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“O que sabemos é uma gota; o que ignoramos é um oceano’.

Sir Isaac Newton



Resumo

O presente estudo aplicou modelos distintos de analise descritiva
para explorar as redes integrativas e a linha do tempo cinética dos
mediadores seéricos soluveis, para selecionar um conjunto de
biomarcadores sistémicos aplicaveis ao manejo clinico de pacientes com
COVID-19. Para esse proposito, um total de 246 participantes (82 COVID-
19 e 164 controles saudaveis — HC) foram incluidos em um estudo
observacional prospectivo. Os mediadores séricos soluveis foram
quantificados na admissao hospitalar (DO) e em pontos de tempo
consecutivos (D1-6 e D7-20). Os resultados reforcam que o grupo COVID-
19 exibiu uma tempestade massiva de mediadores séricos soluveis.
Enquanto niveis aumentados de CCL3 e G-CSF foram associados ao
prognostico favoravel de ventilagdo ndo mecéanica (nMV) ou alta, altos
niveis de CXCL10 e IL-6 foram observados em pacientes que progrediram
para ventilagdo mecanica (MV) ou 6bito. No momento da admissao, os
pacientes com COVID-19 apresentavam uma rede complexa e robusta de
mediadores séricos soluveis, com um maior numero de correlagdes fortes
envolvendo IFN-y, IL-1Ra e IL-9 observadas em pacientes que progrediram
para MV ou obito. A analise de regressdao multivariada demonstra a
capacidade dos mediadores soluveis séricos de agrupar a COVID-19 da
HC. As assinaturas de magnitude e a analise da linha do tempo cinética
confirmaram ainda que os pares “CCL3 e G-CSF” e “CXCL10 e IL-6"
estavam associados a progndstico favoravel ou ruim, respectivamente. Um
conjunto selecionado de mediadores sistémicos, incluindo IL-6, IFN-y, IL-
1Ra, IL-13, PDGF e IL-7, foi identificado como marcadores laboratoriais
putativos, potencialmente aplicaveis como registros complementares para

o manejo clinico de pacientes com COVID-19 grave.



ABSTRACT

The present study applied distinct models of descriptive analysis to explore
the integrative networks and the kinetic timeline of serum soluble mediators
to select a set of systemic biomarkers applicable for the clinical
management of COVID-19 patients. For this purpose, a total of 246
participants (82 COVID-19 and 164 healthy controls — HC) were enrolled in
a prospective observational study. Serum soluble mediators were quantified
on hospital admission (D0) and at consecutive timepoints (D1-6 and D7-20).
The results reinforce that the COVID-19 group exhibited a massive storm of
serum soluble mediators. While increased levels of CCL3 and G-CSF were
associated with the favorable prognosis of non-mechanical ventilation
(nMV) or discharge, high levels of CXCL10 and IL-6 were observed in
patients progressing to mechanical ventilation (MV) or death. At the time of
admission, COVID-19 patients presented a complex and robust serum
soluble mediator network, with a higher number of strong correlations
involving IFN-y, IL-1Ra and IL-9 observed in patients progressing to MV or
death. Multivariate regression analysis demonstrates the ability of serum
soluble mediators to cluster COVID-19 from HC. Ascendant fold change
signatures and the kinetic timeline analysis further confirmed that the pairs
“CCL3 and G-CSF” and “CXCL10 and IL-6” were associated with favorable
or poor prognosis, respectively. A selected set of systemic mediators (IL-6,
IFN-y, IL-1Ra, IL-13, PDGF and IL-7) were identified as putative laboratory
markers, applicable as complementary records for the clinical management
of patients with severe COVID-19.
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1. INTRODUGAO
1.1 COVID-19

No final de 2019, um grupo de pacientes com pneumonia de
etiologia desconhecida foi identificado em Wuhan, provincia de
Hubei, China (Li et al., 2020). Em fevereiro de 2020, por meio da
analise da sequéncia genética, foi identificado o agente etiologico:
um novo coronavirus (CoV), nomeado SARS-CoV-2 pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (Zhu et al., 2020a). No
mesmo més, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) definiu a
nomenclatura oficial para a doenga causada por esse Vvirus
como Doenca do Coronavirus 2019 (COVID-19) (World Health
Organization, 2025).

Desde entdo, o SARS-CoV-2 espalhou-se rapidamente pelo
mundo, com um total de 777.691.000 casos reportados pela
Organizagdo Mundial da Saude (World Health Organization Data,
2025). O quadro clinico da COVID-19 é caracterizado principalmente
por pneumonia e sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA), podendo evoluir com diversas complica¢des, como lesdes
hepaticas, cardiacas e renais agudas, além de infecgdes
secundarias e resposta inflamatoria sistémica exacerbada (Anka et
al., 2021a). A auséncia de um tratamento clinico especifico e eficaz
contribuiu para uma elevada taxa de mortalidade, resultando em
mais de 7 milhdes de mortes (“World Health Organization. WHO
Coronavirus (COVID-19) Dashboard Data”, [S.d.]). Tal cenario
impulsionou a realizagao acelerada de estudos com o objetivo de
identificar os principais fatores determinantes da gravidade da
doencga e, assim, orientar o desenvolvimento de intervengcdes mais
eficazes voltadas a reducdo da letalidade e ao controle da

disseminacao viral.
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1.2 Coronavirus
Os coronavirus (CoVs) foram identificados pela primeira vez na

década de 1960. Eles pertencem a ordem Nidovirales (do latim nido,
‘ninho”) e a familia Coronaviridae (Figura 1). As principais
caracteristicas dos virus pertencentes a ordem Nidovirales incluem:
(1) genomas extremamente longos para virus de RNA; (2) alta
capacidade replicativa decorrente da organizagdo genbmica
conservada; e (3) atividades enzimaticas diversas e unicas (Cui; Li;
Shi, 2019a).

A ordem Nidovirales e composta pelas
familias Coronaviridae, Arteriviridae, Mesovirididae e Roniviridae. A
classificagao taxonémica dos Nidovirales baseia-se, principalmente,
nos seguintes critérios: (1) organizacdo do genoma viral; (2)
similaridade das sequéncias genOmicas; (3) propriedades
antigénicas das proteinas virais; (4) mecanismos de replicagéo; (5)
estrutura e propriedades fisico-quimicas dos virions; (6) hospedeiros
naturais; (7) tropismo celular e tecidual; (8) patogenicidade; (9)
citopatologia; e (10) modo de transmissao (Cong; Verlhac; Reggiori,
2017).

A familia Coronaviridae € dividida em duas subfamilias:
Coronavirinae e Torvovirinae. A subfamilia Coronavirinae consiste
em Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus definidos com base em suas relagdes filogenéticas
e estruturas gendémica (CUI; LI; SHI, 2019b).
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Riboviria
(Reino)

Negarnaviricota
(Filo)

Nidovirales
(Ordem})

Picornavirales
(Ordem)

Tymovirales
(Ordem)

Coronavirinae Torovirinae
(Subfamilia) (Subfamilia)
GammaCov DeltaCoV Torovirus Bafinivirus

(Género) (Género) (Género) (Género)

AlphaCoV

BetaCoV
(Género)

(Género)

Embecovirus | Sarbecovirus | Merbecovirus | Nobecovirus | Hibecovirus
(Subgénero) | (Subgénero) | (Subgénero) | (Subgénero) ] (Subgénero)

Figura1. Classificagdo taxondmica e posigcbes para os coronavirus conhecidos. Fonte: autoral,
adaptado de Kirtipal, et al (Kirtipal; Bharadwaj; Kang, 2020).

Os coronavirus (CoVs) sao virus de RNA de fita simples
positiva, envelopados, que apresentam genomas de grandes
dimensbes, variando de 8,4 a 12 kb (Vijgen et al., 2004). Suas
principais  estruturas proteicas incluem: a proteina do
nucleocapsideo (N), a proteina de membrana (M), a proteina do
envelope (E) e a proteina spike (S), conforme ilustrado na Figura
2 (HASOKSUZ; KILIC; SARAC, 2020).

A proteina N forma o nucleocapsideo viral e estabelece
complexos com o RNA, os quais desempenham papéis
fundamentais na transcrigdo, montagem e replicagdo do RNA viral.
Além disso, participa da resposta celular do hospedeiro a infecgao
(Chen; Liu; Guo, 2020).

A proteina M, a mais abundante no virion, possui trés dominios
estruturais, define o formato do envelope viral e interage diretamente

com a proteina N do nucleocapsideo (Neuman et al., 2011).
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N Proteina Spike (S1 e S2)
~ —— Proteina de envelope (E)

>
—a Membrana (M)

Fosfoproteina do
nucleocpisideo (N)

ssRNA(+sense,
~30kb de largura)

Figura 2. Estrutura Coronavirus. As proteinas estruturais e RNA (acido ribonucleico) viral. Fonte:

autoral, adaptado de Kirtipal, et al (Kirtipal, Bharadwaj; Kang, 2020).

A proteina E, embora expressa em grande quantidade no
interior da célula durante o ciclo replicativo, € incorporada em
pequenas quantidades ao envelope do virion (Schoeman; Fielding,
2019). A maior parte da proteina E localiza-se no reticulo
endoplasmatico (RE), no complexo de Golgi e no compartimento
intermediario RE-Golgi, onde atua na montagem e brotamento viral.
Trés funcgbes principais tém sido atribuidas a proteina E: (a) sua
interagdo com as caudas citoplasmaticas da proteina M sugere
participagdo na montagem do virus; (b) seu dominio transmembrana
hidrofébico é essencial para a liberacdo de virions; e (c) esta
envolvida na patogénese viral (HASOKSUZ; KILIC; SARAC, 2020;
Schoeman; Fielding, 2019).

A proteina S é uma glicoproteina de membrana composta por
duas subunidades funcionais: S1, responsavel pela ligagdo ao
receptor celular, e S2, uma proteina transmembrana que promove a
fusdo entre as membranas viral e celular. A proteina S também
medeia a fusao entre células infectadas e células adjacentes nao
infectadas, contribuindo para a propagagéo intercelular do virus.
Alteracdes na glicoproteina S estdo associadas a ampla gama de
hospedeiros dos coronavirus, ao tropismo tecidual diverso e a
inducao de anticorpos neutralizantes (Bosch et al., 2003; Hasoksuz
et al., 2002; Schoeman; Fielding, 2019).

Os coronavirus apresentam ampla diversidade de

hospedeiros, infectando diversas espécies animais, e exibem
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tropismo tecidual complexo. De modo geral,
os alfacoronavirus e betacoronavirus infectam mamiferos, enquanto
0S gamacoronavirus e deltacoronavirus sao predominantes em
aves e peixes, embora alguns também possam infectar mamiferos
(Cui; Li; Shi, 2019b).

Antes de 2019, eram conhecidos seis coronavirus capazes de
infectar seres humanos: (1) HCoV-229E, (2) HCoV-OC43,
(3) HCoV-NL63 e (4) HKU1, geralmente associados a quadros leves
do trato respiratério superior, podendo causar infec¢des graves em
lactentes, criangas pequenas e idosos; e (5) SARS-CoV e
(6) MERS-CoV, ambos com capacidade de atingir o trato respiratério
inferior e causar sindromes respiratorias graves em humanos (Fehr;
Perlman, 2015; Su et al., 2016a).

1.3 SARS-CoV-2
O SARS-CoV-2 pertences a familia Coronoviridae, subfamilia

Coronovirinae, género Betacoronavirus, e ao subgénero
Sarbecovirus (Fehr; Perlman, 2015). E o sétimo
coronavirus conhecido por infectar seres humanos, apés HCoV-
229E, HCoV-NL63, HCoV-0C43, HKU1, MERS-CoV e o SARS-
CoV identificado anteriormente (Cui; Li; Shi, 2019b; Su et al., 2016b;
Zhu et al., 2020b).

Em termos genéticos, o genoma do novo coronavirus isolado
de pacientes com pneumonia em Wuhan apresentou 89% de
identidade nucleotidica com o0 SARS-CoV-ZXC21 de morcego
e 80% com o0 SARS-CoV humano. Por esse motivo, foi
denominado SARS-CoV-2. Trata-se de um virus de RNA de fita
simples, com genoma de 29.903 nucleotideos, que codifica 9.860
aminoacidos (Chan et al., 2020; Zhou et al., 2020c, 2020d; Zhu et
al., 2020c).

Embora a origem exata do virus ainda ndo esteja totalmente

elucidada, analises gendmicas sugerem que o SARS-CoV-2
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provavelmente evoluiu de uma cepa viral presente em
morcegos(Wan et al., 2020b). No entanto, o hospedeiro
intermediario e a via exata de transmissao zoonética para humanos
permanecem incertos. Inicialmente, Ji et al. propuseram
as cobras como possiveis hospedeiros intermediarios (Ji et al.,
2020). Posteriormente, pangolins foram sugeridos como candidatos
potenciais, devido asemelhanca gendmica de 99% entre
coronavirus isolados desses animais e o SARS-CoV-2. Contudo,
essa diferenca de 1% na sequéncia gendmica € considerada
significativa, e evidéncias conclusivas ainda estdo em investigagao

(Yi et al., 2020) — conforme ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Transmiss&o de trés coronavirus: SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 para humanos a
partir de morcegos por meio de hospedeiros intermediarios. Fonte: autoral, adaptado de Kirtipal, et al
(Kirtipal, Bharadwaj; Kang, 2020).

Apos a infeccdo humana, atransmissdao do SARS-CoV-
2 ocorre principalmente por meio de contato proximo, goticulas

respiratérias e aerossois (Kirtipal; Bharadwaj; Kang, 2020).



22

1.4 Ciclo Viral do SARS-CoV-2

Todos os coronavirus compartilham estratégias semelhantes

de entrada e replicacéo celular (Kirtipal; Bharadwaj; Kang, 2020).

A infecgdo inicia-se com a ligagdo da proteina S (spike) ao
receptor da célula hospedeira, etapa fundamental para a
determinagdo da gravidade da infecgdo e da patogénese viral. No
SARS-CoV-2, a proteina S é uma glicoproteina trimérica de fuséo
composta por duas subunidades funcionais: S1, que contém o
dominio de ligagéo ao receptor (RBD), e S2, responsavel pela fuséo
da membrana viral com a membrana da célula hospedeira. A
subunidade S2 é composta por um peptideo de fusdo (PF) e duas
regides de repeticao heptal (HR1 e HR2) (Kirtipal; Bharadwaj; Kang,
2020; Tay et al., 2020).

A fusdo é iniciada quando o dominio S1 da proteina spike se
liga ao receptor enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) na
superficie da célula hospedeira. Esse evento desencadeia a
endocitose viral e a exposicdo de proteases endossOmicas. No
interior do endossomo, a subunidade S1 é clivada, expondo o
peptideo de fusdo, que se insere na membrana da célula. A
subunidade S2, entdo, sofre uma reconfiguragdo estrutural,
promovendo a aproximacgao entre HR1 e HR2, o que resulta na fusao
das membranas e liberagao do conteudo viral no citoplasma (Bosch
et al., 2004; Liu et al., 2004; Xiao et al., 2003) — Figura 4.

Uma caracteristica distintiva do SARS-CoV-2 é a presenca de
um sitio de clivagem da furina (sequéncia “RPPA”) na jungcao S1/S2
da proteina spike — Figura 5. Essa regiao é clivada de forma eficiente
durante a biossintese, ao contrario do que ocorre no SARS-CoV,
cuja proteina spike nao sofre clivagem completa nesse
ponto (Gusev et al., 2022; Walls et al., 2020).
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Figura 4. Ligacédo e entrada do coronavirus nas células das vias aéreas. A glicoproteina spike do
envelope liga-se ao seu receptor celular ACE2. TMPRSS2: Protease transmembrana serina 2; ACE2:
Enzima conversora de angiotensina 2; Proteina S: Proteina Spike. Fonte: autoral, adaptado de Kirtipal,
et al (Kirtipal; Bharadwaj; Kang, 2020).

Além da furina, outras proteases, como TMPRSS2 (protease
transmembrana serina 2) e catepsinas, também participam da
clivagem da proteina S, sendo sua expressdo ampla um fator-chave

para a patogénese da COVID-19 (Hoffmann et al., 2020; Ou et al.,
2020).

SARS-CoV-2 Célula alvo

Proteina S

TMPRSS2

Figura 5. Sitio de clivagem da furina de S1/S2 no SARS-CoV-2. Convertases pro-proteinas (p. ex.,
furina) atuam apods a ligagdo do virus a ACE2. Proteases de superficie celular (p. ex., TMPRSS2)
catalisam a clivagem de S1 e sua separagao do dominio S2. TMPRSS2: Protease transmembrana
serina 2; ACE2: Enzima conversora de angiotensina 2; Proteina S: Proteina Spike; RBD: dominio de
ligacéo ao receptor. Fonte: autoral, adaptado de Gusev, et al (Gusev et al., 2022).
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Uma vez no citoplasma, inicia-se a tradug¢ao do RNA viral e a
replicagdo do genoma, com a produg¢ao de RNAs subgendmicos que
codificam proteinas virais estruturais e nao estruturais. As
proteinas S, M e E s&o inseridas no reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) e transportadas ao compartimento intermediario entre o RER
e o complexo de Golgi. Simultaneamente, a proteina N, associada
ao RNA gendémico, forma os nucleocapsideos, que se associam as
proteinas estruturais no compartimento RE-Golgi. Os virions
formados sdo acondicionados em vesiculas derivadas do Golgi e
exportados por exocitose (Azkur et al., 2020; Chams et al., 2020) —
Figura 6.
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Figura 6. Ligagdo do virus, internalizacdo em células epiteliais e replicagdo. Representagéo
esquematica das organizagdes gendmicas e subgendmicas do SARS-CoV e replicagdo.
TMPRSS2: Protease transmembrana serina 2; ACE2: Enzima conversora de angiotensina 2; RE:
Reticulo endoplasmatico; ERGIC: Compartimento intermediario reticulo endoplasmatico-golgi.
Fonte: autoral, adaptado de Azkur, et al (Azkur et al., 2020).

