisticamente significativa entre idade e ocorréncia de infec¢ao, seja considerada
como variavel continua ou categorizada. Ainda assim, a maior concentragao de casos
no grupo de jovens adultos (23—-35 anos) € compativel com dados nacionais durante
a segunda onda da pandemia, quando esse estrato etario apresentou maior
incidéncia, hospitalizagbes e mortalidade, atribuidas sobretudo a maior mobilidade

social e ao relaxamento das medidas preventivas (DE SOUZA et al., 2021).

O IMC apresentou valores médios semelhantes entre infectados e néo
infectados (25,4 vs. 25,2 kg/m?), sugerindo fraca relagdo com risco de infecgao.
Contudo, estudos de base populacional demonstram que obesidade esta associada a
maior risco de hospitalizacdo e complicagdes (BOOTH et al., 2020), reforcando a

importancia de considerar o IMC principalmente na evolugao clinica.

A analise principal ndo mostrou associagcéo entre comorbidades e infecgéo;
entretanto, todos os 49 casos sem informacédo sobre comorbidades pertenciam ao

grupo positivo, revelando possivel viés de informagdo. Esse achado reforca a
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necessidade de coleta clinica padronizada e completa, pois a literatura demonstra de
forma consistente que hipertensao, diabetes e doengas cardiovasculares aumentam
o risco de complicagcbes e mortalidade por COVID-19 (EJAZ et al., 2020;
SSENTONGO et al., 2020).

Com relagdo a carga horaria semanal, observou-se menor proporgédo de
infeccado entre individuos com jornada superior a 40 horas, achado divergente da
literatura. Uma hipotese € que esses profissionais estivessem em ambientes mais
controlados, com medidas rigorosas de protegéo, reduzindo a exposi¢do (NGUYEN et
al., 2020).

O tempo até o diagndstico variou de <4 a >16 meses, refletindo
heterogeneidade de exposi¢cdo. Embora definido por tercis, esse recorte coincidiu com
fases epidemioldgicas distintas: circulagdo de linhagens ancestrais no segundo
semestre de 2020, predominancia da Gamma e inicio da Delta no primeiro semestre
de 2021, e transicao Delta para Omicron no final de 2021 (LEVI et al., 2021;
GIOVANETTI et al., 2021; ALCANTARA et al., 2022; ALVES et al., 2022; ARANTES
et al., 2023). A adesao vacinal praticamente universal provavelmente contribuiu para
a reducdo da gravidade, sobretudo no periodo Delta—Omicron. A limitagdo central
dessa analise é a auséncia de sequenciamento viral, impossibilitando a confirmagao
das variantes em cada caso. Estudos futuros devem integrar datas de infecgdo com
vigilancia gendmica e ajustar por calendario vacinal e perfil ocupacional (MARTINS-
FILHO et al., 2022; BANHO et al., 2024).

A maioria dos casos apresentou sintomas (73%), enquanto apenas 5%
permaneceram assintomaticos, proporcdo semelhante a descrita em revisdes
sistematicas (ORAN; TOPOL, 2021). O baixo numero de assintomaticos pode refletir
tanto o perfil ocupacional, com maior percepcao de sintomas, quanto a definicao
clinica adotada. A auséncia de informacédo em 22% da amostra limita a precisdo das

estimativas.

Para gravidade, optou-se por agrupar assintomaticos+leves versus
moderados+graves, estratégia necessaria para analises estatisticas em amostras
com poucos casos graves (THEVARAJAN et al., 2020). A baixa frequéncia de quadros
graves e a auséncia de Obitos podem ser atribuidas ao perfil da populagdo

(profissionais de saude em idade ativa) e a alta cobertura vacinal (JORDAN et al.,
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2020; RANZANI et al., 2022). Ainda assim, dados ausentes em 23% dos participantes

limitam a acuracia da classificacao.

A persisténcia de sintomas por 24 semanas foi relatada em 27% dos casos,
achado consistente com a literatura internacional, que aponta prevaléncias de 10% a
30% (GROFF et al., 2021; YUAN et al., 2023). Embora ndo seja possivel caracterizar
formalmente COVID longa devido a auséncia de seguimento clinico estruturado, esse
resultado sugere maior vulnerabilidade entre individuos mais velhos e com

comorbidades, conforme apontado por estudos prévios.

ANALISE DOS BIOMARCADORES

Este estudo exploratorio utilizou distintos modelos analiticos descritivos para
caracterizar o perfil basal de mediadores imunoldgicos soluveis no soro de
funcionarios hospitalares com o objetivo de avaliar sua associagdo com o diagndstico
prospectivo de COVID-19, os desfechos clinicos e a possivel influéncia da idade dos
participantes. Os achados indicam que os niveis basais de determinados mediadores
imunoldgicos, mensurados previamente a infeccdo, podem predizer tanto a

susceptibilidade a infeccdo por SARS-CoV-2 quanto a evolugéo clinica subsequente.

Perfil panorémico de mediadores imunolégicos soltveis associados ao diagnoéstico
prospectivo de COVID-19

A andlise de 27 mediadores imunoldgicos séricos revelou que a maioria (n =
20) apresentou niveis basais circulantes mais elevados no grupo COVID-19 (+) em
comparagao ao grupo COVID-19 (-), abrangendo todas as classes de mediadores
(FIGURA 2). Destacam-se, com os maiores fold change, os seguintes mediadores:
GM-CSF, IL-5, VEGF, IL-13, CCL11 e IL-10 (FIGURA 4), com énfase para as citocinas
reguladoras, que exibiram os maiores incrementos. Os perfis sobrepostos das
assinaturas imunoldgicas confirmaram a relevancia desse conjunto de mediadores

para a identificacao prospectiva da infecgdo por COVID-19 (FIGURA 5).