Estudos de expressao génica demonstraram que o receptor
ACE?2 ¢é altamente expresso em multiplos tecidos, incluindo pulmé&o,
coragado, ileo, rim, bexiga e células endoteliais. No sistema
respiratorio, a ACE2 ¢é especialmente abundante em células
epiteliais da traqueia, bronquios, alvéolos, além de mondcitos e
macrofagos alveolares (Kirtipal; Bharadwaj; Kang, 2020; Zou et al.,
2020). Evidéncias biofisicas e estruturais indicam que a proteina S
do SARS-CoV-2 possui uma afinidade de ligagdo ao ACE2 10 a 20
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vezes maior do que a observada no SARS-CoV (WRAPP et al.,
2020).

Apos a entrada viral, diversos processos intracelulares podem
ser ativados, incluindo apoptose programadae uma forma
intensamente inflamatéria de morte celular denominada piroptose
(ORTEGA-PAZ et al., 2021).

1.5 Ativacao do Sistema Imune
1.5.1 Apresentagao do antigeno
Apos a entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira, o
sistema imunolégico reconhece o virus por meio de seus epitopos
de superficie, desencadeando respostas imune inata e adaptativa. A
resposta inata € iniciada pelo reconhecimento de padrbes
moleculares associados a patégenos (PAMPSs) por receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs), especialmente os receptores
Toll-like (TLRs), expressos em células dendriticas e macréfagos
(Darif et al.,, 2021; Shah et al., 2020). Os TLRs apresentam
distribuicao subcelular especifica, sendo TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9
localizados em endossomos, enquanto outros atuam na membrana
plasmatica. Estao presentes em diversas células imunes, como DCs,
macrofagos, células NK e células T e B (Khanmohammadi; Rezaei,
2021).

No contexto da COVID-19, os TLRs 3, 7 e 8 sao
particularmente relevantes, promovendo a producgao de interferons
(IFNs), TNF-a, IL-6 e IL-12 (Darif et al., 2021; Shah et al., 2020).
Essas respostas contém a infeccao até a ativacdo da imunidade
adaptativa. Nessa fase, os peptideos virais sdo apresentados por
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC):
classe | as células T CD8+ citotoxicas e classe Il as células T CD4+
auxiliares (Azkur et al., 2020; Shah et al., 2020).

A variabilidade genética do MHC pode influenciar a

suscetibilidade e gravidade da doenca (Tavasolian etal., 2021). Uma
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analise in silico da afinidade de ligagao e apresentacao de peptideos
do SARS-CoV-2 ao MHC classe | foi conduzida por Nguyen et al., e
revelou que HLA-A*02:02, HLA-B*15:03 e HLA-C*12:03
apresentaram maior afinidade, em relacédo ao A*25:01, B*46:01 e
C*01:02 (Nguyen et al., 2020).

Células B também sao ativadas diretamente por antigenos
virais ou via interagcdo com células T CD4+, contribuindo para a

resposta humoral (Azkur et al., 2020).

A acao coordenada das células T e B é essencial para eliminar

0 virus e prevenir sua disseminagao.

1.5.2 Resposta Imune Inata
Diversos PRRs participam da detecgdo do RNA viral, incluindo

TLRs endossomais (TLR3, 7, 8, 9), RIG-I e MDAS. Estes ultimos
ativam a proteina MAVS, desencadeando cascatas que envolvem
TRAF3, NF-kB, TBK1, IRF3 e IRF7, culminando na transcri¢do de
IFNs tipo | e citocinas pré-inflamatérias (Khanmohammadi; Rezaei,
2021; Schultze; Aschenbrenner, 2021).

Os IFNSs tipo | se ligam aos receptores IFNAR (cadeia alfa do
receptor de interferon-alfa/beta), ativando JAK1 e Tyk2, e a
fosforilacdo de STAT1/STAT2/IRF9, o que induz a transcricdo de
genes estimulados por interferon (ISGs) com efeitos antivirais
(Gusev et al., 2022; Schultze; Aschenbrenner, 2021).

A capacidade de ajustar a resposta do IFN é crucial, pois tanto
a sua superativagdo quanto a sua subativagdo séo prejudiciais ao
hospedeiro. Uma analise longitudinal confirmou um pico precoce
com subsequente declinio de IFNa, e IFN tipo 1 em pacientes com
COVID-19 leve a moderada, enquanto os niveis aumentaram ainda
mais, principalmente durante a segunda semana em pacientes
graves (LUCAS et al., 2020).A dinamica dos IFNs tipo | em pacientes
graves esta de acordo com os achados em um modelo murino de

infeccao por SARS-CoV-2, ilustrando que os IFNs tipo | nao
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controlam a replicagdo do SARS-CoV-2 in vivo, mas sao importantes

impulsionadores de respostas patoldgicas (Israelow et al., 2020).
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Figura 7. Eventos de sinalizagdo intracelular. SARS-CoV-2 é reconhecido por receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) que reconhecem RNA, incluindo TLR3 e TLR7 endossdmicos, bem
como por RIG-I e MDAS5 citoplasmaticos. ACE2: Enzima conversora de angiotensina 2; IFNAR1: Cadeia
alfa do receptor de interferon-a/B; IkB: Inibidor de kB; IKKo/B/y/e: 1kB quinase o/f/y/e; IRAK1/4: Quinase
1 associada ao receptor de interleucina-1/4; IRF3/7/9: Fator regulador do interferon 3/7/9; ISG: Genes
estimulados por interferon; MDA5: Gene 5 Associado a Diferenciacdo do Melanoma; p50/65: duas
subunidades de NF-kB; RIG-I: Sensores Citosolicos Gene 1 Induzivel por Acido Retindico; RIP1:
Receptor serina/treonina quinase 1; STAT1/2: transdutor de sinal e ativador da transcrigao 1/2; TAB1/2:
Proteina de ligagédo a quinase 1 ativada por TGF-B 1/2; TAK1: TGF-beta quinase ativada; TBK1: quinase
1 de ligagdo ao TANK; TLR3: Receptor toll like tipo 3;TLR7/8: complexo de receptores toll-like tipo 7 e 8;
TRAF3/6: TNF fator 3/6 associado ao receptor; TRIF: Adaptador contendo dominio TIR indutor de
Interferon B; TMPRSS2: Protease transmembrana serina 2. Fonte: autoral, adaptado de Schultze, et al
(Schultze; Aschenbrenner, 2021).

O SARS-CoV-2 emprega uma estratégia multifacetada para
evadir o sistema imunologico e antagonizar o sistema IFN na
COVID-19 (Acharya; Liu; Gack, 2020; Blanco-Melo et al., 2020).
Algumas proteinas do SARS-CoV-2 foram identificadas como
neutralizantes da ac¢ao antiviral do IFN: proteina ndo estrutural 16
(NSP16) suprime o splicing global do mRNA e diminui o
reconhecimento do RNA viral pelos receptores de helicase

intracelulares; proteina ndo estrutural 1 (NSP1) leva a inibi¢gao global
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da tradugcdo do mRNA ao se ligar ao RNA ribossomal 18S no canal
de entrada do mRNA,; proteina ndo estrutural 18 e 9 (NSP18; NSP9)
interferem no trafego de proteinas para a membrana celular
(BANERJEE et al.,, 2020; GORDON et al., 2020). As proteinas
ORF3b, ORF6, ORF8 também sao capazes de inibir IRF3 e IRF7 e
a transcricdo de IFNs (Ramasamy; Subbian, 2021a).Todos os
mecanismos, independentemente, conduzem a redugcdo da
producéo de IFN tipo | pela célula infectada (BANERJEE et al., 2020;
GORDON et al., 2020).

Os TLR 3, 7 e 8 também ativam a secrec¢ao de fator de necrose
tumoral (TNF) e consequentemente ha aumento da secrecgéo da IL-
6 (Ablamunits; Lepsy, 2022; Schultze; Aschenbrenner, 2021).

Os inflamassomas sao outra importante via de ativacdo da
imunidade inata, e a superexpressdo de componentes da via do
inflamassoma foi demonstrada em tecidos pulmonares de pacientes
com COVID-19, principalmente em leucécitos e, em menor
extens&do, em pneumaocitos e células endoteliais vasculares (Potere
et al., 2023).

Eles sdo grandes complexos inflamatdrios encontrados
principalmente no citosol de mondcitos, macrofagos e células
epiteliais de barreira. A proteina intracelular NLRP3 sdo Receptores
de Reconhecimento de Padrdes (PRRs) pertencente a subfamilia de
receptores semelhantes a NOD (NLRs), que sao ativados por
padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) ou padrbes
moleculares associados a danos (DAMPs). Na auséncia de sinais de
ativagdo, a NLRP3 forma um complexo com HSP90 e SGT1 no

citoplasma (Yin et al., 2023).

Embora o mecanismo exato pelo qual o SARS-CoV-2 ativa a
proteina NLRP3 ainda ndo seja completamente compreendido,
estudos sugerem que o virus codifica trés proteinas de canal ibnico
chamadas viroporinas: a proteina E, o ORF3a e a ORF8a (figura 8).

A proteina E forma um canal de ions de calcio (Ca2+) nas
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membranas do Compartimento Intermediario do Aparelho de Golgi e
do Reticulo Endoplasmatico e leva a ativacdo do inflamassoma
NLRP3 através do transporte de Ca2+. A proteina E também ativa o
NF-k como um primeiro sinal da ativagao do inflamassoma NLRP3.
A proteina ORF3a e ORF8a, ativam o inflamassoma NLRP3
induzindo o efluxo de K+ e ativagdo do NF-k3 (SHAH, 2020).

Quando ativada, a NLRP3, juntamente com a proteina
adaptadora ASC PYCARD, forma um complexo ativador de
caspase-1 conhecido como inflamassoma NLRP3, que apods
estimulado ativa a procaspase-1 para gerar a caspase-1 ativa, que
entdo converte o precursor da citocina pré-IL-18 e pr6 IL-18 em IL-
18 e IL-18 maduras. A caspase-1 também cliva a gasdermina D
(GSDMD) para produzir fragmentos N-terminais que migram para a
membrana celular, formando poros que permitem a liberacéo
extracelular de IL-1p e IL-18. A ativagdo da caspase-1 e GSDMD
também pode induzir piroptose. Ao contrario de outras formas de
morte celular programada, a piroptose € caracterizada por edema e
ruptura celular, com liberagcdo de conteudo proé-inflamatoério
intracelular (DINARELLO, 2018; SWANSON; DENG; TING, 2019).

Viroporinas SARS-CoV
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Figura 8. Representacdo esquematica da ativacédo do inflamassoma NLRP3 mediada pelo SARS-CoV

e cascatas inflamatérias subsequentes que levam a inflamagao e morte celular. NF-kb: Fator Nuclear
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Associado ao Membro da Familia TRAF; ORF: Quadros de leitura abertos do SARS-CoV; ERGIC:
Compartimento intermediario reticulo endoplasmatico-golgi; NLRP3: Familia de receptores do tipo OD,
dominio 3 de pirina; IL-1B: Interleucina 1-beta; IL-6: Interleucina 6; IL-18: Interleucina 18; pré- IL1p: Pré
interleucina 1beta; pro-IL-18: Pré interleucina 18; TNF-o: Fator de necrose tumoral alfa. Fonte: autoral,
adaptado de Shah, et al (Shah, 2020).

Uma vez liberadas, a IL-13 e a IL-18 exercem efeitos
pleiotrépicos ligando-se, respectivamente, ao receptor de IL-1 Tipo |
(IL-1RI) e ao receptor a de IL-18 (IL-18Ra) nas células-alvo, levando
a ativacao do NF-kB e subsequente transcrigdo de uma ampla gama
de genes e citocinas pro inflamatérias, como IL-6 (DINARELLO,
2018; KAPLANSKI, 2018).

Lucas et al., em um estudo de analise longitudinal das citocinas
em pacientes com COVID-19, detectou que um aumento de IL-1 B e
IL-18 correlacionava-se com a gravidade da doenga (Lucas et al.,
2020b). Outros estudos observaram que o antagonista do receptor
de IL-1 (IL-1Ra), que bloqueia a IL-1, também foi associado a
COVID-19 grave (Satis et al., 2021; Zhao et al., 2020b).

1.5.3 Resposta Imune Adaptativa
A apresentagao do antigeno desencadeia uma resposta imune

humoral e celular especifica contra a invasao viral, mediada por
células B e T especificas do virus, com a secrecao de citocinas pro-
inflamatdrias, que desempenham um papel crucial na restricdo da
replicacdo viral, na reducédo da inflamagdo e na eliminagcao das
células infectadas (Shah et al., 2020).

O sistema imunoldogico adaptativo consiste em trés tipos
principais de células: células B, células T CD4+ e células T CD8+.
As células B produzem anticorpos. As células T CD4+, conhecidas
como células auxiliares, possuem uma variedade de funcdes
imunoldgicas, incluindo papéis auxiliares e efetores na resposta
imune. As células T CD8+, conhecidas como células T citotdxicas,

destroem as células infectadas (Sette; Crotty, 2021).

Os peptideos virais da SARS-CoV-2 sado reconhecidos por

células apresentadoras de antigeno profissionais, principalmente
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células dendriticas e macrofagos, através das proteinas do MHC de
classe | para as células T citotéxicas CD8+, e MHC de classe Il as
células T CD4+. As células B também podem reconhecer
diretamente os virus e se ativar em resposta a eles, além de interagir
com as células T CD4+ (Azkur et al., 2020).

1.5.3.1 Células T
As células T CD8+ podem induzir a apoptose de células

infectadas por virus através de diferentes vias, incluindo o contato
direto célula-célula mediado pela interacdo entre moléculas de
superficie, como Fas (CD95) e FasL (CD95L). Além disso, o TRAIL
expresso nas celulas T CD8+ pode interagir com seus receptores
DR4 e/ou DR5, induzindo a apoptose de células infectadas. As
células T CD8+ também podem secretar perforinas e granzimas, que
formam poros na membrana celular e induzem a apoptose, através
da ativacdo das caspases. Além disso, as células T CD8+ produzem
citocinas inflamatérias, como IFN-y e TNF, que podem promover
direta ou indiretamente a morte celular de células infectadas por
virus (Schmidt; Varga, 2018).

As células T CD4+ orquestram a imunidade adaptativa,
produzindo citocinas e quimiocinas que aumentam as respostas das
células T CD8+ citotoxicas e séo indispensaveis para a produgao de
anticorpos dependentes de células B e a geragcédo de plasmacitos.
Elas diferenciam-se em subpopulacdes funcionalmente distintas de
células efetoras, Th1, Th2, Th17, T reguladora e Thf (células
auxiliares foliculares), caracterizadas por fatores de transcricéo

especificos (Schmidt; Varga, 2018).

As células Th1 produzem elevadas concentragbes de
interleucina-2 (IL-2) e interferon-gama (IFN-y), atuando como
potentes ativadoras de macréfagos. Por outro lado, as células Th2
promovem a imunidade mediada por eosindfilos e independente de
fagocitos, essencial no combate a parasitas helminticos. Elas
secretam predominantemente IL-4, IL-5 e IL-13, citocinas que

estimulam a produg¢do de anticorpos do tipo IgE. As células Th17
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secretam IL-17, IL-22 e outras citocinas e quimiocinas que recrutam
neutrofilos e mondcitos. As células T reguladoras expressam CD25
e o fator de transcricdo FOXP3 e desempenham um papel
fundamental no controle anti-inflamatério/imunossupressor inibindo
a agao pro-inflamatéria Th1 e Th17, por meio da produgéo de IL-10,
IL-35 e fator de crescimento transformador TGF-B. As células Thf
sdo as auxiliares das células B e sao essenciais para o
desenvolvimento de anticorpos neutralizantes, bem como das
células B de memoéria e da imunidade humoral de longo prazo
(BLUESTONE et al., 2009; CROTTY, 2019; KLEINEWIETFELD;
HAFLER, 2013; SETTE; CROTTY, 2021).

O aumento significativo nos niveis séricos de IL-1p, IFN-y,
CXCL10 e CCL2 em pacientes com infecgdo por SARS-CoV-2
sugere fortemente uma resposta imune predominantemente do tipo
Th1 (Huang et al., 2020a; Tay et al., 2020).