A elevacéao basal de IL-10, IL-13 e IL-5 pode indicar um perfil imune disfuncional

com polarizacédo Th2, o que pode suprimir respostas antivirais do tipo Th1 e aumentar
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a susceptibilidade a infecgdo (RUBBO; VAN DE PERRE; TUAILLON, 2012). Em apoio
a essa hipotese, o ensaio STOIC identificou que uma resposta inicial atenuada de
interferons, associada a uma inflamacao exacerbada do tipo T-helper 2 no trato
respiratorio apds a infecgdo pelo SARS-CoV-2, poderia atuar como biomarcador
preditivo para o desenvolvimento de formas graves da COVID-19 (BAKER, 2022). De
modo semelhante, Majeed et al. (2023) relataram niveis significativamente elevados
de IL-10 e IL-13 em pacientes com COVID-19 em comparagao a controles saudaveis,
com forte poder discriminativo. A IL-10 apresentou-se notavelmente elevada em casos
graves e € reconhecida como um dos componentes centrais da tempestade de
citocinas (MAJEED et al., 2023).

Esses achados ressaltam o potencial preditivo da desregulagéo imunoldgica
basal, sugerindo que um estado imune distinto e pré-existente pode aumentar a
susceptibilidade a infecgédo pelo SARS-CoV-2. Além disso, reforgam o papel potencial
de IL-5, IL-10 e IL-13 como biomarcadores preditivos da infecgédo por COVID-19. A
monitorizacdo desses mediadores imunolégicos antes da infeccado pode contribuir
para a estratificacdo de risco e orientar intervengdes precoces em individuos

predispostos.

Perfil basal de mediadores imunoldgicos séricos segundo o intervalo entre a coleta da

amostra e o diagnostico de COVID-19

Este estudo também revelou que quanto maiores os niveis basais desses
mediadores, menor foi o tempo até a infecgdo (FIGURA 3), sugerindo uma possivel
relacdo temporal entre ativagdo imunologica pré-existente e suscetibilidade a
infeccdo. Os perfis sobrepostos das assinaturas imunolégicas confirmaram a
relevancia desse conjunto de moléculas para o diagnéstico positivo de COVID-19 em
curto intervalo de tempo apds a coleta basal (FIGURA 5). Um achado particularmente
relevante foi a maior magnitude de incremento, especialmente das citocinas

reguladoras, no grupo que adquiriu COVID-19 mais precocemente.
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Redes integrativas basais de mediadores imunoldgicos séricos de acordo com o

diagnéstico prospectivo de COVID-19 e os desfechos clinicos

A andlise de redes integrativas dos mediadores imunolégicos revelou maior
complexidade e interconectividade no subgrupo COVID-19 (+), sugerindo uma
expressao coordenada mais ampla desses mediadores, particularmente entre aqueles
que se infectaram em menor intervalo de tempo ou que desenvolveram sintomas
(FIGURA 7). De fato, as analises baseadas em desfechos mostraram uma rede
altamente interconectada entre os pacientes sintomaticos (n = 556 correlagdes), em
comparagao com o grupo assintomatico (n = 270 correlagdes). Por outro lado,
observou-se um numero reduzido de agrupamentos (clusters) de mediadores
imunoldgicos entre os pacientes que evoluiram com formas graves da doenca (n =
350 correlagdes) e naqueles com sintomas persistentes por = 4 semanas (n = 386
correlagdes), em contraste com os subgrupos com sintomas leves e duragao inferior
a 4 semanas (n = 586 e n = 564 correlagdes, respectivamente). Esses achados
sugerem que redes mais complexas e interligadas estdo associadas a maior
suscetibilidade e apresentacdo sintomatica da COVID-19, enquanto a reducdo da
conectividade entre os mediadores pode estar relacionada a quadros graves ou de
longa duragao (FIGURA 7C).

A complexidade das redes imunolégicas observada previamente a infecgao
parece estar mais relacionada a susceptibilidade a infeccdo pelo SARS-CoV-2 e ao
desenvolvimento da forma sintomatica da doenga, do que propriamente a gravidade
clinica. Esse padrdo € coerente com achados recentes da literatura, os quais
demonstram que individuos que evoluem com COVID-19 sintomatica frequentemente
exibem redes imunolégicas mais complexas e interconectadas, com aumento de
citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a) e reguladoras (IL-10), sugerindo uma
resposta imune amplamente ativada em individuos mais suscetiveis a manifestacao
clinica da infecgdo (GONDIM et al., 2023; RICCI et al., 2021).

Cass et al. (2024) demonstraram que redes imunoldogicas dominadas por
interferons e quimiocinas estavam associadas a maior carga viral e sintomas
respiratérios, enquanto uma rede de perfil mucoso, incluindo IL-33, IL-5 e CCL13,
correlacionava-se com recuperagéao clinica mais rapida, sugerindo que uma resposta

imune nasal eficaz pode ser determinante para o desfecho clinico em infecgdes virais
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adquiridas na comunidade. Em outro estudo, os mesmos autores (CASS et al., 2023)
relataram que a expresséo elevada desses mediadores nasais estava associada a
sintomas mais leves e menor tempo de recuperacdo, independentemente do
tratamento instituido. Esses achados sustentam a hipotese de que uma maior
interconectividade entre os mediadores imunoldgicos pode ser benéfica, desde que

regulada de forma eficaz.

Em contraste, pacientes com formas graves da COVID-19 tendem a apresentar
perfis imunoldgicos distintos, marcados por reducéo de linfécitos B imaturos e células
T citotoxicas, indicando possivel disfungdo ou exaustao imunologica (SOVA et al.,
2022). Da mesma forma, casos persistentes, como a COVID longa, mostram redes
imunoldgicas menos organizadas, com conectividade funcional reduzida, diminuigao
de quimiocinas protetoras como CCL5 (RANTES) e aumento de mediadores anti-
inflamatorios desregulados, como IL-1Ra e IL-10, refletindo falhas na modulacdo da

resposta imune e possivel exaustao funcional (ZHAO et al., 2020).