O perfil da resposta imunoldgica mediada pelas células T CD4+
e CD8+ na infecgao por SARS-CoV-2 ainda nao foi completamente
elucidado. No entanto, estudos recentes sugerem que as células T
CD8+ sao detectadas de forma menos consistente do que as células
T CD4+ (Anka et al., 2021b; Sette; Crotty, 2021; Zheng et al., 2020b).
Além disso, as células T CD8+ em pacientes com COVID-19 grave
apresentaram uma redugao significativa na atividade da granzima e
uma superexpressao de receptores inibitérios, incluindo CD279 (PD-
1), 0 que sugere que o virus promove uma ativagao excessiva inicial
seguida pela exaustdo subsequente das células T CD8+ (ANKA et
al., 2021b; ZHENG et al., 2020).

1.5.3.2 Células B
A ativacao das células T CD4+ induz a sua migragéo para os

centros germinativos, onde se diferenciam em células T auxiliares
foliculares (Tfh). A interacdo entre as células Tfth e as células B
foliculares promove uma série de processos, incluindo a troca de
isotipo, hipermutacdo somatica e rapida proliferagao celular. Como

resultado, as células B foliculares se diferenciam em dois subtipos
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principais: plasmocitos produtores de anticorpos de alta afinidade e

longa duragao, ou células B de memaria (Primorac et al., 2022).

Semelhante a muitas outras doencgas virais, um aumento na
IgM especifica do virus na fase aguda, seguido por um aumento na
lgG especifica do virus em fases posteriores, foi observado no curso
da COVID-19 (Sette; Crotty, 2021).

A interagao entre a imunidade celular e humoral é complexa e
pode variar em termos de composicado e eficacia. Uma resposta
humoral tardia e niveis elevados de IgG, IgM e IgA estdo associados

a desfechos clinicos desfavoraveis (Primorac et al., 2022).

1.5.4 Mediadores Séricos Soluveis na COVID-19
A infeccdo por SARS-CoV-2 tem sido associada a uma

resposta imunolégica desproporcional de mediadores séricos
soluveis, incluindo as citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento soluveis (Darif et al., 2021). Distintos perfis de secregéo
destes fatores foram associados a imunopatogénese e desfecho
clinico da COVID-19.

A resposta imune hiperativa do hospedeiro a infeccao por
SARS-CoV-2 leva a uma reagao inflamatéria exagerada. Niveis
circulantes elevados de IL-18, IL-2, IL-6, IL-7, CXCLS, IL-9, IL-10, IL-
17, IL-18, IL-22, IL-33, fator estimulador de colénias de granulécitos
(G-CSF), fator estimulador de colbénias de granulocitos-macrofagos
(GM-CSF), interferon gama (IFN-y), TNF-a., CXCL10, CCL2, CCL3
CCL4 foram relatados em pacientes com COVID-19, particularmente
naqueles internados na unidade de terapia intensiva (UTI)
(Jafarzadeh et al., 2020; Zhou et al., 2020e).

Além disso, amostras do lavado broncoalveolar (LBA) de
pacientes com COVID-19 mostram o acumulo de varias quimiocinas,
como CCL2, CCL3, CCL4, CCL7, CCL8, CCL20, CXCL10,CXCL6 e
CXCL11, sendo que muitas dessas quimiocinas sao secretadas por
mondcitos ou macréfagos (Jafarzadeh et al., 2020; Liao et al., 2020;
Zhou et al., 2020e).
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1.5.4.1 Citocinas
As citocinas desempenham um papel muito importante em

guase todos os aspectos da inflamagado e da imunidade, incluindo
proliferagdo, maturagdo, migracdo e adesao celular. Elas também
desempenham um papel importante na diferenciacéo e ativagao de
células imunes, sendo responsaveis pela regulagdo do equilibrio

entre as respostas imunes inata e adaptativa (Brocker et al., 2010).

1.5.4.1.1 Interleucinas
As interleucinas (ILs), pertencem a familia de citocinas, estao

envolvidas na diferenciagdo e ativacdo de células imunes,
direcionando-as para os locais de infeccdo, aumentando a
sinalizacao de fase aguda, ativando células epiteliais e mediando a

producgao secundaria de citocinas (Brocker et al., 2010).

A interleucina-6 (IL-6) desempenha um papel fundamental na
patogénese da COVID-19, modulando a quimiotaxia dos neutrofilos.
Produzida por uma ampla gama de células, incluindo células
estromais, linfocitos B e T, macrofagos, mondcitos, células
dendriticas, mastocitos e células n&o linfociticas, como fibroblastos
e células endoteliais, a IL-6 esta criticamente envolvida na
inflamagéo. Ela aumenta a produgao de proteinas da fase aguda e
niveis elevados de IL-6 podem ativar o sistema de coagulagéo e
aumentar a permeabilidade vascular, facilitando a disseminagao da
inflamacdo. Além disso, a producdo de IL-6 € amplificada pela
presenca de IL-13 e TNF-a (Brocker et al., 2010; Scheller; Rose-
John, 2006).

Revisbes sistematicas e metanalises tém demonstrado que
niveis séricos elevados de IL-6 sao observados em mais de 50% dos
pacientes com COVID-19(Fara et al., 2020; PACES et al., 2020) e
estdo associados a desfechos clinicos adversos, incluindo

tempestade de citocinas, admissao em unidade de terapia intensiva
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(UTI), SDRA e 6bito (Chau et al., 2021; Ling et al., 2021; Zhou et al.,
2020a) .

O SARS-CoV-2 demonstrou induzir a secrec¢ao de citocinas da
familia IL-1, IL-1p e IL-18, que desempenham papéis importantes na
inflamagéo, hematopoiese e fibrose (Dinarello, 2018b; Qin et al.,
2020; TUFAN; AVANOGLU GULER; MATUCCI-CERINIC, 2020).
Estudos tém relatado niveis elevados de citocinas da familia IL-1 no
plasma de pacientes com COVID-19, com niveis significativamente
mais altos observados em casos graves em comparagao com casos
leves (Henry et al., 2020; Lucas et al., 2020b; Qin et al., 2020).

A infeccdo por SARS-CoV-2 induz a ativacdo e maturacéo da
IL-18, que subsequentemente ativa outras citocinas pro-
inflamatérias, incluindo IL-6 e TNF-a. Niveis elevados de IL-1p tém
sido associados a SDRA, hipercoagulagéo, coagulagéao intravascular
disseminada e a maioria dos casos graves de COVID-19 (Costela-
Ruiz et al., 2020; Ong et al., 2020).

A IL-17 é produzida por linfécitos Th17 e outras células,
incluindo células T CD8+ e células NK. A IL-17 atua como uma
citocina neutrofilica promotora de inflamagé&o cujos niveis aumentam
durante processos inflamatérios e doencas autoimunes
(Fajgenbaum; June, 2020a). A dinamica da interleucina-17 (IL-17)
na infeccdo por SARS-CoV-2 permanece controversa, com
resultados conflitantes. Alguns estudos sugerem que os niveis de IL-
17 estdo aumentados em pacientes com COVID-19 e apresentam
uma correlagéo positiva com a gravidade da doenga (Huang et al.,
2020b; Pacha; Sallman; Evans, 2020). Outros estudos, como o de
Wan et al., ndo encontraram diferengas significativas nos niveis de
IL-17 entre pacientes com COVID-19 grave e leve, bem como entre
individuos néo infectados e pacientes com COVID-19 (Wan et al.,
2020a).

Dentre as citocinas reguladoras, a IL-10 € uma das mais bem

caracterizadas na infecgao por SARS-CoV-2. Ela atua como uma
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citocina anti-inflamatéria e € um regulador de feedback importante,
modulando negativamente a imunidade inata e adaptativa por meio
de efeitos imunossupressores. E secretada por varios tipos de
células, incluindo subconjuntos de células Th1, Th2 e Th17, células
TReg, células TCD8+, células B, mastdcitos, eosindfilos, macrofagos
e células dendritica. A IL-10 esta elevada na COVID-19 (Sun et al.,
2020), e acredita-se que este seja um mecanismo de feedback
negativo para suprimir a inflamagdo e desfechos clinicos

desfavoraveis como SDRA e 6bito (Hsu et al., 2022).

1.5.4.1.2 Interferons
Os interferons s&o citocinas antivirais que inibem a replicacao

viral e estimulam as respostas imunes inata e adaptativa,
desempenhando um papel crucial na resposta imunolégica a
infecgbes virais. Eles sao secretados por células dendriticas,
linfocitos, macrofagos, fibroblastos, células endoteliais e
osteoblastos. Sao classificados em trés tipos principais com base
nos receptores de sinal: IFN tipo | (IFN-I; IFN-a. e IFN-B), IFN tipo Il
(IFN-y) e IFN tipo Il (IFN-A1)(Gresser, 1990; Rojas et al., 2021).

Evidéncias crescentes tém destacado o papel crucial das
respostas ao IFN-y no desenvolvimento de COVID-19 grave, com
diversos mecanismos que exacerbam a hiperinflamacdo. Estudos
longitudinais recentes demonstraram que os niveis de IFN-o no
sangue periférico permanecem elevados em pacientes com COVID-
19 grave. Além disso, os mondcitos classicos exibem respostas
inflamatorias induzidas tanto por IFN-y quanto por TNF-a e IL-1B
(Lee et al., 2020).

1.5.4.1.3 TNF-a
O TNF-a é uma citocina proé-inflamatéria secretada por

macrofagos, monaocitos, células Th1, células Th17, células T CD8+
e células dendriticas durante a fase aguda da inflamacgao ou infecgéo
(Hsu et al., 2022). E um importante mediador pleiotrépico das

respostas  inflamatorias  sisttmicas agudas e  regula
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simultaneamente a apoptose e a proliferagao celular, promovendo a

producao de outras quimiocinas e citocinas (Guo et al., 2022).

Em pacientes com COVID-19 ha aumento de secregédo de TNF-
a (Feldmann et al., 2020), e em casos graves de COVID-19, niveis
sisttmicos elevados de TNF-o foram associados a SDRA,
coagulagao intravascular disseminada e menor sobrevida (Jia et al.,
2021; Montazersaheb et al., 2022; Song et al., 2020; Wang et al.,
2020Db).

1.5.4.2 Quimiocinas
As quimiocinas séo citocinas com propriedades quimiotaticas

que regulam os padrdes migratérios e o posicionamento das células
do sistema imune, desempenhando um papel essencial nos
processos inflamatorios e na resposta imunolégica (Griffith; Sokol;
Luster, 2014) e estdo diretamente envolvidos na patogénese de
desfechos clinicos graves da COVID-19, como 6bito (Hsu et al.,
2022).

A CXCL10, também conhecida como IP-10, pertence a familia
das quimiocinas C-X-C. Liga-se ao receptor CXCR3 e atua como
quimiotatico para células imunes. Isso aumenta a quimiotaxia, a
apoptose, o crescimento celular, a angiogénese e o recrutamento de
macrofagos, células Th1 e células NK (Liu et al.,, 2011). Varios
estudos demonstraram que na COVID-19, os niveis séricos de
CXCL10 estdo altamente associados a gravidade da doenga e a
carga viral (Darif et al., 2021; Ghazavi et al., 2021; Guo et al., 2021;
Pons et al., 2021; Yang et al., 2020).

A CCL3 ou proteina inflamatéria de macrofagos-1 alfa (MIP-1a)
€ uma quimiocina CC envolvida na adesao e migracgao celular. Em
pacientes com COVID-19, foi associada a tempestade de citocinas
(Ramasamy; Subbian, 2021b).

A CCL2 ou proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) é
uma quimiocina da familia CC que desempenha um papel

fundamental no processo inflamatério. Ela atua como um potente
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agente quimiotatico, atraindo mondcitos e outras células
inflamatdrias para o local da inflamacgao, e também pode intensificar
a expressao de outros fatores e células inflamatérias (Singh; Anshita;
Ravichandiran, 2021). Pesquisadores demonstraram que a CCL2 e
seu receptor (CCR2) estdo envolvidos no recrutamento de
mondcitos e na infiltragdo dessas células nos pulmbdes de pacientes
com COVID-19. Além disso, niveis elevados de CCL2 foram
observados no LBA de pacientes com COVID-19 grave, o que esta
relacionado a tempestade de citocinas e promocgao de infiltracao de
células mieloides nas vias aéreas e danos alveolares adicionais
(Ranjbar et al., 2022).

1.5.4.3 Fatores Estimulador de Col6nias
A superfamilia dos fatores estimuladores de col6nias (CSF)

estao envolvidos na mielopoese, ou seja, na geragao de mondcitos,
macrofagos, células dendriticas e fagocitos polimorfonucleares (p.
ex., neutrdéfilos e eosindfilos). A familia possui 2 membros principais:
G-CSF e GM-CSF (Becher; Tugues; Greter, 2016).

Essas glicoproteinas tém diversas origens celulares, incluindo
macroéfagos, células T, mastocitos, células NK, células endoteliais e
fibroblastos. Inicialmente, eles foram relacionados como fator de
crescimento hematopoiético, mas acredita-se atualmente que
desempenhe um papel essencial na coordenagdo da resposta
imunolégica entre linfocitos e células mieloides, estimulando a
secrecao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6 e
TNF) (Becher; Tugues; Greter, 2016).

Na COVID-19 os niveis séricos de G-CSF e GM-CSF sao
regulados positivamente. As porcentagens de células T CD4+, T
CD8+, células natural killer e células B que expressam GM-CSF sao
significativamente maiores no soro de pacientes com COVID-19 em
comparacgao com controles saudaveis e COVID-19 leve. Além disto,
ha evidéncias de que a expansao de células imunes que expressam
GM-CSF se correlaciona com a gravidade da doenga na COVID-19
(Mehta et al., 2020).
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1.5.5 Tempestade de Citocinas
O termo “tempestade de citocinas” refere-se a superproducao

de citocinas inflamatdrias por células imunes hiperativadas. Isso
ocorre devido a uma resposta imunologica desproporcional, de
etiologia variada e pode causar sindrome de resposta inflamatéria
sistémica (SIRS), disfungcdo multipla de 6rgaos e 6bito (Fajgenbaum,;
June, 2020b).

Durante uma tempestade de citocinas, niveis elevados de
citocinas circulatérias desencadeiam um ciclo de feedback positivo
nas células imunes. Isso leva ao recrutamento continuo dessas
células para os locais de inflamagdo, causando um aumento
exponencial tanto da inflamag&o quanto da lesdo aos 6rgaos (Song
et al., 2020).

Na COVID-19, o SARS-CoV-2 estimula varias células
infectadas, incluindo células epiteliais pulmonares e macréfagos
alveolares, a liberar citocinas e quimiocinas. Os principais
mediadores envolvidos nas tempestades de citocinas sao ILs, IFNs,
TNFs, CSFs e a familia das quimiocinas. As quimiocinas, por sua
vez, ativam macrofagos, células dendriticas e outras células imunes
para induzir uma resposta inflamatoria agressiva e a liberagao
subsequente de um grande numero de mediadores séricos soluveis
pro-inflamatérios desencadeando uma tempestade de citocinas
(tabela 1). Ap6s isso, as quimiocinas recrutam células inflamatérias
adicionais, como monacitos e fagoécitos, para o local da inflamacéao,
resultando em uma amplificacdo da cascata da resposta inflamatoria
(Hsu et al., 2022).

A tempestade de citocinas foi observada em casos graves de
COVID-19 e desencadeia uma resposta inflamatoria sistémica

exacerbada com alta mortalidade (Darif et al., 2021).

Varios mecanismos tém sido implicados na tempestade de
citocinas induzida pelo SARS-CoV-2. Estudos recentes sugerem

gue uma resposta atrasada ao interferon e a replicagao viral precoce
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nos pulmdes, combinadas com um aumento do influxo de células
imunes inatas, podem contribuir para o dano tecidual e perpetuar um
ciclo inflamatério de auto amplificagdo. Esse processo pode ser
impulsionado pela liberagao descontrolada de citocinas inflamatérias

induzidas pelo fator de transcricdo NF-kB, que esta associado a

patogénese da COVID-19 (Blanco-Melo et al., 2020).

Tabela 1. Mediadores Séricos Soluveis na Tempestade de Citocinas

Mediadores

Fonte de célula Principal

Tipo e Funcéo

Interleucina-1

Interleucina-2

Interleucina-6

Interleucina-9

Interleucina-10

Interleucina-12

Interleucina-17

Interleucina-18

Interleucina-33

Citocinas e fatores de crescimento

Macréfagos, células epiteliais,
células piroptdticas

Células T

Macréfagos, células T,
células endoteliais

Célula Th9

Células T reguladoras,
células Th9

Células dendriticas,
macrofagos

Células Th17, células NK,
células linfoides inatas do
grupo 3

Mondcitos, macréfagos,
células dendriticas

Macréfagos, células
dendriticas, mastdcitos,
células epiteliais

Citocina alarmina pro-
inflamatoria; funcao
pirogénica, macréfagos e
ativacao de células Th17
Fator de crescimento de
células T efetoras e
reguladoras

Citocina pré-inflamatoria;
fungdo pirogénica, aumento
da produgéao de anticorpos,
inducdo de reagentes de fase
aguda

Protecao contra infecgdes por
helmintos, ativagdo de
mastoécitos, associagdo com
interferon tipo | na Covid-19
Citocina anti-inflamatéria;
inibicdo de células Th1 e
liberagao de citocina
Ativacao da via Th1; indugao
de interferon-y de células
Th1, CTLs e células NK;
atuagdo em sinergia com a
interleucina-18
Promovendo inflamacéao
neutrofilica, protegéo contra
infecgbes bacterianas e
fungicas

Citocina alarmina proé-
inflamatdria; ativacdo da via
Th1, atuando em sinergia
com a interleucina-12

Citocina alarmina pré-
inflamatéria; amplificagao de
células Th1 e Th2, ativagao
de células NK, CTLs e
mastocitos



Interferon-y

Fator de necrose
tumoral

GM-CSF

VEGF

Interleucina-8
(CXCLS8)

MIG (CXCL9)

IP-10 (CXCL10)

MCP-1 (CCL2)

MIP-1a (CCL3)

MIP-1B (CCL4)

BLC (CXCL13)

Células Th1, CTLs, células
linfoides inatas do grupo 1 e
células NK
Macréfagos, células T,
células NK, mastécitos
Células Th17
Macrofagos

Quimiocinas

Macrofagos, células epiteliais

Mondcitos, células
endoteliais, queratindcitos

Mondcitos, células
endoteliais, queratindcitos

Macrofagos, células
dendriticas, miocitos
cardiacos

Monécitos, neutrofilos, células
dendriticas, células NK,
mastdcitos

Macrofagos, neutrdfilos,
endotélio

Células B, células dendriticas
foliculares
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Citocina pro-inflamatéria;
ativacao de macrofagos

Aumento da permeabilidade
vascular; fungao pirogénica
Citocina pré-inflamatéria
Angiogénese

Recrutamento de neutrdfilos

Quimiocina induzivel por
interferon; recrutamento de
células Th1, células NK,
células dendriticas
plasmocitoides

Quimiocina induzivel por
interferon; recrutamento de
macrofagos, células Th1,
células NK

Recrutamento de células Th2,
monacitos, células
dendriticas, basofilos
Recrutamento de
macroéfagos, células Th1,
células NK, eosindfilos,
células dendriticas; funcao
pirogénica

Recrutamento de
macrofagos, células Th1,
células NK, células
dendriticas

Recrutamento de células B,
células T CD4, células
dendriticas

1.6 Fisiopatologia

O SARS-CoV-2 utiliza o receptor da enzima conversora de

angiotensina 2 (ACEZ2) para facilitar sua entrada nas células-alvo, o

que resulta na regulacdo negativa desses receptores e no

consequente aumento da produgdo de angiotensina 2 (AT2). A

elevacdo dos niveis de Ang 2 pode aumentar a permeabilidade

vascular pulmonar e contribuir para lesdes pulmonares. Cerca de

83% dos receptores ACE2 estéo localizados na superficie luminal

das células epiteliais alveolares do tipo Il, tornando essas células os

principais alvos da infecg¢ao viral (Ochani et al., 2021). Além disso, a

ampla expressao de ACE2 em tecidos extrapulmonares — como

coragao, rins, endotélio e trato gastrointestinal — pode estar
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associada a disfungcdo multiorganica observada em pacientes com
COVID-19 (Zhang et al., 2020).

As fases clinicas da infeccdo pelo SARS-CoV-2 podem ser
categorizadas em trés fases: (1) fase de viremia, na qual o virus
entra no sangue periférico a partir dos pulmoes; (2) fase aguda ou
pneumonia, em que pacientes imunocomprometidos podem evoluir
para um quadro critico, em que pacientes imunocomprometidos
podem evoluir para um quadro critico, marcado por linfopenia
significativa (com reducao dos linfocitos T e B), elevacao acentuada
de citocinas inflamatérias e alteracbes nos marcadores de
coagulagao, como niveis elevados de dimero D; (3) fase de
recuperacado ou de disseminacgao inflamatdria na qual pode haver
melhora clinica progressiva ou, alternativamente, evolugcdo para
coagulacdo intravascular disseminada (CIVD) e disfungéo
multiorganica, associadas a ativacdo exacerbada da cascata de

coagulacao e a tempestade de citocinas (Ochani et al., 2021).

Achados histopatoldgicos na biopsia pulmonar em pacientes
com SDRA demonstram dano alveolar difuso com exsudatos
fibromixoides celulares, edema pulmonar, descamacdo de
pneumocitos e formagao de membrana hialina. Além disso, também
foi observado infiltrados inflamatérios mononucleares intersticiais,
dominados por linfécitos (Tian et al., 2020; Xu et al., 2020).

A expressdo de ACE2 foi identificada no endotélio arterial e
venoso de varios 6rgaos. Em pacientes com COVID-19 a lesao
endotelial mediada pelo SARS-CoV-2 caracterizada por niveis
elevados de fator de von Willebran e a endotelite, marcada pela
presenca de neutréfilos e macréfagos ativados, foram evidenciadas
em multiplos leitos vasculares, incluindo pulmdes, rins, coracéo,
intestino delgado e figado (Gupta et al., 2020; Varga et al., 2020).
Essa agressao ao endotélio pode desencadear uma producgao
excessiva de trombina, inibir a fibrindlise e ativar vias do sistema

complemento, promovendo um estado de tromboinflamagdo que
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culmina na deposicdo de microtrombos e na disfungcdo da
microvasculatura (Bikdeli et al., 2020; Gupta et al., 2020). Ademais,
a interacao entre plaquetas e neutrdfilos, assim como a ativagao de
macrofagos, pode intensificar a resposta pré-inflamatéria por meio
da liberacao de citocinas, da formacao de armadilhas extracelulares
de neutrofilos (NETs) e do acumulo de fibrina e/ou microtrombos. As
NETSs, por sua vez, podem causar danos adicionais ao endotélio e
ativar tanto a via extrinseca quanto a via intrinseca da coagulagéo
(Gupta et al., 2020; Zuo et al., 2020).

A lesao renal aguda (LRA) é uma complicagao frequente em
pacientes com COVID-19, sendo caracterizada por hipotensao,
comprometimento da microvasculatura renal, reducéo da perfusio e
disturbios hemostaticos (Batlle et al., 2020). O SARS-CoV-2 pode
infectar diretamente células renais que expressam o receptor ACE2,
como os tubulos proximais e os poddcitos, promovendo o acumulo
de angiotensina 2 e o desequilibrio do sistema renina-angiotensina.
Esses eventos contribuem para disfungdo glomerular, fibrose
intersticial, vasoconstricdo e resposta inflamatoria exacerbada
(Vaduganathan et al., 2020). Além disso, citocinas inflamatdrias,
como a interleucina-6 (IL-6), podem interagir com as células renais,
aumentando a permeabilidade vascular e agravando o dano renal
(Taverna et al., 2021). Os interferons (IFNs), por sua vez, também
desempenham um papel importante, contribuindo para a perda de
poddcitos e estimulando processos de glomeruloesclerose, o que

perpetua o desenvolvimento da LRA (Legrand et al., 2021).

O SARS-CoV-2 também  demonstra  propriedades
neuroinvasivas, que permitem sua disseminagao do trato respiratorio
superior para o sistema nervoso central (SNC) por meio do bulbo
olfatério, promovendo inflamacao e desmielinizagdo neural (Asadi-
Pooya; Simani, 2020). A presenca de receptores ACE2 nas células
ciliadas da mucosa olfatéria possibilita que o virus atinja o liquido
cefalorraquidiano (LCR) em um periodo de até sete dias apos a

infeccdo, o que pode desencadear uma resposta inflamatdria
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exacerbada com aumento da producdo de citocinas pré-
inflamatdrias, como TNF-a e IL-6. Essa resposta inflamatéria pode
resultar em danos estruturais e disfungdes metabdlicas no SNC (Hsu
et al., 2022).

O SARS-CoV-2 pode infectar diretamente os cardiomidcitos,
provocando lesdo miocardica e desencadeando uma intensa
resposta imune (Hsu et al.,, 2022). As alteragdes cardiacas
associadas incluem espasmo coronariano, lesao hipoxica, formacao
de microtrombos, lesédo endotelial vascular direta,
hipercoagulabilidade e instabilidade de placas aterosclerdticas.
Esses mecanismos patoldgicos elevam significativamente o risco de
infarto agudo do miocardio, decorrente de oclusdo coronariana

aguda (Ackermann et al., 2020).

A lesao hepatica na COVID-19 pode ser causada diretamente
pela infec¢ao viral das células hepaticas, e o grau de lesédo hepatica
parece estar correlacionado com a gravidade da doenga. Os
mecanismos que causam lesdo hepatica em pacientes com COVID-
19 permanecem obscuros; no entanto diversas teorias foram
postuladas: (1) infeccdo viral direta de células epiteliais
gastrointestinais mediada por ACE2 para desregular as fungdes
hepaticas; (2) estado critico do paciente e lesdes imunomediadas,
como tempestade de citocinas, hipdxia associada a pneumonia, ou
ativacao do sistema complemento mediada por IL-6 e consequente
aumento da permeabilidade vascular; e (3) hepatotoxicidade por

farmacos (Hsu et al., 2022).

Um estudo de autopsia conduzido por Wichmann et al.
demonstrou uma alta incidéncia de Trombose Venosa Profunda
(TVP) (58%), com um terco dos pacientes com COVID-19
apresentando Embolia Pulmonar (EP) como causa direta de obito
(Wichmann et al., 2020).
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Outros achados histopatolégicos incluem atrofia esplénica,
necrose dos linfonodos hilares e hemorragia focal no rim (Ochani et
al., 2021)

1.7 Manifestagoes Clinicas
As manifestagdes clinicas descritas neste estudo referem-se as

cepas B.1.1.28 e B.1.1.33 do SARS-CoV-2, que foram as duas
principais linhagens virais em circulacao no Brasil até 2021 (“Saude
MdS-SdVe. 52 Boletim Epidemioldgico Especial - Doenca pelo Coronavirus
COVID-19 2021 04/03/2021”, 2021). E importante notar que outras

variantes do virus podem apresentar quadros clinicos distintos.

O periodo de incubacdo do SARS-CoV-2 varia entre 1 e 14
dias. No entanto, o periodo médio predominante € de 3 a 7 dias (Hsu
et al., 2022).

O espectro clinico da infeccdo por SARS-CoV-2 é amplo,
abrangendo infecgdo assintomatica, doenca leve do trato
respiratério superior, até pneumonia viral grave com insuficiéncia
respiratéria, SDRA, CIVD e o6bito (Zhou et al., 2020b).

A COVID-19 apresenta inicialmente sintomas semelhantes aos
da gripe, incluindo febre, tosse seca, mialgia, fadiga, dispneia e
anorexia. Apresentagcbes atipicas incluem diarreia e nausea.
Quadros graves podem progredir para lesdo pulmonar aguda grave
SIRS e SDRA. As manifestagcbes extrapulmonares incluem os
sistemas  neurologico, olfatorio, cardiovascular, digestivo,

hepatobiliar, renal, endocrinolégico e dermatolégico.

A lesao renal aguda (LRA) € uma complicagao frequente da
COVID-19, associada a uma maior mortalidade. Estudos tém
demonstrado que a LRA ocorre em uma proporg¢ao significativa de
pacientes hospitalizados com COVID-19, com taxas de 37% a 90%
em pacientes gravemente doentes, aumentando proporcionalmente
a gravidade da doenca. Além disso, a necessidade de dialise €
comum, afetando cerca de 14% dos pacientes (Argenziano et al.,

2020; Hirsch et al., 2020). Anormalidades urinarias, como hematuria
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e proteinuria, sdo também frequentes, com relatos de até 87% de
proteinuria em pacientes gravemente enfermos (Cummings et al.,
2020a; Hirsch et al., 2020). Alteragcbes eletroliticas, incluindo
hipercalemia e acidose, sdo comuns em pacientes com COVID-19,
mesmo na auséncia de LRA, possivelmente devido a alta renovacgao

celular associada a doenga (Gupta et al., 2020).

Pacientes com COVID-19 podem apresentar uma variedade de
sintomas neuroldgicos leves e inespecificos, incluindo cefaleia (8-
42%), tontura (12%), mialgia e/ou fadiga (11-44%), anorexia (40%),
anosmia (5%) e ageusia (5%) (Ellul et al., 2020; Gupta et al., 2020).
Em casos mais graves, podem ocorrer complicagdes neurologicas
mais graves, como acidente vascular cerebral agudo (6%), confuséo
ou comprometimento da consciéncia (8-9%) (Morassi et al., 2020); e
polineuropatia desmielinizante inflamatéria aguda (sindrome de
Guillain-Barré) (Pimentel et al., 2023; Zhao et al., 2020a). Além
disso, casos de meningoencefalite, sindrome da encefalopatia
hemorragica posterior reversivel e encefalopatia necrosante aguda
também foram relatados (Ellul et al., 2020; Gupta et al., 2020).

Revisbes abrangentes descreveram as manifestacbes neuro-
oftalmolégicas da COVID-19, incluindo congestdo conjuntival
isolada, neurite Optica, conjuntivite e alteragdes retinianas (Cheema
et al., 2020; Gold; Galetta, 2021; Wesselingh; Wesselingh, 2023; Wu
et al., 2020).

Diversas apresentacdes cardiovasculares da COVID-19 foram
relatadas. O SARS-CoV-2 pode causar danos cardiovasculares
diretos e indiretos, incluindo lesdo miocardica, sindromes coronarias
agudas (SCA), cardiomiopatia, cor pulmonale agudo, arritmias e
choque cardiogénico, bem como as complicagbes trombéticas
(Clerkin et al., 2020; Driggin et al., 2020; Ullah et al., 2020). A lesao
miocardica, com elevacdo de biomarcadores cardiacos acima do
percentil 99 do limite superior de referéncia, ocorreu em 20 a 30%

dos pacientes hospitalizados com COVID-19, com taxas mais altas
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(55%) entre aqueles com doenga cardiovascular preexistente (Guo
et al., 2020; Ullah et al., 2020).

Wang et al, em um estudo com 138 pacientes internados com
COVID19 observou que arritmias cardiacas, como fibrilagao atrial de
inicio recente, bloqueio cardiaco e arritmias ventriculares, sdo
prevalentes, ocorrendo em 17% dos pacientes hospitalizados e 44%

dos pacientes em UTI (Wang et al., 2020a).

As manifestacbes gastrointestinais mais frequentes sao dor
abdominal, vémitos, diarreia, anorexia e nauseas. A prevaléncia dos
sintomas pode variar de acordo com as caracteristicas da populacéo
estudada (Gupta et al., 2020).

As manifestagdes endocrinologicas incluem hiperglicemia
exacerbada, cetose euglicémica e cetoacidose diabética (Gupta et
al., 2020).

As manifestagdes cutdneas mais comuns associadas a
COVID-19 incluem lesbes maculopapulares, seguidas por lesdes do
tipo chilblain, urticaria, lesdes livedoides/necréticas, lesbes
vesiculares e outras erupcdes cutdneas ndo especificas. E
importante notar que n&o ha uma manifestacdo cuténea
patognoménica da COVID-19, pois essas lesbes também podem ser
observadas em outras infecg¢des virais (Arefinia et al., 2023; Danarti
et al., 2023).

A taxa de mortalidade associada a COVID-19 aumenta
progressivamente com a idade, observando-se um aumento
significativo acima dos 80 anos. Além disso, a presenca de
comorbidades, como diabetes, doenga cardiaca, doencga renal
cronica, doenca pulmonar crébnica e outros fatores
sociodemograficos também estdo associados a um aumento na taxa
de mortalidade (Chow et al., 2020; Hsu et al., 2022).
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1.8 Métodos Diagnésticos
Em resposta a rapida disseminagdo da COVID-19, varias

técnicas de diagndstico foram propostas para detectar a infecgao por
SARS-CoV-2. No entanto, nem todas as abordagens sugeridas
foram validadas para uso clinico ou aceitas para diagndstico.
Atualmente, as duas principais categorias de técnicas de diagnostico
recomendadas pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e pela
Food and Drug Administration (FDA) incluem: (1) testes de
amplificagdo de acido nucleico (NAAT) e (2) testes soroldgicos para

deteccao de antigenos virais (Chung et al., 2024).

A reagao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
(RT-gPCR) é a técnica mais proeminente na categoria NAAT para a
deteccdo de SARS-CoV-2. Considerada o padrao-ouro pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a RT-gPCR é amplamente
utilizada devido a sua alta sensibilidade e especificidade
(Castellanos; Somoza, 2023). Diversos tipos de amostras clinicas
sdo adequadas para RT-gPCR, incluindo swabs nasofaringeos,
swabs orofaringeos, saliva orofaringea posterior e escarro. O swab
nasofaringeo é considerado o padrao-ouro para detecgdo de SARS-
CoV-2, gragas a sua ampla aplicagdo na detecgéo de patdégenos
respiratérios e facilidade de obtencéo (Tan et al., 2021; Wang et al.,
2020c).