Estudos de analise de redes também demonstram que pacientes hospitalizados
ou que evoluem a ébito apresentam redes imunoldgicas mais desequilibradas ou com
menor centralidade, caracterizando uma resposta imune menos coordenada,
frequentemente associada a gravidade clinica. Apesar disso, observam-se,
paradoxalmente, maiores numeros absolutos de correlagdes entre mediadores nos
casos mais graves (GONCALVES et al., 2022; JARDIM-SANTOS et al., 2022). Esses
achados sugerem que a conectividade das redes de mediadores imunoldgicos pode
atuar como um marcador bifasico: elevada em individuos suscetiveis a infeccdo e a
forma sintomatica da doenga, mas reduzida nos casos graves ou de longa duragao.
Esse padrao pode explicar a menor complexidade das redes observada em individuos
com sintomas persistentes ou quadros severos, indicando um colapso funcional da

regulagédo imune frente a progressao da doenga.

Indices de desempenho das categorias de mediadores imunolégicos séricos na

classificagdo do diagnostico prospectivo de COVID-19 e desfechos clinicos

A Figura 8 apresenta as curvas ROC que avaliam a acuracia preditiva das

diferentes categorias de mediadores imunoldgicos séricos para classificar subgrupos
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de individuos nao infectados conforme o diagndstico prospectivo de COVID-19 e suas
caracteristicas clinicas associadas. Dentre as classes de mediadores, os fatores de
crescimento (AUC = 0,58) e as quimiocinas (AUC = 0,57) demonstraram o maior poder
discriminatorio para a previsdo do diagnostico futuro de COVID-19. Destaca-se
também o bom desempenho das quimiocinas (AUC = 0,66) na distincdo entre
pacientes sintomaticos e assintomaticos, sugerindo a importancia de vias

quimiotaxicas inflamatérias no desenvolvimento de sintomas.

Na discriminagdo entre formas leves e graves da COVID-19, as citocinas
reguladoras (AUC = 0,64) e os fatores de crescimento (AUC = 0,60) apresentaram o
melhor desempenho, indicando um possivel papel dos mecanismos de regulagao
imune e reparo tecidual na progressao da doenga. Por outro lado, na analise de
persisténcia dos sintomas, todas as categorias de mediadores exibiram capacidade
preditiva limitada (AUCs entre 0,51 e 0,56), sugerindo que sintomas persistentes
podem nao estar fortemente associados a grupos especificos de mediadores quando

analisados de forma agregada.

Comparacgbes estratificadas pelo tempo até o diagndstico (<4 meses, 4-16
meses, >16 meses) e por faixas etarias revelaram desempenhos variaveis entre as
categorias, com destaque para o maior AUC observado para citocinas pro-
inflamatérias em individuos diagnosticados entre 4-16 meses (AUC = 0,62) e
naqueles com menos de 30 anos de idade (AUC = 0,61). Esses achados sugerem que
a relevancia preditiva das diferentes classes de mediadores imunoldgicos pode variar
conforme o0 momento de infec¢do e as caracteristicas demograficas, apoiando seu uso
em ferramentas de triagem adaptadas a subgrupos clinicos e populacionais

especificos.

Até o momento, ndo ha evidéncias robustas publicadas que confirmem a
associagao entre niveis elevados de mediadores imunoldgicos antes da infec¢do e a
suscetibilidade ao SARS-CoV-2, com base em amostras coletadas no periodo pré-
infeccioso. A maioria dos estudos disponiveis avaliou os niveis de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento no momento da admissao hospitalar ou apés o
inicio dos sintomas. Por exemplo, Gondim et al. (2023) analisaram pacientes com
COVID-19 leve a moderada e encontraram niveis elevados de IL-13, MCP-3, TNF-q,

IL-6 e IL-10 em comparagao a controles saudaveis, porém as coletas foram realizadas
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apés o diagnostico. De modo semelhante, Alfadda et al. (2023) relataram niveis
elevados de IL-10, MCP-1 e VEGF na admissao hospitalar, com correlagdo com a
gravidade da doenca, mas sem avaliagdo prévia a infecgdo. Assim, embora a
elevacdo precoce de mediadores imunoldgicos seja evidente na COVID-19, esses
dados ndo estabelecem valor preditivo pré-infeccioso. Estudos longitudinais com
amostras coletadas antes da pandemia ou antes da infecgdo sao necessarios para

investigar rigorosamente essa hipétese.

Analise multivariada de mediadores imunolégicos soluveis preditivos da infecgéo

prospectiva por COVID-19 e seus desfechos clinicos

A anadlise das curvas ROC demonstrou que perfis imunoldgicos distintos
estavam associados a diferentes desfechos clinicos, com poder discriminativo variavel
conforme os mediadores analisados. GM-CSF, CCL11, CXCL10 e TNF-a (AUC: 0,70)
foram eficazes em distinguir individuos que evoluiram para COVID-19 daqueles que
permaneceram nao infectados. IL-12, IL-10, G-CSF e IL-7 (AUC: 0,75) apresentaram
melhor desempenho na diferenciagdo entre casos que seriam sintomaticos e
assintomaticos, enquanto IL-1B, IL-1Ra, IL-13, FGF-basico e G-CSF (AUC: 0,71)
estiveram mais fortemente associados aos casos graves. Embora o desempenho
preditivo tenha sido inferior, os niveis de CCL2, IL-15, IL-10 e G-CSF (AUC: 0,64)
foram mais elevados entre individuos que apresentaram sintomas por = 4 semanas
(FIGURA 9).

De maneira geral, observou-se predominancia de quimiocinas na distingdo
entre individuos que evoluiram para COVID-19, enquanto fatores de crescimento
mostraram-se mais relevantes na diferenciagdo de quadros sintomaticos e na
identificacdo de formas graves da doenca. Esses achados sugerem que o estado
imunolégico basal pode influenciar o curso clinico da infecgdo por SARS-CoV-2,
oferecendo potencial para estratégias precoces de estratificacdo de risco e
intervengcao personalizada. No entanto, ndo foi identificado um conjunto Unico de
mediadores soluveis capaz de predizer, simultaneamente, a presencga de sintomas, a

gravidade clinica e a persisténcia dos sintomas da COVID-19.
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Curiosamente, os niveis de G-CSF mostraram associagao mais consistente
com quadros sintomaticos, formas graves da doenca e duragcdo prolongada dos
sintomas. Niveis elevados de G-CSF tém sido sistematicamente relacionados a
desfechos mais severos da COVID-19 e maior duragdo dos sintomas, especialmente
em pacientes oncologicos e imunocomprometidos. Um estudo conduzido no Memorial
Sloan Kettering Cancer Center demonstrou que a administracdo de G-CSF a
pacientes com cancer hospitalizados por COVID-19 esteve associada a um risco
significativamente aumentado de insuficiéncia respiratoria e oObito, particularmente
entre aqueles que apresentaram resposta hematoldgica intensa ao fator estimulador
(ZHANG et al., 2022). Essa observagao foi corroborada por uma analise critica que
propbs a reavaliagao do uso de G-CSF no contexto da pandemia, sugerindo que sua
administragao pode precipitar respostas inflamatérias exacerbadas, culminando em
tempestades de citocinas e faléncia respiratoria (MALEK, 2021). Ademais, uma
analise com 471 pacientes hospitalizados revelou que citocinas como o GM-CSF,
intimamente relacionado ao G-CSF, estdo entre os principais mediadores da
inflamagao grave na COVID-19, distinguindo-a de outras infecgbes virais como a
influenza (THWAITES et al., 2021). Esses dados reforgam a hipotese de que o G-CSF
nao apenas reflete a gravidade da doenga, mas também pode contribuir para sua
intensificacdo, especialmente em subgrupos vulneraveis, sendo ja elevado
previamente a infecgdo em pacientes sintomaticos que evoluem com formas graves e
de longa duragao da COVID-19.

Algoritmo de arvore de decisdo de mediadores imunoldgicos soluveis para classificar

o diagndstico prospectivo de COVID-19

Aprofundando essas observagdes, a anadlise multivariada e os algoritmos de
arvore de decisdo identificaram combinacbes especificas de mediadores
imunolégicos, GM-CSF, CCL11, CXCL10 e TNF-a, capazes de predizer o diagnostico
de COVID-19 com acuracia de 74% (Figura 10). Essa abordagem demonstra potencial
promissor para o desenvolvimento de ferramentas de triagem voltadas a identificagédo
de individuos de alto risco, especialmente em contextos de alta exposi¢cdo, como

ambientes hospitalares.
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Atualmente, ndo ha evidéncias robustas que sustentem o uso validado de GM-
CSF, CCL11, CXCL10 ou TNF-a como biomarcadores preditivos da infec¢cao por
SARS-CoV-2 antes da exposi¢ao viral. A maior parte dos estudos disponiveis
investiga esses mediadores no contexto do diagndéstico precoce da doenga ou no
monitoramento de sua gravidade, geralmente utilizando amostras coletadas apos o
inicio dos sintomas. Por exemplo, Tabassum et al. (2021) descrevem a possivel
utilidade de GM-CSF, CXCL10 e TNF-a na caracterizagao das respostas imunoldgicas
iniciais a COVID-19, mas nao exploram seu valor preditivo em amostras coletadas
previamente a infecgdo para antecipar o risco de ocorréncia da doenca. De maneira
analoga, Mittal et al. (2022) e Battaglini et al. (2022) identificam TNF-a e outras
citocinas como marcadores de progressdao e gravidade em contextos clinicos
sintomaticos, sem, contudo, avaliar seu potencial na predicdo prospectiva da infecgao.
Assim, para validar a hipétese de que tais biomarcadores possam antecipar o risco de
infeccao, sao necessarios estudos longitudinais com coleta de amostras sanguineas
prévias a exposi¢gao, uma lacuna critica ainda nao suficientemente explorada na

literatura atual.

Algoritmo de arvore de decisdo de mediadores imunoldgicos soluveis para classificar

desfechos clinicos

Para aprofundar a analise dos padrdes preditivos identificados, foram
desenvolvidas arvores de decisdo baseadas nos desfechos clinicos (FIGURA 10),
com o objetivo de classificar os participantes de acordo com suas apresentagdes
clinicas. Perfis distintos de mediadores imunolégicos, mensurados previamente a
infeccdo por SARS-CoV-2, emergiram como discriminadores-chave para quatro
desfechos de relevancia clinica: presenga de sintomas, gravidade da doenga e

duragéo prolongada dos sintomas (= 4 semanas).

Notavelmente, os mediadores GM-CSF, CCL11, CXCL10, TNF-a, IL-7, G-CSF,
IL-1Ra, IL-13, FGF-basico, CCL2 e IL-15 figuraram com destaque nos modelos de
arvore de decisdo. Esses achados estdo em consondncia com a literatura e a
expandem, uma vez que muitos desses mediadores, como IL-13 e CXCL10, ja foram

implicados como biomarcadores de gravidade em contextos pés-infeccdo (KAMALI et
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al., 2022; LIU et al., 2020b), enquanto IL-15, CCL2 e G-CSF tém sido associados a
sintomatologia prolongada (WANG et al., 2023; ESPIN et al., 2023). Outros, como GM-
CSF, TNF-a e IL-1Ra, tém sido propostos como indicadores diagndsticos ou
progndsticos precoces durante as fases agudas da infecgao (TABASSUM et al., 2021;
DONLAN et al., 2021).

Entretanto, os achados do presente estudo sao distintivos ao demonstrar que
perfis imunolégicos basais, ou seja, mensurados antes da infec¢ao, ja carregam valor
preditivo para esses desfechos, sugerindo uma predisposi¢cdo imunoldgica intrinseca
capaz de modular ndo apenas a suscetibilidade a infecgdo, mas também a gravidade
e a duracao dos sintomas subsequentes. Esses resultados reforcam o conceito de um
“setpoint imunolégico” do hospedeiro, pré-existente a exposi¢cao viral, que molda a
trajetéria clinica da COVID-19, um mecanismo ainda pouco explorado na atual

pesquisa de biomarcadores.

a) Presenca de sintomas

Casos sintomaticos foram associados aos niveis de IL-7 e G-CSF (acuracia:
93%), sendo a IL-7 identificada como o principal determinante na distincdo entre
individuos sintomaticos e assintomaticos, enquanto o G-CSF atuou como classificador
secundario entre aqueles com baixa expressao de |IL-7. Embora a literatura atual ndo
fornecga evidéncias diretas de que IL-7 e G-CSF sejam biomarcadores preditivos da
COVID-19 sintomatica quando mensurados antes da infeccdo, diversos estudos
apontam sua associagao com a resposta imune em individuos sintomaticos no periodo

pos-infeccioso.