Os testes soroldgicos para detecgdo de SARS-CoV-2 podem
ser classificados em duas categorias principais: testes baseados em
anticorpos e testes baseados em antigenos (Maia et al., 2022). Os
testes baseados em anticorpos detectam a presencga de anticorpos
especificos contra o virus no hospedeiro, enquanto os testes
baseados em antigenos detectam a presencga de antigenos virais.
No entanto, os testes soroldgicos baseados em anticorpos néo sao
recomendados para o diagnostico de infeccdo aguda por SARS-
CoV-2, pois os pacientes podem levar de 1 a 2 semanas para

produzir anticorpos detectaveis. Em vez disso, esses testes sdo uteis
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para determinar se um individuo ja foi infectado ou se recuperou de
SARS-CoV-2 anteriormente (Chung et al., 2024).

Em contraste, os testes baseados em antigenos tém alto valor
diagndstico para deteccao de infecgao viral atual, pois a presenca
de antigenos indica infecgdo ativa. A detecgdo de antigenos do
SARS-CoV-2 pode ser realizada por meio de kits de teste rapido de
antigeno (RAT) ou ensaio de imunoadsor¢ao enzimatica (ELISA),
que empregam anticorpos de captura direcionados as proteinas

spike ou nucleocapsideo do virus (Chung et al., 2024).

1.9 Tratamento
O tratamento da COVID-19 envolve uma estratégia

diversificada, que visa prevenir a replicagao viral e aliviar sintomas e
complicagdes. Durante a pandemia, varios ensaios clinicos foram
realizados para avaliar medicamentos existentes e descobrir novos
tratamentos. Atualmente, existem varios medicamentos aprovados
para o tratamento da COVID-19, com destaque para terapias

antivirais e imunomoduladora (Choi et al., 2024; Chung et al., 2024).

Os principais antivirais sdo: remdesivir € nirmatrelvir-ritonavir
(Paxlovid). O remdesivir € um pré-farmaco nucleotideo que tem
como alvo a RNA polimerase dependente de RNA viral (RdRp) do
SAR-CoV-2. Os ensaios clinicos indicaram que o Remdesivir
poderia reduzir o risco de 6bito ou hospitalizagcdo em 87% quando
comparado a um placebo e que o efeito da medicagao depende do
estagio de replicagéo viral, sendo o Remdesivir eficaz no estagio
inicial da infecgao (Gottlieb et al., 2022; Pan et al., 2022).

O Nirmatrelvir-ritonavir (Paxlovid) € uma combinacdo de
Nirmatrelvir, um inibidor de protease, e ritonavir, um inibidor do
citocromo P450 3A4 (CYP3A4) e esta indicado em casos leve a
moderado, principalmente em adultos com alto risco de 6bito ou
hospitalizacao (Choi et al., 2024; Chung et al., 2024).

O tratamento com imunomoduladores na COVID-19 tem como

objetivo prevenir e reduzir a tempestade de citocinas, modulando a



50

resposta imune e diminuindo a inflamagao. A Anakinra € um inibidor
do receptor de interleucina IL-1 tipo | que bloqueia tanto a IL-1a
quanto a IL-1B. Recebeu autorizagdo de uso emergencial da FDA
(Food and Drug Admnistration) para tratar pacientes adultos
hospitalizados com pneumonia por COVID-19 que necessitam de
oxigénio suplementar e apresentam alto risco de progressao para

insuficiéncia respiratoria grave (Choi et al., 2024; Chung et al., 2024).

O tocilizumabe, um inibidor do receptor de IL-6, que bloqueia a
ligacédo da IL-6 aos seus receptores, foi autorizado pela FDA para
uso em pacientes com 2 anos ou mais, hospitalizados com COVID-
19, que estdo recebendo glicocorticoides sistémicos e necessitam

de oxigénio suplementar ou ventilacao mecanica (Choi et al., 2024).

O baricitinibe € um inibidor da Janus Kinase (JAK) que bloqueia
a sinalizagdo JAK/STAT, especificamente JAK1 e JAK2. A FDA
aprovou o baricitinibe para tratar adultos hospitalizados com COVID-
19 que necessitam de oxigénio suplementar, oxigenagao por
membrana extracorpérea ou ventilagdo mecanica. A via JAK/STAT
€ crucial para a resposta imune e a sinalizagdo de citocinas,
incluindo interleucinas, e a proliferacao de células T (Choi et al.,
2024; Chung et al., 2024).

Anticorpos monoclonais que bloqueiam a adesao celular do
SARS-CoV-2 ndo sao mais recomendados no tratamento da COVID-
19 devido a um mecanismo de evasao imunoldgica. Anticorpos
monoclonais terapéuticos aprovados ndo conseguiram neutralizar

subvariantes dmicron, como BQ.1.1 ou XBB (Chung et al., 2024).
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2. JUSTIFICATIVA

Embora o perfil de mediadores séricos soluveis — incluindo
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento — desempenhe um
papel crucial na fisiopatologia da COVID-19, ainda existe uma lacuna
significativa na literatura quanto a avaliagdo das diferengas e da
evolucdo longitudinal desses marcadores ao longo do curso da

doenca, especialmente em pacientes com quadros graves.

A correlagdo entre esses mediadores e desfechos clinicos
relevantes, como a necessidade de ventilagdo mecanica e a
ocorréncia de 6bito, é fundamental para aprofundar a compreenséao
dos mecanismos imunoldgicos envolvidos e para subsidiar decisdes

terapéuticas mais eficazes.

Essas informacdes sao essenciais para a estratificacdo de
risco, selecdo de intervengdes adequadas, triagem precoce de

casos graves e avaliagdo progndéstica em contextos clinicos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Analisar a resposta imune por meio da assinatura de
mediadores séricos soluveis: quimiocinas, citocinas pro-
inflamatorias e reguladoras e fatores de crescimento em pacientes
com COVID-19 grave.

3.2 Objetivos especificos

1) Relacionar os dados obtidos com a gravidade do quadro
apresentado pelo paciente;

2) Associar os mediadores soluveis analisados com desfechos
clinicos desfavoraveis (necessidade de uso de ventilagao
mecanica e 6bito);

3) Comparar os mediadores soluveis analisados ao longo do
acompanhamento cinético na internagdo hospitalar com
desfechos clinicos desfavoraveis (necessidade de uso de
ventilacdo mecéanica e 6bito);

4) Avaliar o potencial dos mediadores séricos soluveis como
preditores de desfechos clinicos desfavoraveis (necessidade

de ventilagdo mecanica e obito).
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4. METODOS
4.1 Desenho do Estudo

Estudo observacional prospectivo conduzido entre maio de
2020 e setembro de 2020, durante o pico de circulagdo das cepas
B.1.1.28 € B.1.1.33 do SARS-CoV-2, na pandemia de COVID-19 no

Distrito Federal, Brasil.

4.2 Populagao

Pacientes com diagnéstico de COVID-19 grave, internados no
Hospital Universitario de Brasilia (HUB), Hospital Regional de
Taguatinga (HRT), Hospital Regional da Asa Norte (HRAN),
participantes de um amplo protocolo de pesquisa denominado
projeto TARGET (Kurizky et al., 2021), foram incluidos na admissao
hospitalar (D0O) e monitorados por 20 dias consecutivos.

Critérios de inclusdo: capacidade de compreensao;
diagnostico de COVID-19 (RT PCR SARS CoV2 positivo);

Critérios de exclusdo: doenca mental organica, funcional ou
oligofrenia, que comprometiam a qualidade da informagao fornecida

pelo paciente.

Casos graves de COVID-19 incluiram pacientes com
dificuldade respiratéria, frequéncia respiratéria 230/min ou saturacao
de oxigénio <93% em ar ambiente. Os pacientes com COVID-19
foram categorizados em subgrupos de acordo com o resultado da
doencga, denominados: Ventilagdo ndo mecanica (nMV), Ventilagao
mecanica (MV), Alta e Obito.

Para todos os pacientes que atenderam aos critérios de
inclusdo, dados demograficos e clinicos foram obtidos de

prontuarios medicos.

O grupo controle, composto por controles saudaveis (HC) pré-
pandémicos nao infectados, pareado por sexo e idade, foi

selecionado por amostragem nao probabilistica de conveniéncia de
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um biorrepositério mantido no Grupo Integrado de Pesquisas em
Biomarcadores, Instituto René Rachou, Fundagao Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ-Minas), Belo Horizonte, Brasil.

Todos os participantes da investigagcao assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido de acordo com a Declaracao de
Helsinque e Resolugao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude
do Brasil para pesquisas envolvendo seres humanos. O estudo foi
registrado na Plataforma Brasileira de Registro de Ensaios Clinicos
(ReBEC, RBR-62zdkk) e aprovado pela Comisséo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP, CAAE 30846920.7.0000.0008).

4.3 Amostras Bioldgicas

Os pacientes elegiveis foram submetidos a coleta sanguinea
de sangue periférico por puncdo venosa em trés tempos
consecutivos: na admiss&o hospitalar (D0O), na primeira (D1-6) e a
partir da segunda (D7-20) semana de internagdo hospitalar.
Amostras de soro foram obtidas por centrifugagao (1400 x g, 10 min,
4°C) das amostras originais em até 12 h apds a coleta de sangue.
Todas as amostras foram criopreservadas em freezer -80°C até o
momento do processamento para analise de mediadores soluveis
séricos no Centro de Pesquisas René Rachou / FIOCRUZ - Minas

Gerais.

A dosagem de mediadores soluveis circulantes foi realizada
pela plataforma Luminex Bio-Plex ProTM human cytokines 27 (Bio-
Rad Laboratories, California, EUA) para a pesquisa simultanea dos
seguintes analitos: quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4,
CCL2, CCL5 e CXCL10), citocinas pro-inflamatorias (IL-18, IL-6,
TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-17 e IL-15), citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-
4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13) e fatores de crescimento (IL-2, IL-7, FGF-
basic, PDGF, VEGF, G-CSF e GM-CSF). A técnica utilizada
apresenta limites minimos de detecgao geralmente na faixa de 0,2—

5 pg/mL, dependendo do mediador analisado (Tabela Suplementar
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1). Um técnico treinado realizou os ensaios multiplex de
microesferas em lotes paralelos na unidade de citometria de fluxo. A
analise quantitativa dos mediadores soluveis séricos foi realizada
utilizando um ajuste de curva logistica de 5 parametros a partir de

curvas padrao, com resultados expressos em pg/mL.

4.4 Analise Estatistica

Uma variedade de softwares foi empregada para analise de
dados, visando aproveitar ao maximo as funcionalidades de cada
pacote estatistico. Embora alguns softwares compartilhem fungdes
semelhantes, cada um oferece recursos especificos que contribuem

para uma analise exploratoria mais abrangente.

Andlises estatisticas descritivas foram realizadas e o teste de
normalidade dos dados foi avaliado pelo teste de Shapiro-Wilk,
utilizando o software Prism 8.0.2 (GraphPad Software, San Diego,
EUA). Os niveis basais de mediadores soluveis no soro do grupo
COVID-19 no momento DO foram comparados aos Controles
Saudaveis pré-pandémicos néao infectados (HC), utilizando o teste
de Mann-Whitney, considerando a distribuicdo ndo paramétrica de
todos os conjuntos de dados. Em todos os casos, um limiar de p <

0,05 foi considerado para significAncia estatistica.

A anadlise de correlagdo (testes de correlagdo de Pearson e
Spearman) foi utilizada para construir matrizes de correlagéo e
montar redes integrativas. Apenas correlagbes significativas com
p<0,05 foram consideradas. As matrizes de correlagdo foram
construidas utilizando o software R (Project for Statistical Computing
versao 3.0.1) e o pacote “corrplot”’. Uma chave de cores com escala
de -1 a +1 foi utilizada para identificar correlagcdes positivas (azul) e
negativas (vermelho), com quadrados brancos indicando
correlagbes nao significativas. O software Cytoscape, uma
plataforma de cdodigo aberto (disponivel em https://cytoscape.org),

foi utilizado para criar layouts de cluster. Redes de mediadores
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soluveis séricos foram projetadas utilizando um layout de rede de
cluster para representar cada categoria de mediadores soluveis
séricos (quimiocinas, citocinas proé-inflamatérias, citocinas

regulatérias e fatores de crescimento).

O software MATLAB foi utilizado para Analise de Componentes
Principais (PCA) e analise de regressédo. Os dados de PCA foram
reunidos para verificar a capacidade dos mediadores séricos
soluveis de agrupar COVID-19 de pacientes saudaveis, bem como

subgrupos de COVID-19, de acordo com o desfecho da doenca.

O modelo de regressdo multivariada foi treinado utilizando o
aplicativo Regression Learner do MATLAB, atribuindo valores de 0
as classes HC, nMV e Alta, e valores de 1 as classes COVID-19, MV
e Obito. Vinte e quatro modelos de regressdo diferentes foram
testados com um método de validacao cruzada de 10 vezes, com o
objetivo de prever os valores de 0 ou 1 a partir dos valores de
mediadores soluveis séricos. Em cada cenario, o melhor modelo foi
selecionado com base no maior R-quadrado (COVID vs HC - Modelo
Boosted Tree Coarse; nMV vs MV - Modelo Gaussian SVM; Alta vs

z

Obito - Modelo Medium Gaussian SVM).

A magnitude da alteragdo nos niveis séricos de mediadores
soluveis no grupo COVID-19 foi calculada como a razdo entre os
niveis séricos observados para cada paciente com COVID-19 no
momento da admissao (D0), D1-6 e D7-20, dividida pelos valores
medianos relatados para Controles Saudaveis (HC) pré-pandémicos
nao infectados. A magnitude das alteragdes nos niveis séricos de
mediadores soluveis foi determinada considerando: niveis
diminuidos (< 3x), inalterados (0,4x - 2x) e aumentados (= 3x) em
relacédo aos valores medianos observados no grupo de pacientes
com COVID-19. Graficos orbitais foram gerados utilizando o

Microsoft Excel versdao 2012.
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As constru¢des de mapas de calor foram montadas utilizando
formatagao condicional no Microsoft Excel. A analise foi realizada
utilizando os valores medianos da magnitude da alteragcdo nos
mediadores soluveis séricos no grupo COVID-19 em relagdo ao
grupo HC. Uma chave de cores foi utilizada para sublinhar os
atributos com niveis diminuidos (variagéo <1x, em direcédo ao verde),
inalterados (variagdo =1x, preto) ou aumentados (variagao >1x, em
direcdo ao vermelho). Diagramas de linha do tempo foram
empregados para identificar mediadores solUveis comuns e seletivos
com niveis diminuidos (<0,3x, verde) ou aumentados (23X,

vermelho) ao longo da linha do tempo cinética.

A andlise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foi
realizada utilizando o software MedCalc, versdo 7.3.0.0 (Ostend,
Bélgica, URL https://www.medcalc.org/) para cada mediador soluvel,
a fim de avaliar os indices de desempenho (area sob a curva ROC
= AUC, Sensibilidade = Se, Especificidade = Sp e Razado de
Verossimilhanca = RV). Os valores de AUC foram considerados para
pré-selecionar mediadores soluveis para analise posterior. Um
diagrama de dispersao dos valores individuais foi construido para
fornecer o desempenho detalhado dos mediadores soluveis séricos

pré-selecionados.
4.5Redacao e Revisao

A redacgao e revisdo do manuscrito foram aprimoradas com o
auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial ChatGPT (OpenAl),
utilizada para sugestdes linguisticas e melhoria da concisao textual.
Todo o conteudo cientifico foi elaborado e validado pela autora, que
assume total responsabilidade pela precisdo das informacgdes

apresentadas.
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5. RESULTADOS

Foram incluidos 82 pacientes com diagndstico confirmado de
COVID-19 grave, por meio de RT-PCR positivo para SARS-CoV-2,
que atendiam aos critérios de inclusao e estavam internados em
hospitais participantes entre maio e setembro de 2020. A distribuigdo
dos pacientes nos subgrupos, de acordo com os desfechos clinicos,
foi a seguinte: ventilagdo ndao mecanica (nMV, n= 71), ventilagao

mecanica (MV, n = 11), alta hospitalar (n = 75) e 6bito (n = 7).

Ao todo, foram coletadas 213 amostras bioldgicas, distribuidas
conforme o tempo de coleta: 82 amostras na admissao hospitalar
(DO), 84 amostras entre o primeiro e o sexto dia apds a admisséo

(D1-6) e 46 amostras entre o sétimo e o vigésimo dia (D7-20).

O grupo controle saudavel (HC) foi composto por uma amostra
de conveniéncia nao probabilistica, totalizando 164 individuos

saudaveis, recrutados previamente a pandemia.

O desenho geral do estudo esta ilustrado na Figura 9.

Desenho do Estudo |

| Pacientes |

| Controle Saudaveis (n=164) | | COVID-19 grave (n=82) |

| Tempos de coleta | | Tempos de coleta - cinética |

Dia0
(D0)
Dia0
(D0)
Dias 1-6
Dias 7-20

| Andlise de Biomarcadores (Luminex)

| Quimiocinas |
CXCLS8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5 e CXCL10

| Citocinas pré-inflamatérias |
1L-13, 1L-6, TNF-a, 1L-12p70, IFN-y, IL-17A e IL-15
| Citocinas reguladoras |
IL-1Ra, IL-4, IL-5,1L-9, 1L-10 e IL-13

Fatores de Crescimento Celular
IL-2, IL-7, FGF-basic, PDGF, VEGF, G-CSF e GM-CSF

Figura 9. Viséo geral da populagéo de estudo.
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O grupo de pacientes com COVID-19 foi composto por 48

homens e 34 mulheres, com idades variando entre 23 e 76 anos

(mediana = 50 anos).