Liu et al. (2020b) relataram que niveis plasmaticos elevados de IL-7 e G-CSF
estavam significativamente correlacionados com a carga viral e lesdo pulmonar em
pacientes com COVID-19, indicando o envolvimento dessas citocinas na cascata
inflamatéria clinica. De modo semelhante, uma analise transcriptdmica identificou o
gene IL7R, que codifica o receptor da interleucina-7, como potencial candidato

imunoldgico implicado na progressédo da doenca (WANG, 2023).

Em contraste com esses achados retrospectivos, nosso estudo demonstrou

que os niveis pré-infecgao de IL-7 e G-CSF foram os preditores mais influentes em
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um modelo de arvore de decisdo capaz de distinguir individuos que viriam a
desenvolver COVID-19 sintomatica. Esses achados sugerem que essas citocinas
podem desempenhar um papel na predisposi¢gao imunolédgica a manifestagao clinica
da doencga, oferecendo uma perspectiva inovadora ainda pouco explorada na literatura

atual.

b) Gravidade da doencga

A evolugado para formas graves da COVID-19 foi associada a niveis basais
elevados de IL-1Ra, IL-13, FGF-basico e G-CSF (acuracia: 87%). IL-1Ra e IL-13
apresentaram o maior valor prognéstico, enquanto FGF-basico e G-CSF contribuiram
para a estratificacdo adicional. Embora a maioria dos estudos disponiveis avalie
biomarcadores inflamatorios apds a infeccdo por SARS-CoV-2, nossos achados
reforgam a plausibilidade de que esses mediadores influenciem a trajetéria clinica da

doenca.

A IL-1Ra, antagonista natural da IL-1, regula a inflamacao sistémica. Apesar
desse papel, concentragdes elevadas, em estudos pds-infeccio, foram associadas a
inflamagédo pulmonar exacerbada e maior risco de mortalidade (WANG, 2022;
SAVITRI et al., 2023), sendo considerada um dos biomarcadores mais sensiveis de
gravidade (ZHAO et al., 2020).

A IL-13, associada a respostas imunes do tipo Th2 e a processos fibrdticos,
desempenha papel central em doencas pulmonares inflamatérias e fibrosantes
(PARISI; LEOSCO, 2020). Em estudos de randomizagdo mendeliana, foi causalmente
relacionada a formas graves de COVID-19, em que cada desvio padrdao de aumento

nos niveis séricos conferiu risco 20—23% maior de progressao (KAMALI et al., 2022).

O FGF-basico participa da proliferacdo celular, angiogénese e reparagao
tecidual. Em COVID-19, demonstrou valor preditivo quanto a necessidade de
ventilagdo mecanica, sobretudo em combinagdo com IL-13 e IL-7 (DONLAN et al.,
2021). Sua participacdo em mecanismos regenerativos sugere papel compensatorio
frente ao dano pulmonar (CODINA et al., 2021).
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O G-CSF, responsavel pela diferenciagao e ativacdo de neutrofilos, embora
menos estudado, tem sido implicado na progressdao da doenga, principalmente em

cenarios de tempestade de citocinas (CODINA et al., 2021).

Nosso estudo amplia esse arcabougco ao demonstrar que niveis pré-infeccao
de IL-1Ra, IL-13, FGF-basico e G-CSF foram preditores informativos em modelo de
arvore de decisao capaz de classificar com precisao os individuos que evoluiriam para
formas graves. Em conjunto, esses achados sugerem que estados inflamatdrios

prévios e regulagdo imune basal modulam a trajetéria clinica da COVID-19.

Esses resultados convergem com evidéncias de que individuos com alteragdes
imunoldgicas prévias — como idosos e pessoas com comorbidades imunometabdlicas
— apresentam maior risco de hiperinflamacgéo e sindrome do desconforto respiratorio
agudo (KOLOSSVARY et al., 2023). Tais dados reforcam o valor preditivo dos perfis
de citocinas para estratificacdo de risco e intervengdo precoce em populacdes

vulneraveis.

Além disso, marcadores relacionados ao inflammaging e a obesidade, como IL-
6, IL-12 e IL-1B, ja foram reconhecidos como preditores de desfechos adversos
(BRODIN, 2021). Niveis aumentados de IL-6, TNF-a e, em menor grau, IL-8 e IL-1f3,

também se associaram a gravidade clinica (DEL VALLE et al., 2020).

Kolossvary et al. (2023) demonstraram, de forma pioneira, que biomarcadores
mensurados antes da infecg¢ado, incluindo granzimas A, B e H, aumentam o risco de
formas moderadas a graves em pessoas vivendo com HIV. Além dos marcadores
citotéxicos, mediadores inflamatérios como IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-10 também se
correlacionaram a piores desfechos, configurando um padrao de ativagao inflamatéria
com regulacdo compensatoria. Essa perspectiva dialoga diretamente com nossos
achados, sustentando a hipétese de que perfis imunoldgicos pré-existentes modulam
a suscetibilidade e a gravidade da COVID-19.

¢) Duragéo dos sintomas

Adicionalmente, a duragdo prolongada dos sintomas (=4 semanas) péde ser
classificada com acuracia moderada (67%) por meio de um modelo de arvore de

decisdo baseado nos niveis basais de G-CSF, CCL2 e IL-15. Embora a literatura atual
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nao ofereca evidéncias diretas de que G-CSF, CCL2 e IL-15 sejam biomarcadores
validados para predizer sintomas persistentes da COVID-19 quando mensurados
antes da infecgao, diversos estudos destacam a associagao desses mediadores com
disfungbes imunoldgicas persistentes e sintomatologia prolongada nas fases pos-

agudas da doenca.

Por exemplo, CCL2 e IL-15 foram identificados entre 239 biomarcadores
candidatos em uma revisdo abrangente sobre COVID longa, sendo implicados em
processos de inflamacéo sustentada e ativacdo de células imunoldgicos (ESPIN et al.,
2023). Da mesma forma, Wang et al. (2023) identificaram IL-15 como parte de uma
assinatura multibmica capaz de predizer com confiabilidade os fenétipos clinicos da
COVID longa meses apos a infecgao. Tanto o CCL2 quanto o G-CSF tém sido
repetidamente encontrados em niveis elevados em pacientes com sintomas

persistentes, como observado em revisdes sistematicas (LAl et al., 2023).

Embora essas evidéncias se refiram majoritariamente a dinamica de
biomarcadores apds a infecgao, nosso estudo oferece uma contribuicdo inédita ao
demonstrar que niveis basais (pré-infeccdo) de G-CSF, CCL2 e IL-15 foram os
preditores mais informativos em um modelo de arvore de decisdo que classificou
individuos que evoluiriam para sintomas persistentes da COVID-19 (=4 semanas).
Isso sugere que um ambiente imunoldgico preexistente pode predispor alguns
individuos a sintomatologia pds-viral persistente, reforcando o potencial desses

mediadores como marcadores precoces para COVID longa.

Concluindo, os limiares observados para esses mediadores imunoldgicos
fornecem um possivel arcabougo para a identificagdo precoce de individuos com
maior risco de desfechos desfavoraveis relacionados a COVID-19. Nossos achados
demonstram que os modelos de arvore de decisdo baseados nos niveis basais de
mediadores imunoldgicos séricos apresentaram desempenhos preditivos variados,
conforme o desfecho clinico avaliado. Destaca-se que os modelos destinados a
diferenciar individuos sintomaticos de assintomaticos, bem como aqueles que
distinguiram casos leves de formas graves de COVID-19, apresentaram excelente
capacidade preditiva, com acuracia de validagao cruzada leave-one-out (LOOCV) de
93% e 87%, respectivamente. Esses valores elevados reforcam a robustez das

assinaturas imunoldégicas identificadas (por exemplo, IL-7, G-CSF, IL-1Ra, IL-13 e



90

FGF-basico) na identificagdo de individuos mais propensos a desenvolver formas

sintomaticas ou graves da doenca antes mesmo da infecgao.

Por outro lado, o modelo preditivo da duragcéo prolongada dos sintomas (=4
semanas) apresentou acuracia LOOCV mais modesta, de 67%, sugerindo uma maior
heterogeneidade biologica e a possivel participacdo de fatores ndo imunologicos
nesse desfecho. Ainda assim, o modelo de predicdo do diagnéstico de COVID-19
demonstrou acuracia LOOCYV satisfatoria de 72%, o que é relevante, considerando a

natureza multifatorial e complexa da aquisicdo do SARS-CoV-2.

Em conjunto, esses resultados ressaltam o valor do perfil imunologico basal
como uma ferramenta promissora para estratificacdo de risco pré-infeccdo, com graus
variados de confiabilidade conforme o desfecho clinico considerado. Esses achados
demonstram que perfis imunoldgicos basais podem predizer, de forma robusta, o risco
de infeccdo por COVID-19 e os desfechos clinicos associados, por meio de
modelagem nao linear. A elevada acuracia dos classificadores baseados em arvores
de decisao, especialmente na predi¢do de conversao sintomatica e gravidade, sugere
um forte potencial translacional para a identificacdo precoce de individuos em risco,

utilizando biomarcadores imunolégicos soluveis.

Perfis de mediadores imunolégicos relacionados a idade preditivos do diagnoéstico
prospectivo de COVID-19

A analise estratificada por idade mostrou que individuos mais jovens (23-35
anos) apresentaram diferengas mais acentuadas nos niveis basais de mediadores
imunoldgicos entre casos positivos e negativos para COVID-19, indicando maior poder
discriminativo dos perfis preditivos nessa faixa etaria. Com o avango da idade,
observou-se redugao progressiva no numero de mediadores significativos, nos valores
de AUC e, consequentemente, na forga preditiva do perfil basal. Ainda assim, alguns
biomarcadores, como CCL11, IL-5 e VEGF, permaneceram consistentemente
elevados nos individuos que desenvolveram COVID-19 em todas as faixas etarias,

configurando uma assinatura estavel independente da idade.

Esses achados podem ser interpretados a luz de processos fisiopatolégicos

préprios do envelhecimento. A imunossenescéncia, caracterizada pela perda da
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capacidade de resposta a novos antigenos, e o inflammaging, definido como
inflamacgao crénica de baixo grau, representam mecanismos centrais que reduzem a
eficiéncia da resposta imune ao longo dos anos (BARTLESON et al., 2021;
WITKOWSKI et al., 2022; ASGHARI et al., 2023). Isso ajuda a explicar por que adultos
jovens exibem maior poder discriminativo nos perfis basais, enquanto nos idosos a
predicdo torna-se menos precisa, possivelmente em razdo da menor plasticidade

imune.

Além disso, o conceito de imunobiografia, que descreve a trajetéria unica de
estimulos imunologicos acumulados por cada individuo ao longo da vida, contribui
para compreender a heterogeneidade das respostas observadas, mesmo entre
pessoas da mesma idade cronolégica (FRANCESCHI et al., 2017). Tal perspectiva
reforca que a vulnerabilidade imunoldogica pode estar mais relacionada a idade
biolégica do que a idade cronoldgica, evidenciando que o risco de infecgao e evolugao
clinica da COVID-19 resulta da interagcao entre envelhecimento, histérico imune e

comorbidades.

Nesse contexto, nossos resultados confirmam que a idade modula o valor
preditivo dos perfis imunoldgicos basais e destacam a relevancia de incorporar essa
variavel nas estratégias de estratificacao de risco para COVID-19, em especial no

direcionamento de intervengdes precoces em populagdes mais vulneraveis.