Os sintomas mais frequentemente relatados foram dispneia,

tosse e febre. As comorbidades mais prevalentes foram hipertensao

arterial sistémica e diabetes mellitus. As principais caracteristicas

clinicas da amostra estao resumidas na Tabela 2.

Todos os pacientes com COVID-19 receberam tratamento com

corticosteroides (metilprednisolona ou dexametasona), antibiéticos

(ceftriaxona, azitromicina ou ampicilina/sulbactam) e

anticoagulantes (heparina de baixo peso molecular).

Tabela 2. Dados representados como numero de individuos (%), exceto pela idade (mediana, minimo-
maximo), género (F/M). Somente as comorbidades e sintomas mais frequentes estéo listados.

Idade (anos; mediana, min-max)
Sexo, F/IM
Comorbidades
Hipertensao, n/total
Diabetes, n/total (%)
Doencgas respiratorias,
n/total (%)
Doenga cardiovascular,
n/total (%)
Outras
Sintomas na admiss&o hospitalar
Febre, n/total (%)
Tosse, n/total (%)
Dispneia, n/total (%)
Dor toracica, n/total (%)
Ventilagdo mecéanica, n/total (%)
Obito, n/total (%)

Controles saudaveis
(n=164)
50 (23-76)
68/96

N.D.
N.D.
N.D.

N.D.
N.D.

N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

Pacientes graves COVID-19
(n=82)
50 (23-76)
34/48

34/82 (41)
20/82 (24)
7/82 (8)
6/82 (7)

3/82 (3)

5.2 Perfil Geral de Mediadores Séricos Soluveis em Pacientes

com COVID-19 Grave no Momento da Admissao Hospitalar

Os niveis de mediadores soluveis séricos (quimiocinas,

citocinas pré-inflamatérias ou regulatérias e fatores de crescimento)
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em pacientes com COVID-19 grave foram quantificados no momento
da admissao hospitalar (D0) e comparados aos niveis observados
em controles saudaveis pré-pandémicos nao infectados (HC) (Figura
10). A analise de dados demonstrou que, no geral, o grupo COVID-
19 exibiu uma tempestade massiva de mediadores soluveis em
comparagdo aos controles saudaveis, caracterizada por niveis
aumentados de CXCL8, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10, IL-1p,
IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-15, IL-1Ra, IL-9, FGF-basico, G-CSF e IL-2; e
niveis reduzidos de CCL11, IL-12, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, PDGF,
VEGF, GM-CSF e IL-7.

Perfil Geral de Mediadores Séricos Soluveis em Pacientes com COVID-19 Grave no Momento da Admissdo Hospitalar
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Figura 10. Perfil geral de mediadores séricos soluveis em pacientes com COVID-19 grave na admisséo
hospitalar (D0). Os niveis séricos de quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCLS5,
CXCL10), citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, 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-basico, PDGF, VEGF,
G-CSF, GM-CSF, IL-2, IL-7) foram medidos em pacientes com COVID-19 na admiss&o hospitalar (DO,
n=82) e Controles Saudaveis pré-pandémicos nao infectados (HC, n=164). Os resultados sao
apresentados como distribuicdo de dispersao dos valores individuais (pg/mL) em escala logaritmica,
com linhas indicando os valores medianos. A analise comparativa entre COVID-19 e HC foi realizada

pelo teste de Mann-Whitney, e as diferengas significativas em p < 0,05 foram destacadas por linhas de
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conexao e valores de p fornecidos na figura. Os fundos coloridos destacam os niveis diminuidos (azul)

ou aumentados (rosa) de mediadores séricos soluveis na COVID-19 em comparagao com HC.

Analises adicionais compararam os niveis de mediadores
soluveis séricos em pacientes com COVID-19 classificados de
acordo com o desfecho da doenca, denominados: Ventilagado Nao
Mecanica (nMV) vs. Ventilagdo Mecanica (MV) e Alta vs. Obito. A
analise comparativa revelou que os pacientes nos grupos MVn e Alta
apresentaram niveis mais elevados de CCL3 e G-CSF, enquanto os
pacientes nos grupos MV e Obito exibiram niveis mais elevados de
CXCL10 e IL-6, além de niveis mais baixos de IL-10 (Tabela 3).

Tabela 3. Perfil panoramico de mediadores soluveis séricos medidos na admisséo hospitalar (D0) em
pacientes com COVID-19 GRAVE de acordo com o desfecho da doenga

Subgrupos de COVID-19

Parametros nMV MV Altas Obitos
(n=71) (n=11) (n=75) (n=7)
CXCL8 8.9 (1.7-91.2) 8.9 (4.3-294) 10.2 (2.1-88.4) 7.3 (3.6-289)
CCL11 11.1 (3.2-32.2) 5.5 (0.6-21.8) 10.4 (3.3-31.7) 4.5(1.1-16.2)
CCL3 15.9 (0.8-31.3)* 2.2 (1.1-8.5) 15.7 (1.1-29)* 2.5 (1.3-147)
CCL4 19.1 (6.1-85.0) 11.1 (5.7-72.7) 18.9 (6.4-81.3) 12.2 (6.2-198)
CCL2 10.4 (4.9-24.2) 11.8 (4.7-54.4) 11.3 (5.6-23.0) 10.9 (4.6-78.9)
CCL5 1.010 (477-1,569) 854 (514-1,650) 962 (480-1,558) 863 (683-1,560)
CXCL10 339 (146-711) 1557 (249-1.425)* 353 (151-716) 1555 (296-1,904)*
IL-1B 0.3 (0.1-0.9) 0.2 (0.1-0.5) 0.3 (0.1-0.9) 0.2 (0.2-1.0)
IL-6 2.0 (0.5-7.2) 15.4 (2.5-10.9)* 2.1 (0.5-7.1) 14.2 (1.8-65.9)*
TNF-o. 3.4 (1.4-13.1) 2.7 (1.5-8.8) 3.5(1.5-11.9) 1.6 (1.6-13.8)
IL-12 0.5 (0.4-0.8) 0.5 (0.5-0.9) 0.5 (0.4-0.8) 0.5 (0.5-1.2)
IFN-y 8.9 (6.6-13.6) 9.8 (8.3-19.0) 8.9 (7.0-14.5) 9.8 (7.2-19.7)
IL-15 117 (90.4-208) 90.4 (81.9-151) 117 (90.4-208) 106 (79.9-212)
IL-17 1.6 (0.7-6.3) 1.3 (0.8-3.0) 1.6 (0.7-6.0) 1.3 (1.0-5.6)
IL-1Ra 93.5 (41.3-193) 69.1 (34.3-181) 93.5 (45.2-190) 60.1 (36.1-163)
IL-4 0.3 (0.1-1.1) 0.2 (0.1-0.3) 0.3 (0.1-1.1) 0.2 (0.1-1.1)
IL-5 2.4 (1.6-6.6) 2.0 (1.6-4.3) 2.4 (1.6-6.4) 2.2 (1.8-6.4)
IL-9 7.3 (4.7-15.4) 10.3 (5.4-15.0) 7.4 (5.1-13.8) 13.4 (5.4-15.1)
IL-10 1.8 (1.4-2.8) 11.5 (1.2-2.1)* 1.8 (1.5-2.8) 11.3 (1.2-10.3)
IL-13 0.5 (0.2-0.6) 0.3 (0.2-1.3) 0.3 (0.2-0.6) 0.3 (0.1-1.6)
FGF-basic 2.8 (2.2-5.7) 2.3 (2.1-2.9) 2.8 (2.2-5.2) 2.3(2.1-6.1)
PDGF 21.6 (10.3-58.8) 23.7 (8.9-38.3) 21.6 (10.0-51.8) 23.7 (13.1-37.6)
VEGF 15.6 (11.1-26.4) 15.2 (10.7-21.3) 15.6 (11.4-25.2) 12.7 (10.7-26.5)
G-CSF 197.0 (11.7-438)* 11.6 (3.6-46.7) 94.0 (13.0-416)* 11.3 (3.4-38.3)
GM-CSF 0.4 (0.2-1.3) 0.3 (0.2-0.8) 0.4 (0.2-1.2) 0.3 (0.2-1.0)
IL-2 1.1 (0.6-3.5) 0.8 (0.6-1.7) 1.1 (0.6-3.3) 0.8 (0.6-3.1)
IL-7 1.8 (0.84.2) 1.0 (0.8-8.0) 1.8 (0.8-4.0) 1.0 (0.8-5.1)
nMV = Ventilagao Nao-Invasiva; MV = Ventilagéao Mecénica.

Os dados séo apresentados como valores medianos do intervalo interquartil (11Q) do 25°
ao 75°, expressos em pg/mL. Diferengas significativas em p<0,05 sédo sublinhadas com *
e destacadas em negrito.
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5.3 Andlise de Redes Integrativas de Mediadores Séricos
Soluveis em Pacientes com COVID-19 Grave na Admissao

Hospitalar

Analises de redes integrativas foram realizadas com o
objetivo de explorar a complexa estrutura funcional dos mediadores
séricos soluveis em pacientes com COVID-19 grave (Figura 11). Os
resultados revelaram que esses pacientes apresentaram uma rede
mais densa e robusta de interagdes entre mediadores (252
correlagdes fortes), em comparagao com os controles saudaveis (56
correlagdes fortes). A analise comparativa da conectividade entre
citocinas pro-inflamatorias e reguladoras evidenciou uma
predominancia do eixo pré-inflamatério no grupo COVID-19 (razéo =
1,9), contrastando com a menor predominancia observada nos

controles (razao = 0,8).

Analises adicionais por subgrupos demonstraram que
pacientes que necessitaram de ventilagdo mecanica (MV) ou que
evoluiram para o6bito apresentaram redes ainda mais complexas
(362 e 302 correlagbes fortes, respectivamente), em comparagao
com pacientes que néo necessitaram de ventilagdo mecanica (nMV,
274 correlagdes) ou que receberam alta hospitalar (264

correlagoes).

A razao entre conectividade pré-inflamatoria e reguladora no
momento da admissao hospitalar (D0O) revelou uma predominancia
do eixo pro-inflamatério nos pacientes com desfechos clinicos
favoraveis (nMV e alta hospitalar; razdo = 1,9), enquanto essa
predominancia foi atenuada nos pacientes com pior evolucgao clinica

(MV =1,3; 6bito = 1,1), conforme ilustrado na Figura 11.
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Andlise de Redes Integrativas de Mediadores Séricos Soltveis em Pacientes com COVID-19 Grave na Admissao Hospitalar
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Figura 11. Matrizes de correlagéo e redes de mediadores séricos sollveis em pacientes com COVID-
19 grave na admisséao hospitalar (D0O). Matrizes de correlagédo e redes de mediadores séricos solUveis
em pacientes com COVID-19 grave na admissao hospitalar (D0). (A) Matrizes de correlagdo
abrangentes e redes foram montadas para quimiocinas séricas, citocinas pré-inflamatérias, citocinas
reguladoras e fatores de crescimento observados em pacientes com COVID-19 grave (n = 82) e
Controles Saudaveis (HC, n = 164) pré-pandémicos nao infectados. Os pacientes com COVID-19 foram
categorizados em subgrupos de acordo com o desfecho da doenga, denominados: (B) Ventilagdo Nao
Mecanica (MVn, n = 71) vs Ventilagdo Mecanica (VM, n = 11) e (C) Alta (n = 75) vs Obito (n = 7). Os
mediadores soluveis foram medidos pela plataforma Luminex Bio-Plex, conforme descrito em Material
e Métodos. As andlises de dados foram realizadas pelos testes de classificacdo de Pearson e
Spearman, e correlagdes significativas com p < 0,05 foram empregadas para construir uma visao geral
dos modelos de matrizes com cada intersegdo quadrada representando os escores de correlagéo "r"
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entre pares de atributos. Uma chave de cores com escala de -1 a +1 foi usada para identificar
correlagdes positivas (azul) e negativas (vermelho), e quadrados brancos indicaram correla¢des néo
significativas. As redes foram construidas considerando todas as correlagdes significativas, usando um
layout de cluster para cada categoria de mediadores solUveis séricos, com nés representando:
quimiocinas (nés laranja — 1= CXCL8; 2=CCL11; 3=CCL3; 4=CCL4; 5=CCL2, 6=CCL5 e 7=CXCL10),
pro-inflamatérias (nés vermelhos — 8=IL-1; 9=IL-6; 10=TNF-o; 11=IL-12; 12=IFN-g; 13=IL-15 e 14=IL-
17), citocinas regulatorias (nés azuis — 15=IL-1Ra; 16=IL-4; 17=IL-5; 18=IL-9; 19=IL-10 e 20=IL-13) e
fatores de crescimento (n6s verdes — 21=FGF-basico; 22=PDGF; 23=VEGF; 24=G- CSF; 25=GM-CSF;
26=IL-2 e 27=IL-7). As bordas de conexao ilustram correla¢des fracas/moderadas (pontuagdes “r’ entre
10,1 a 0,67], linhas cinzas finas) e fortes (pontuagdes “r’ = |0,67|, linhas pretas grossas). Correlagbes
negativas séo representadas por linhas tracejadas. Os tamanhos dos nds s&o proporcionais ao numero
de conectividade de vizinhanca forte entre pares de atributos. O numero de correlagdes fortes (Total e
Intra-cluster), bem como a razao pré-inflamatéria/regulatéria de correlagdes fortes foram usados para
analise comparativa de COVID-19 vs HC e entre subgrupos de COVID-19 (nMV vs MV e Alta vs Obito).
Os nés com conectividade de vizinhanga distinta associados a bom (nMV e Alta) ou mau progndstico

(MV e Obito) sdo destacados por setas continuas ou tracejadas, respectivamente.

Para melhor compreender esses achados quantitativos, foi
conduzida uma analise qualitativa dos mediadores pro-inflamatorios
e reguladores especificos envolvidos nas correlagdes. Os resultados
indicaram que pacientes que necessitaram de ventilagdo mecanica
ou evoluiram para 6bito apresentaram um numero aumentado de
correlagoes fortes envolvendo IFN-y, IL-1Ra e IL-9, em comparagao
com aqueles que nao necessitaram de ventilagdo mecanica ou que
tiveram alta. Especificamente, observaram-se os seguintes padrées
de correlagdo nos grupos nMV vs. MV e Alta vs. Obito,
respectivamente: IFN-y (9 vs. 15 e 6 vs. 12), IL-1Ra (9 vs. 16 e 8 vs.
14) e IL-9 (16 vs. 0 e 14 vs. 0).

5.4 Analise Multivariada de Mediadores Séricos Sollveis em

Pacientes com COVID-19 Grave na Admissao Hospitalar

Analises multivariadas de quimiocinas, citocinas pro-
inflamatorias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento foram
conduzidas por meio de Analise de Componentes Principais (PCA)
e regressao multivariada, com o objetivo de avaliar a capacidade dos
mediadores séricos soluveis em distinguir pacientes com COVID-19
de controles saudaveis pré-pandémicos nao infectados (HC) (Figura
12).

Os resultados da PCA revelaram que os pacientes com
COVID-19 formaram um agrupamento (cluster) distinto dos

controles, com base nas coordenadas dos dois primeiros
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componentes principais. A analise vetorial indicou que os seguintes

mediadores estavam fortemente associados ao grupo COVID-19:
CXCL8, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10, IL-1B, IL-6, TNF-a,
IFN-y, IL-15, IL-1Ra, IL-9, FGF-basico, G-CSF e IL-2. Por outro lado,

os mediadores associados aos individuos controles foram: CCL11,
IL-12, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, PDGF, VEGF, GM-CSF e IL-7.

‘ Analise Multivariada de Mediadores Séricos Soluveis em Pacientes com COVID-19 Grave na Admissao Hospitalar
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Figura 12. Analise multivariada de mediadores séricos soluveis em pacientes com COVID-19 grave de
acordo com o desfecho da doencga. Andlise multivariada de quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias,
citocinas reguladoras e fatores de crescimento foram realizadas para verificar a capacidade dos
mediadores séricos soluveis de agrupar a COVID-19 (n = 82) dos Controles Saudaveis pré-pandémicos
néo infectados (HC, n = 164), bem como subgrupos de COVID-19, de acordo com o desfecho da
doenga, denominados: Ventilagdo Nao Mecanica (hnMV, n = 71) vs Ventilagdo Mecanica (MV n=11)e
Alta (n = 75) vs Obito (n = 7). Os mediadores solveis foram medidos pela plataforma Luminex Bio-
Plex, conforme descrito em Material e Métodos. Analise de Componentes Principais (PCA) e analise
de regressdo multivariada foram realizadas pelo software MATLAB, conforme descrito em Material e
Métodos. As coordenadas PCA (1° e 2° componentes principais) foram utilizadas para comparar e
visualizar o agrupamento de COVID-19 vs. HC, nMV vs. MV e Alta vs. Obito. O modelo de regresséao
multivariada foi treinado utilizando o Regression Learner, atribuindo valores 0 as classes HC, nMV e
Alta e valores 1 as classes COVID-19, MV e Obito. O modelo selecionado para analise foi obtido apds

10 vezes o treinamento, com base no maior R-quadrado.