Contribuigées Inovadoras e Potenciais Aplicacbes

Apesar das limitagdes, este estudo apresenta contribuicbes inéditas para o
campo da imunologia aplicada a COVID-19, ao propor a hipotese de que perfis
imunoldgicos séricos basais, anteriores a infecgdo e a vacinagao, podem atuar como
preditores da suscetibilidade e dos desfechos clinicos da doencga. Trata-se de uma
investigacao pioneira, conduzida em uma populagéo real de funcionarios hospitalares
acompanhada por 19 meses, o que permitiu integrar a exposigdo ocupacional ao

contexto imunoldgico pré-existente.

A aplicacdo de modelos de decisao multivariados, com destaque para
algoritmos de arvore de decisdo, demonstrou desempenho relevante na predicéo de

multiplos desfechos (ocorréncia da infecgdo, presenga, gravidade e duragcdo dos
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sintomas), evidenciando a viabilidade de biomarcadores soluveis como ferramentas
de estratificacdo de risco pré-exposicdo. Além disso, a analise integrada de
mediadores imunoldgicos funcionais, englobando vias inflamatérias, regulatérias e de
reparo tecidual, trouxe novas perspectivas sobre os mecanismos fisiopatolégicos que

antecedem a manifestacao clinica da COVID-19.

Esses resultados consolidam os mediadores imunoloégicos como candidatos a
biomarcadores preditivos e apontam para aplicacbes potenciais em estratégias
personalizadas de triagem, prevengao e intervengdo precoce, particularmente em
ambientes de maior vulnerabilidade, como o hospitalar. Importante ressaltar que as
diferengas imunolégicas observadas entre os grupos nao puderam ser explicadas por
caracteristicas clinicas ou demograficas de base, o que reforca a hipdtese da

existéncia de fatores imunoldgicos intrinsecos potencialmente preditivos da infecg¢ao.

Limitagbes

Algumas limitagbdes devem ser consideradas para a adequada interpretagao
dos resultados. Em primeiro lugar, destaca-se o potencial viés de sele¢cdo. Apesar dos
esforcos de recrutamento, dificuldades operacionais comprometeram a ades&o:
auséncia de dados de contato atualizados, falta de resposta as tentativas de
comunicagao e recusas motivadas por sobrecarga de trabalho durante a pandemia,
desgaste diante da recorréncia de convites e receio de fraudes. Esses fatores podem
ter reduzido a representatividade da amostra e introduzido distor¢cbes na composicao

final dos participantes.

Outra limitagao refere-se ao numero reduzido de participantes em subgrupos
especificos, como assintomaticos e casos graves, além da auséncia de oObitos na
coorte. Esse cenario exigiu a simplificacdo da classificagdo da gravidade clinica,
restringindo a generalizagdo dos achados para desfechos criticos, como necessidade

de ventilagdo mecanica ou mortalidade.

Adicionalmente, ndo foi possivel caracterizar formalmente a condicao de
COVID longa, em razao da auséncia de seguimento clinico detalhado e de exames
complementares necessarios para atender aos critérios diagndsticos atualmente

estabelecidos. Diante dessa limitag&do, optou-se por adotar a definigao inicial proposta
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pelo CDC, baseada na persisténcia de sintomas por = 4 semanas apos a fase aguda

da infecgdo, o que restringe a abrangéncia desta analise.

Também merece destaque a questdo da representatividade da populagao
estudada. Embora a coorte tenha incluido funcionarios hospitalares de diferentes
areas ocupacionais — assisténcia direta, setores administrativos e servigos de apoio
—, ela pode nao refletir plenamente a heterogeneidade imunoldgica da populagéo
geral. Além disso, informagdes relevantes, como comorbidades, uso de
medicamentos, numero de episodios de COVID-19 durante o seguimento e risco
biolégico associado a exposigdo ocupacional desigual (linha de frente vs. setores
administrativos), foram coletadas, mas n&o incorporadas as analises estatisticas

devido a complexidade adicional e as limitagdes de tempo e recursos.

Também se verificou a incompletude de alguns questionarios clinicos e
ocupacionais, atribuida a esquecimento, imprecisdo no relato, recusa tacita em
continuar o preenchimento ou dificuldade de contato posterior. Essa perda de dados
restringiu a analise de covariaveis que poderiam ter enriquecido os modelos
explicativos. Soma-se a isso o fato de que os dados sobre sintomas e sua duracao

foram autorreferidos, o que pode introduzir viés de memoria.

Por fim, ressalta-se que os modelos preditivos foram construidos a partir de
uma unica coleta basal, impossibilitando a avaliagcdo da dindmica temporal dos
mediadores imunoldgicos. Ademais, os algoritmos desenvolvidos ainda ndo passaram
por validacdo em coortes externas, o que limita, no presente momento, sua

aplicabilidade clinica imediata.

Sugestbes para Pesquisas Futuras

Com base nos achados e limitagdes, investiga¢des futuras devem priorizar a
validacdo em populagdes maiores e mais heterogéneas, contemplando diferentes
faixas etarias, grupos étnicos e contextos socioeconémicos, de modo a ampliar a
generalizagao dos modelos preditivos aqui propostos. Além disso, torna-se essencial
aprofundar o entendimento dos mecanismos biolégicos que relacionam os perfis
imunologicos basais a suscetibilidade ao SARS-CoV-2 e a variabilidade dos
desfechos clinicos da COVID-19.
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Estudos longitudinais com multiplas coletas seriadas poderdo esclarecer a
estabilidade ou a modulagdo desses perfis frente a fatores como vacinagao,
reinfeccdo ou imunidade hibrida. A integragdo de variaveis clinicas, ambientais e
genéticas podera fortalecer os modelos preditivos e viabilizar ferramentas de
estratificagdo de risco mais robustas. Finalmente, a validagdo externa dos algoritmos
de decisao, em coortes independentes com dados pré-infeccao, sera um passo crucial
para sua translacdo em estratégias clinicas e de saude publica voltadas a prevencgao

e ao manejo precoce da COVID-19.
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CONCLUSAO

Este estudo, conduzido em condigdes de vida real, adotou uma abordagem
inédita ao investigar o valor preditivo de perfis imunoldgicos séricos basais coletados
em individuos ainda nao infectados nem vacinados contra a COVID-19, buscando
preencher uma lacuna critica da literatura, na qual inexistem dados prévios
especificos sobre esse contexto. O delineamento consistiu em uma coorte
observacional prospectiva com Uunica coleta basal de sangue, seguida do
acompanhamento clinico dos participantes, o que possibilitou uma analise
retrospectiva dos biomarcadores séricos em relacdo aos desfechos subsequentes.
Essa estratégia singular permitiu identificar mediadores imunolégicos associados
tanto a suscetibilidade a infecgdo pelo SARS-CoV-2 quanto a evolugao clinica da

doenga.