A regressao multivariada corroborou os achados da PCA,
reforcando o potencial dos mediadores séricos na discriminagao
entre pacientes com COVID-19 e individuos saudaveis. No entanto,
os resultados ndo indicaram que o perfil de mediadores soluveis
séricos seja capaz de distinguir subgrupos de pacientes com

COVID-19 com base nos desfechos clinicos avaliados.

5.5Magnitude de Alteragcoes nos Mediadores Séricos Soluveis na
Admissao Hospitalar de Pacientes Graves com COVID-19 Grave

de Acordo com o Desfecho da Doenca

Para avaliar a magnitude das alteragdes nos niveis séricos de
mediadores soluveis em pacientes com COVID-19 grave, foram
calculadas as razbes de variagcao entre os valores individuais de
cada mediador na admisséo hospitalar (D0O) e os valores medianos
correspondentes observados no grupo controle saudavel (HC). Essa
analise abrangeu quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias, citocinas

reguladoras e fatores de crescimento.

Os dados revelaram que os pacientes com COVID-19 grave
apresentaram uma resposta pré-inflamatéria  exacerbada,
evidenciada por elevagdes expressivas nos niveis de IL-6 e
CXCL10, com ordens de magnitude de =219x e 210x,
respectivamente. Em contraste, foi observado um perfil

imunorregulador comprometido, com niveis significativamente
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reduzidos de IL-4, IL-13 e IL-10, cujas magnitudes foram de 0,1x,
0,2x e 0,3x, respectivamente. O G-CSF destacou-se como o unico
fator de crescimento com magnitude aumentada nos pacientes com
COVID-19.

Analises adicionais estratificaram os pacientes com COVID-19
de acordo com os desfechos clinicos: ventilagdo ndo mecanica
(nMV) versus ventilagdo mecanica (MV) e alta hospitalar versus
obito. Os resultados demonstraram que os subgrupos nMV e alta
apresentaram maiores ordens de magnitude para CCL3 (6x e 5x,
respectivamente) e G-CSF (4x). Por outro lado, os subgrupos MV e
Obito exibiram maiores magnitudes para IL-6 (39x e 30x,
respectivamente) e CXCL10 (15x) (Figura 13).

Magnitude de Alteragées de Mediadores Séricos Soluveis na Admissao Hospitalar de Pacientes Graves com COVID-19 Grave de Acordo com o Desfecho da Doencga

s %}
o1 B /%
= =H B - 2 Q9w ou %O
M N nig PN o~ & o m :
AAAAA 939 1 =] i O
K ss@s88¢E 3§38 S312333 fBREQias
S olo o & ©i8) Eskids 2 ZEgidad Ca>06 =22
COVID-19 DO
nMV DO
o
=
]
3
O | MVDO
o | Altas DO
g
e
>
8
Obitos DO
Magnitude de alteragdes em relacéo aos valores medianos dos controles saudaveis
B
hq"‘:ac'\m“‘uid" n o oo g
COVID-19 DO 8 % I % 3 S % 45 S gt R ggl 9 O
n——:ugiﬁ—>55‘-"='='='"—”°\’u
2
u g
w o m ¥ 9~ w 3 32 g~ n = s =
G n o3 2 8 2 8 K w B giiE Bae s Siia S 1
o | MMVDO R I o2 |[SEEEC RS DS TR S g
b 2
[=]
3 & n v 3 §~m¢?5§~23m~3n3 n
S T 3 39 % ¢ 9 o< P oo =
MV DO £ 2 = 8 2 2 3 2 2 [JE=NEREE - SRS G D NSRS
2
w 2 o
- = 2 © F—
T T 2 5 S 85 98 2 3 v =3 9 8 49 g3 - g %
& | Altas DO 222l 3gzZzziiegyg sz 2 8 2 8 g 3 g =
= =} = E 5 = 5] 5
>
80 & ~ 3 iy mér\m;u.g'ﬁ,.,:mﬁhqamﬂ,‘w
bitos DO g 5 z o o ¥ ow 0 Jd S 5o g % g 5 2
SN g ;‘£G=‘B=-=:’;8=88=‘5
2

Magnitude de alteragdo ascendente

Figura 13. Magnitude de alteragbes dos mediadores séricos sollveis na admisséo hospitalar (D0) de
pacientes com COVID-19 grave de acordo com o desfecho da doencga. A magnitude de alteragéo das
quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10), citocinas pré-inflamatérias (IL-1B,
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 e IL-7) foram calculados em

pacientes com COVID-19 (n=82), posteriormente categorizados em subgrupos de acordo com o
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resultado da doenga, denominados: Ventilagdo ndo mecanica (nMV, n=71) vs Ventilagdo mecanica
(MV, n=11) e Alta (n=75) vs Obito (n=7). Os mediadores séricos soltveis foram medidos pela
plataforma Luminex Bio-Plex, conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados séo
apresentados como a proporgdo dos niveis observados para cada paciente com COVID-19 na
admissao (D0) dividida pelos valores medianos relatados para Controles Saudaveis (HC, n=164) pré-
pandémicos nao infectados. (A) Os gréficos orbitais das magnitudes de alteracdo demonstram os
niveis diminuidos (<0,3x, azul), inalterados (0,4-2x, cinza) ou aumentados (=3x, rosa) em relagao aos
valores medianos observados no HC. (B) Assinaturas ascendentes das magnitudes de alteragao foram
realizadas para identificar mediadores séricos soltveis de bom (nMV e Alta, retangulos continuos) ou

mau prognéstico (MV e Obitos, retangulos tracejados).

As magnitudes dos marcadores séricos foram posteriormente
classificadas em ordem crescente, sendo distribuidas em trés
categorias: magnitudes reduzidas (<0,3x), magnitudes inalteradas
(0,4x a 2x) e magnitudes aumentadas (=3x), conforme os desfechos

clinicos dos pacientes.

Os resultados indicaram que G-CSF e CCL3 estavam
seletivamente aumentados em pacientes com progndstico favoravel
(nMV e alta hospitalar). Adicionalmente, embora CXCL10 e IL-6
apresentassem niveis elevados em todos os subgrupos de pacientes
com COVID-19, suas ordens de magnitude foram mais acentuadas
nos grupos com prognoéstico desfavoravel (MV e o6bito), em

comparagao com os grupos de melhor evolugao clinica (Figura 13).

5.6 Cinética Temporal da Magnitude de Alteragcées dos
Mediadores Séricos Soluveis em Pacientes com COVID-19

Grave de Acordo com o Desfecho da Doenga

Com o objetivo de caracterizar a evolugao temporal dos
mediadores séricos soluveis em pacientes com COVID-19 grave,
foram avaliadas suas magnitudes em trés momentos consecutivos:
admissao hospitalar (DO, n = 82), entre 1 e 6 dias apds a admissao
(D1-6, n = 84) e entre 7 e 20 dias apds a admissao (D7-20, n = 46).

Durante o acompanhamento cinético, observaram-se
alteragdes significativas nos niveis de diversos mediadores. Foi

identificado um aumento na ordem de magnitude (=3x) para CXCLS,
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CCL3, IL-6, IFN-y e G-CSF, enquanto uma reducgao significativa
(<0,3x) foi observada para CCL11, IL-4, IL-5, IL-10, PDGF e IL-7.

Especificamente, os niveis de IL-6 permaneceram
persistentemente elevados ao longo do tempo (DO = 19x; D1-6 =
10x; D7-20 = 11x), ao passo que os niveis de CXCL10 apresentaram
um declinio progressivo (DO = 10x; D1-6 = 3x; D7-20 = 1x). Essas
tendéncias foram confirmadas por representacdes visuais em mapa

de calor (Figura 14).

Cinética Temporal da Magnitude de Alteragoes dos Mediadores Séricos Soltveis em Pacientes com COVID-19 Grave de Acordo com o Desfecho da Doenca
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Figura 14. Cinética temporal da magnitude de alteragbes dos mediadores séricos solUveis em
pacientes com COVID-19 grave de acordo com o desfecho da doenga. As magnitudes das quimiocinas
(CXCLS8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10), citocinas proé-inflamatérias (IL-1, 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-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2, IL-7) foram avaliadas ao longo do
acompanhamento cinético apds a admisséao (DO, D1-6 e D7-20) em pacientes com COVID-19 (n = 82),
posteriormente categorizados em subgrupos de acordo com o desfecho da doenga, denominados:
Ventilagdo ndo mecanica (nNMV, n = 71) vs Ventilagdo mecanica (MV, n = 11) e Alta (n = 75) vs. Obito
(n = 7). Os mediadores séricos soluveis foram medidos foram medidos pela plataforma Luminex Bio-
Plex, conforme descrito em Material e Métodos. Os resultados sédo apresentados como a proporgao
dos niveis observados para cada paciente com COVID-19 ao longo do acompanhamento cinético,
dividida pelos valores medianos relatados para Controles Saudaveis (CS) pré-pandémicos no
infectados (HC, n = 164). Os dados sao apresentados em construgdes de mapas de calor que ilustram
a assinatura ascendente das magnitudes de alteragédo ao decorrer do acompanhamento cinético. Uma
chave de cores foi usada para sublinhar os atributos com niveis diminuidos (magnitude <1x, em diregéo
ao verde), inalterados (magnitude =1x, preto) ou aumentados (magnitude >1x, em dire¢do ao vermelho.
Uma anadlise mais aprofundada foi realizada por diagramas de linha do tempo para identificar
mediadores sollveis comuns e seletivos (retdngulos) com niveis diminuidos (<0,3x, verde) ou
aumentados (=3x, vermelho) ao longo da linha do tempo. Os mediadores séricos soluveis de bom (nMV
e Alta) ou mau progndstico (MV e Obito) sdo destacados por retangulos continuos ou tracejados,

respectivamente.

A cinética temporal dos mediadores séricos soluveis foi
analisada em subgrupos de pacientes com COVID-19, estratificados
de acordo com os desfechos clinicos: necessidade de ventilagao
mecanica (nMV vs. MV) e evolugdo para alta hospitalar ou 6bito
(Figura 14).

Os resultados demonstraram que pacientes que evoluiram
para ventilagdo mecéanica apresentaram um aumento progressivo
nos niveis de IL-6 ao longo do tempo (DO = 39x; D7-20 = 78x),
enquanto aqueles que nao necessitaram de ventilagdo (nMV)
exibiram uma leve redugao nos niveis dessa citocina (DO = 15x; D7—-
20 = 10x).

Adicionalmente, pacientes do grupo MV mantiveram niveis
elevados de CXCL10 em todos os pontos temporais avaliados (DO =
15x; D1-6 = 6x; D7-20 = 5x). Em contraste, os pacientes nMV

apresentaram niveis aumentados de CXCL10 apenas no inicio (DO
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= 9x), seguidos por um declinio progressivo (D1-6 = 2x; D7-20 =
0,8x).

A comparacao entre pacientes que receberam alta hospitalar e
aqueles que evoluiram para Obito revelou que estes ultimos
apresentaram niveis mais elevados de IL-6 e CXCL10 nos

respectivos pontos temporais avaliados (Figura 14).

Além disso, niveis aumentados de CCL3 e G-CSF foram
observados predominantemente na admissao hospitalar (DO) e
mantidos ao longo do tempo em pacientes com desfecho clinico
favoravel (nMV e alta hospitalar). Por outro lado, pacientes com
prognostico desfavoravel (MV e 6bito) apresentaram elevagdes
tardias ou auséncia de aumentos significativos desses mediadores

durante o periodo de acompanhamento (Figura 14).

5.7 Desempenho de Mediadores Séricos Soluveis para
Classificar Pacientes com COVID-19 Grave de Acordo com o

Desfecho da Doencga

Para avaliar a utilidade de parametros imunolégicos como
ferramentas complementares para o diagnostico e progndstico da
COVID-19, foi analisada a aplicabilidade de mediadores séricos
soluveis como biomarcadores laboratoriais. Desta forma, foram
analisados os niveis de concentracdo desses mediadores na
admisséo (DO0) e a variacéo dos niveis séricos ao longo do tempo,
calculada como a razao de concentragao de valores do D1-6/D0. O
desempenho desses biomarcadores foi avaliado pela analise da
curva ROC, e a area sob a curva ROC (AUC) foi utilizada como

medida de acuracia global.

Os indices de desempenho dos mediadores séricos soluveis
na admisséo (DO0) para classificar pacientes com COVID-19 e do
grupo HC sao mostrados na Figura 15. Os dados demonstraram que
PDGF, IFN-y e IL-6 exibiram acuracia global elevada (AUC>0,9)
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configurando-se como mediadores soluveis confiaveis para

discriminar pacientes com COVID-19 dos controles saudaveis (HC).

Desempenho de Mediadores Séricos Soltuveis para Classificar Pacientes com COVID-19 Grave de Acordo com o Desfecho da Doenga
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Figura 15. Desempenho de Mediadores Séricos Soluveis para Classificar Pacientes com
COVID-19 Grave de Acordo com o Desfecho da Doenga. O desempenho de quimiocinas
(CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10), citocinas pro-inflamatérias (IL-18,
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-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2, IL-7)
para classificar pacientes com COVID-19 foi avaliado para identificar parametros
imunologicos candidatos para fins complementares de diagndstico e prognostico. Analises
da curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foram construidas para cada mediador
soluvel e a area sob a curva ROC (AUC) foi usada como escores de precisdo global. (A) A
concentracédo sérica de mediadores soluveis (pg/mL) quantificada na admissao (DO) foi
empregada para classificar pacientes com COVID-19 (X vermelho, n=82) de Controles
Saudaveis pré-pandémicos nao infectados (HC, circulo azul royal, n=164) e os mediadores
soluveis com AUC >0,9 (fundo cinza) pré-selecionados para analise posterior. (B) A
variagao relativa (fold change) em relagédo a linha de base (D1-6/D0) foi empregada para
classificar subgrupos de pacientes com COVID-19 de acordo com o desfecho da doenga,
denominados: Ventilagdo Nao Mecanica vs. Ventilagdo Mecéanica (nMV, circulo azul claro,
n=71; MV, X rosa, n=11) e Alta vs. Obito (circulo verde, n=75; X preto, n=7). A variacdo foi
calculada para cada mediador soltvel como a proporgao dos niveis séricos observados nos
dias 1 a 6 na admisséo, dividida pelos valores relatados na admissédo (D0). Mediadores

soluveis com AUC > 0,7 (fundo cinza) foram pré-selecionados para analise posterior.

Com o objetivo de explorar de forma mais aprofundada o
desempenho dos mediadores séricos soluveis previamente
selecionados (PDGF, IFN-y e IL-6) na classificacdo de pacientes

com COVID-19, foram conduzidas analises de distribuicdo por
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diagramas de dispersdo, bem como curvas ROC (Figura 16). A
distribuicdo por diagrama de dispersdao dos valores individuais
mostrou que niveis reduzidos de PDGF (ponto de corte = 94 pg/mL;
Se = 89%; Sp = 93%) e niveis aumentados de IFN-y (ponto de corte
=4,2 pg/mL; Se =94%; Sp = 86%) e IL-6 (ponto de corte = 0,3 pg/mL;
Se = 84%; Sp = 93%) na admissao hospitalar (DO) foram capazes
de diferenciar corretamente os pacientes com COVID-19 dos
pacientes saudaveis do grupo controle (Figura 16). Uma descrigédo
detalhada dos indices de desempenho dos mediadores séricos

soluveis admissao hospitalar (D0O) € apresentada na Tabela 4.

A variagao nos niveis de mediadores séricos soluveis ao longo
do tempo, calculada pela razdo D1-6/D0, e seu desempenho na
classificagao de subgrupos de pacientes com COVID-19 segundo os

desfechos clinicos, estdo apresentados na Figura 16B.

Os dados demonstraram que a IL-1Ra apresentou
desempenho discriminatério relevante para diferenciar pacientes
nMV de MV (AUC = 0,71). Adicionalmente, IL-7, IL-13 e PDGF
exibiram melhor desempenho na distingéo entre os subgrupos Alta
e Obito, com valores de AUC de 0,75, 0,73 e 0,71, respectivamente.
Esses mediadores foram, portanto, pré-selecionados para analises

subsequentes (Figura 16B).

A analise da distribui¢cdo dos valores individuais em graficos de
dispersao revelou que o aumento nos niveis de IL-1Ra (ponto de
corte = 1,3x; sensibilidade = 75%; especificidade = 75%) foi capaz
de distinguir corretamente pacientes MV de nMV. Por outro lado,
reducgdes nos niveis de IL-7 (ponto de corte = 0,9x; sensibilidade =
86%; especificidade = 61%), IL-13 (ponto de corte = 1,0x;
sensibilidade = 100%; especificidade = 54%) e PDGF (ponto de corte
= 1,3x; sensibilidade = 100%; especificidade = 45%) foram

associadas ao desfecho clinico de 6bito (Figura 16B).
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Detalhamentos adicionais dos indices de desempenho das
variagdes nos niveis dos mediadores séricos ao longo do tempo

(D1-6/D0) encontram-se apresentados na Tabela 5.