O objetivo primario foi caracterizar o perfil basal de mediadores imunologicos
séricos em funcionarios do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e verificar sua
associacao com o diagnéstico prospectivo de COVID-19 ao longo de 19 meses de
seguimento. Observou-se que 20 dos 27 mediadores analisados estavam
aumentados entre aqueles que posteriormente desenvolveriam a doenca,
configurando assinaturas imunoldgicas distintas tanto na comparagao entre infectados
e nao infectados quanto nos subgrupos estratificados pelo tempo até o diagndstico.
Perfis basais mais ativados mostraram-se associados ndo apenas a maior risco de
infeccdo, mas também a uma progressdo mais rapida para o diagndstico, indicando
que redes imunologicas prévias mais densas refletem uma ativagdo coordenada

predisponente.

Os objetivos secundarios complementaram esses resultados, acrescentando
nuances relevantes sobre tempo até o diagnédstico, desfechos clinicos e influéncia da
idade. Em relacdo ao intervalo de tempo até o diagnostico, niveis basais mais
elevados de determinados mediadores associaram-se a infec¢do mais precoce e, em
alguns casos, mantiveram-se persistentemente altos, sugerindo susceptibilidade
cronica. Quanto aos desfechos clinicos, redes pré-infeccgdo mais densas
caracterizaram individuos que evoluiram com sintomas, enquanto redes rarefeitas
estiveram associadas a casos graves e a sintomas persistentes, sugerindo falhas na

coordenagao da resposta. Embora mediadores isolados ou categorias funcionais
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tenham apresentado desempenho limitado, a aplicacéo de algoritmos de aprendizado
de maquina permitiu identificar combina¢gdes multivariadas com alta acuracia para
predizer infecgdo, presenga, gravidade e duragao dos sintomas. Nesse cenario, as
arvores de decisdo hierarquizaram mediadores-chave — como GM-CSF, CCL11,
CXCL10 e TNF-a — em cortes objetivos e interpretaveis, reforcando o potencial

desses perfis como ferramentas praticas de estratificagdo de risco.

Outro aspecto relevante foi a influéncia da idade. Nos participantes mais jovens,
alguns mediadores ja se encontravam elevados antes da infecgdo, enquanto o niumero
de diferencas significativas entre os grupos diminuiu progressivamente com o
envelhecimento. Esse padrdao sugere que um estado inflamatério pré-existente,
modulavel pela imunossenescéncia e pela menor plasticidade imune, contribui para
aumentar a suscetibilidade em jovens e reduzir a forga discriminativa dos perfis basais

em individuos mais velhos.

A analise combinada da magnitude do aumento dos mediadores imunolégicos
soluveis observados nos participantes que desenvolveram COVID-19 (GM-CSF, IL-5,
VEGF, IL-13, CCL11 e IL-10) e das variaveis selecionadas nos algoritmos de arvore
de deciséo (GM-CSF, CCL11, CXCL10 e TNF-a) destacou GM-CSF e CCL11 como
preditores centrais do diagndstico prospectivo. A natureza multifuncional dos demais
mediadores identificados sugere a participagdo de diferentes vias imunoldgicas
relacionadas ao risco de infeccdo, ao momento do diagndstico, a presenga e

gravidade dos sintomas, a duragdo da doencga e as variagdes ligadas a faixa etaria.

Os achados imunologicos desta pesquisa adquirem maior relevancia ao serem
interpretados a luz da auséncia de diferencas significativas nas caracteristicas clinicas
e demograficas entre os grupos estudados (Tabela 2). Mesmo sem variagdes
relevantes em fatores classicos de risco, como idade, sexo, IMC ou comorbidades, o
grupo que desenvolveu COVID-19 apresentou, ja no inicio do acompanhamento,
niveis basais elevados de diversos mediadores imunes. Essa observagao sugere a
presenca de um estado inflamatério subclinico pré-existente, ndo explicado por
variaveis convencionais, que pode ter contribuido para a maior susceptibilidade a
infeccdo. Os resultados reforgam o potencial de perfis imunoldgicos basais como

biomarcadores independentes de risco para COVID-19 e destacam a necessidade de
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estudos futuros voltados a elucidacdo de mecanismos imunes precursores da

infeccao.

Trata-se, portanto, do primeiro estudo a acompanhar, durante 19 meses, uma
coorte heterogénea de funcionarios hospitalares — incluindo profissionais da
assisténcia, administrativos e de apoio — com base em perfis imunoldgicos obtidos
antes da infeccdo. Os resultados reforcam o papel de GM-CSF e CCL11 como
preditores centrais e evidenciam a atuacao integrada de mediadores multifuncionais
em diferentes dimensdées da COVID-19. Essa abordagem inovadora ndo apenas
amplia a compreensao das assinaturas imunoldgicas que precedem a infecgdo, mas
também oferece bases solidas para o desenvolvimento de estratégias personalizadas
de triagem, prevencao e intervengao precoce, com aplicabilidade potencial em
cenarios clinicos e de saude publica. Embora alguns mediadores isolados ja tenham
demonstrado desempenho discriminativo relevante nas curvas ROC, a integragao
desses biomarcadores em modelos hierarquicos de arvore de decisdo revelou de
forma mais clara como interagem para classificar os individuos, aumentando a

precisdo e a aplicabilidade clinica das assinaturas imunoldégicas.
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