Desempenho de Mediadores Solaveis no Soro Para Categorizar Pacientes Com Covid-19 Grave de Acordo Com o Desfecho da Doenga
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Figura 16. Desempenho de mediadores séricos sollveis para classificar pacientes com COVID-19
grave de acordo com o desfecho da doenga. O desempenho de mediadores séricos sollUveis
previamente selecionados na classificagdo de pacientes com COVID-19 grave foi analisado em
detalhes, utilizando indices adicionais com o objetivo de reforgcar o uso de parametros imunolégicos
putativos como ferramentas complementares para diagnéstico e prognéstico. A distribuigao por grafico
de dispersdo dos valores individuais e a analise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic)
foram construidas para cada mediador soluvel e os indices de desempenho (area sob a curva ROC -
AUC, Sensibilidade-Se, Especificidade-Sp e Razéo de verossimilhanga - LR) s&o fornecidos na figura.
(A) A concentragao sérica de PDGF, IFN-y e IL-6 (pg/mL) quantificada na admissédo (D0) apresentou
melhor desempenho para classificar pacientes com COVID-19 (circulos pretos, n=82) dos Controles
Saudaveis pré-pandémicos nao infectados (HC, circulo branco, n=164). Os pontos de corte especificos
foram definidos para cada mediador soluvel selecionado da seguinte forma: PDGF (94pg/mL); IFN-
v (4,2pg/mL) e IL-6 (0,3pg/mL). (B) A razéo (D1-6/D0) de IL-1Ra apresentou maior desempenho para
classificar Ventilagdo Nao Mecanica (nMV, circulo branco, n=71) de Ventilagdo Mecéanica (MV, circulo
preto, n=11). IL-7, IL-13 e PDGF apresentaram melhor desempenho para classificar Alta (circulo
branco, n=75) de Obito (circulo preto, n=7). Os pontos de corte especificos foram definidos para a
razédo (D1-6/D0) de cada mediador soluvel selecionado da seguinte forma: IL-1Ra (1,3x); IL-7 (0,9x) e
IL-13 (1,0x) e PDGF (1,5x).
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Tabela 4. indices de desempenho dos mediadores séricos soltveis medidos na admissao (DO) para classificar pacientes com COVID-19 grave de acordo com o desfecho da doenga

COVID-19 x HC nMV x MV Altas x Obitos
Ponto Ponto " Ponto
Parametros de ACU S Sp Parametros de AU S Sp Parametro de AU S Sp
e C e [ C e
corte corte corte
PDGF 93.7 096 89 93 CXCL10 9931 065 82 46 CCLA1 16 065 88 43
IFN<y 4.2 095 94 86 CCL11 16 061 87 36 IL-12 0.4 064 39 86
IL-6 0.3 091 84 93 IL-6 2.4 062 52 82 CXCL10 12883 064 89 43
IL-7 45 088 79 84 IL-15 90.4 061 73 60 IL-10 13 06 77 57
10
CXCL10 1207 o086 '8 9 cCL2 34 061 23 0 IL-6 1152 057 93 29
IL-10 23 082 72 88 IL-10 13 059 76 46 IFN-y 16.7 057 84 43
IL-4 0.6 082 68 93 GM-CSF 0.4 058 45 73 IL-1Ra 78.0 056 58 71
IL-13 0.6 081 74 82 IFN-y 8.1 058 38 82 GM-CSF 0.3 056 51 71
IL-1p 0.1 079 99 42 G-CSF 16.0 058 71 60 IL-9 13.0 055 73 57
10
CCL1 13.0 079 98 9N IL-12 04 057 37 82 CCL2 3.4 055 22 0
10 .
ClHCR 07 074 % HF heele 29 057 45 82 L 90.4 055 70 50
CXCL8 40 073 63 79 IL-1p 0.2 056 49 73 VEGF 12.7 054 65 57
IL-15 1014 072 64 84 IL-4 0.2 056 58 64 TNF-o, 16 054 72 57
ccL5 699.8 07 65 79 IL-2 0.8 056 55 64 IL-4 0.2 054 60 71
10
Sl 17 07 92 Gdle 182 055 51 73 CoLhE 1.9 053 25 0
ccL3 41 07 53 94 TNF-o. 3.5 055 44 73  FGF-basic 27 053 53 71
IL-5 2.4 068 61 82 IL-5 2.2 055 52 73 IL-1p 0.2 053 51 71
10
CCL4 232 0oes P % IL-9 9.3 054 63 60 PDGF 8.1 053 21 0
G-CSF 92.9 066 49 92 ccL3 25 054 61 64 IL-7 10 052 67 57
IL-12 0.3 064 99 44 IL-7 13 054 59 64 CCL5 8359 052 44 71
IL-9 7.2 064 56 74 IL-17 3.0 052 35 82 CCL4 18.2 052 51 71
VEGF 19.8 061 68 57 PDGF 515 052 27 91 IL-2 46 051 88 29
IL-2 3.4 054 26 93 IL-1Ra 81.2 052 54 64 IL17 16 051 49 71
IL-1Ra 166.8 052 32 87 CCL5 8633 052 58 64 IL-13 21 051 96 29
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FGF-basic 8.3 052 18 99 VEGF 213 051 30 82 G-CSF 6749 051 98 33

TNF-o. 10.7 051 27 97 IL-13 1.1 051 88 27 ccL3 2681 050 96 29
10

CCL2 456 050 o1 4 CXCL8 1.9 050 25 0 L 22 050 52 71

HC = Controles de Saude; nMV = Ventilagdo Nao-Invasiva; MV = Ventilagdo Mecanica; AUC = Area Sob a Curva de Caracteristica de Operador do Receptor (ROC); Se
= Sensibilidade; Sp = Especificidade
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Tabela 5. indices de desempenho das alteracdes nos niveis de mediadores séricos sollveis
ao longo da linha do tempo (D1-6/D0)

nMV vs MV Altas x Obitos
Ponto Ponto
Parametros de AUC Se Sp Parametros de AUC Se Sp
corte corte
IL-1Ra 1.3 0.71 75 75 IL-7 0.8 0.75 61 86
CCL2 0.5 0.66 42 100 IL-13 1.0 0.73 54 100
CCL11 0.9 0.64 49 86 PDGF 1.5 0.71 45 100
CCL4 0.6 0.63 42 100 IL-12 1.0 0.64 52 86
IL-12 1.3 0.61 34 89 IL-17 1.6 0.64 39 100
IFN-y 0.9 0.59 42 89 G-CSF 1.6 0.64 53 100
IL-7 1.5 0.59 37 89 IL-2 1.1 0.63 52 100
IL-13 0.3 0.58 83 44 CCL4 2.1 0.62 36 100
TNF-a 0.6 0.57 73 56 CXCL8 2.8 0.61 36 100
IL-5 14 0.56 37 89 CCL2 1.8 0.61 77 67
PDGF 0.7 0.55 30 100 IL-5 1.1 0.61 51 86
CXCL10 0.2 0.55 76 44 CCL3 3.3 0.6 34 100
IL-2 1.1 0.54 51 67 TNF-a 1.7 0.6 35 100
GM-CSF 1.6 0.53 31 89 FGF-basic 1.3 0.59 35 100
IL-10 0.8 0.53 76 44 IL-1b 1.3 0.58 41 100
FGF-basic 1.2 0.52 40 78 IL-15 14 0.57 34 100
CCL3 1.2 0.52 49 67 IL-4 1.6 0.57 29 100
IL-15 1.2 0.52 36 86 IL-9 0.9 0.57 69 67
G-CSF 1.7 0.52 49 75 CCL11 04 0.56 75 50
IL-6 1.6 0.51 37 78 GM-CSF 1.6 0.56 33 100
VEGF 1.1 0.51 48 78 CCL5 1.2 0.53 66 71
IL-9 1.4 0.51 68 57 IL-6 04 0.53 64 57
CCL5 1.0 0.51 59 67 VEGF 1.0 0.53 41 86
IL-17 1.7 0.51 33 89 CXCL10 3.6 0.52 93 29
IL-1b 1.5 0.51 37 89 IL-1Ra 1.2 0.51 67 57
IL-4 1.6 0.50 28 89 IL-10 1.3 0.51 80 43
CXCL8 3.0 0.50 34 89 IFN-g 0.9 0.50 45 71

HC = Controles de Saude; nMV = Ventilagdo Ndo-Invasiva; MV = Ventilagdo Mecanica; AUC = Area
Sob a Curva de Caracteristica de Operador do Receptor (ROC); Se = Sensibilidade; Sp =
Especificidade.
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DISCUSSAO

6.1 Descricao da Amostra Populacional

Este estudo foi delineado como uma investigacdo exploratéria,
utilizando distintos modelos de analise descritiva com o objetivo de
caracterizar o perfil panoramico de mediadores séricos soluveis em
pacientes com COVID-19 grave, de acordo com os respectivos desfechos

clinicos.

O trabalho desenvolveu-se no auge da primeira onda da pandemia
quando havia incertezas sobre a evolugao clinica da doenga e escassez
de informagdes epidemiologicas consolidadas. Nesse periodo critico,
conseguimos estruturar rapidamente o projeto, iniciar a coleta de dados e
implementar a analise dos mediadores séricos, mesmo em meio as
enormes dificuldades logisticas e assistenciais que os hospitais

enfrentavam.

Em nossa amostra, o sexo masculino foi o mais prevalente. Embora
estudos meta-analiticos sugiram que nao ha diferenga significativa entre
0s géneros em termos de contrair a infeccao por COVID-19 (Binns et al.,
2022), outros estudos indicam que o sexo masculino esta associado a
maior mortalidade, admissdao em UTI| e outros desfechos graves
(Chaturvedi et al., 2022; Peckham et al., 2020). A predominéncia do sexo
masculino em nossa amostra, composta por pacientes com quadros
graves, corrobora os achados previamente descritos na literatura. No
entanto, vale destacar que, nesse estudo, ndo foi realizada uma
estratificacdo das amostras com base no desfecho clinico ou no género

dos pacientes.

A idade mediana dos nossos pacientes foi consistente com as
descrigdes epidemiologicas da COVID-19, que geralmente reportam uma
idade média em torno de 50 anos, semelhante a encontrada em nossa
amostra (Hu et al., 2021).

Entre os fatores de risco classicamente relacionados a COVID-19

grave, encontram-se a hipertensao, diabetes mellitus, doenga arterial
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coronariana, e obesidade (Gupta; Marzook; Ahmad, 2022; Ng et al.,
2021). Nossa amostra de pacientes graves era composta por 41% de
hipertensos, em conformidade com as médias descritas. No entanto, o
nosso estudo ndo contemplou uma caracterizacdao detalhada das
amostras com base nos desfechos clinicos ou nas comorbidades

associadas.

6.2 Mediadores Séricos Soluveis
Nossos resultados mostraram que o grupo com COVID-19 grave

apresentou niveis elevados de mediadores soluveis, especialmente
quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, em comparagdo ao grupo
controle saudavel. Esses achados s&o consistentes com estudos prévios
que demonstraram que a COVID-19 induz uma liberagdo macica de
mediadores imunoldgicos, incluindo quimiocinas e citocinas proé-
inflamatdrias (Ghazavi et al., 2021; Guo et al., 2021; Ling et al., 2021).

A producao excessiva de mediadores soluveis pro-inflamatorios €
um aspecto chave da pandemia de SARS-CoV-2 e um fator contribuinte
importante para a mortalidade em um subgrupo de pacientes com COVID-
19 (Channappanavar; Perlman, 2017; Olbei et al., 2021). Alguns estudos
sugerem que certos mediadores soluveis podem ser preditivos da
progressao clinica da doenga, tornando o monitoramento desses
marcadores biolégicos util para identificar pacientes com risco de
complicagbes e Obito (Lucas et al., 2020c). Nossos resultados
demonstraram padrbes distintos de mediadores séricos soluveis
associados a diferentes desfechos da doenga. Pacientes que evoluiram
para ndo-necessidade de ventilagdo mecanica (nMV) e alta apresentaram
niveis mais elevados de CCL3 e G-CSF, enquanto aqueles que
progrediram para ventilagdo mecanica (MV) e 6bito apresentaram niveis

mais elevados de CXCL10 e IL-6, além de niveis mais baixos de IL-10.

Estudos prévios sugeriram que mondcitos e subpopulagdes de
macrofagos pulmonares desempenham um papel relevante, orquestrando

a resposta inflamatéria em pacientes com COVID-19. Os macréfagos séo
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células fundamentais do sistema imunolégico inato, desempenhando
papéis essenciais na detecgao e fagocitose de agentes infecciosos e na
resolugcao de disturbios inflamatérios. Os macrofagos sdao importantes
células apresentadoras de antigenos para as células T, evento inicial da
inflamacdo que promove a liberacdo de mediadores soluveis chave,
incluindo quimiocinas e moléculas pré-inflamatérias, que possuem
fungdes antimicrobianas. Entretanto, uma tempestade descontrolada de
mediadores soluveis pode favorecer o estabelecimento de uma resposta
inflamatdria exacerbada contribuindo para o dano pulmonar e vascular
extenso (MA et al., 2019; MERAD; MARTIN, 2020; SEFIK et al., 2022;
ZHANG et al., 2021). Desta forma, subpopula¢des de macréfagos podem

estar relacionados com diferentes desfechos clinicos.

Estudos anteriores mostraram que a administracdo de G-CSF
aumenta o numero de linfécitos e células T, melhorando os sintomas
clinicos em pacientes graves de COVID-19 (Chen et al., 2020).
Considerando o papel do G-CSF como um potente fator estimulante da
hematopoiese (Mu et al., 2021), niveis precoces mais altos de G-CSF em
pacientes com COVID-19 podem ter um efeito protetor, prevenindo a
linfopenia associada a casos graves e fatais da doenga (Cao, 2020; Melo
etal., 2021; Moutchia et al., 2020; Panda et al., 2021; Zheng et al., 2020a).
No entanto, a literatura apresenta resultados conflitantes sobre o papel do
G-CSF no resultado da COVID-19, possivelmente devido a variagdo no
momento da medicdo do G-CSF. Em contraste, a associacdo de G-CSF
com um prognostico favoravel, observada em nossos pacientes, diverge
de estudos prévios que sugeriram que niveis aumentados de G-CSF
estavam associados a gravidade da COVID-19 (Guo et al., 2021). Um
ponto importante a ser considerado é a cinética da resposta imune ao
longo do processo infeccioso, geralmente avaliada como tempo pés inicio
de sintomas ou pés admissao hospitalar. Portanto, analises comparativas
entre estudos devem ser feitas com cautela. Neste sentido, visando talvez
validar os achados relacionados ao papel do G-CSF sdo necessarios

estudos adicionais com uma ampla amostragem populacional para
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esclarecer a relagao entre os niveis de G-CSF e progressao da doenca

em pacientes com COVID-19.

Na avaliagdo longitudinal, observamos que os niveis de CCL3 tanto
na admissao hospitalar quanto seu aumento progressivo estao
associados a um melhor desfecho clinico, incluindo reducdo da
necessidade de ventilagdo mecanica e alta hospitalar. Embora a literatura
associe o aumento de CCL3 a tempestade de citocinas em casos graves
de COVID-19 (Hamza et al., 2022; Ramasamy; Subbian, 2021a), nossos
achados sugerem que o aumento de CCL3 pode estar relacionado a um
melhor progndstico em pacientes graves. Esses resultados inéditos na
literatura podem contribuir para uma melhor compreensdo da dinamica
das citocinas na COVID-19 grave e tém implicagdes importantes para o

manejo clinico desses pacientes.

Estudos recentes utilizando sequenciamento de RNA de célula unica
em pacientes com COVID-19 identificaram que subconjuntos de
macrofagos produtores de CCL2 e CXCL10 sdao abundantes no lavado
broncoalveolar de pacientes com COVID-19 grave e s&o potenciais
mediadores da doenca grave (Liao et al.,, 2020). Embora nossa
investigacdo ndo tenha analisado componentes celulares, nossos
achados sugerem que a ativagdo de mondcitos/macréfagos durante a
COVID-19 pode levar a niveis aumentados de CXCL10, contribuindo para
desfechos clinicos desfavoraveis, como ventilagcdo mecanica e ébito. Isso
destaca a importancia de entender melhor a imunidade orquestrada por
quimiocinas. Nossos resultados sao consistentes com a literatura
existente em muitos aspectos, mas também apresentam algumas
discrepancias. Notavelmente, o aumento acentuado de CXCL10 e IL-6 em
nossos pacientes corrobora estudos anteriores que associam essas
citocinas a gravidade e progressdo da COVID-19 (Coomes; Haghbayan,
2020; Darif et al., 2021; Ghazavi et al., 2021; Guo et al., 2021; Ling et al.,
2021; Mojtabavi; Saghazadeh; Rezaei, 2020; Pons et al.,, 2021;
Udomsinprasert et al., 2021).
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Em nosso estudo, os niveis séricos de IL-10 estavam reduzidos nos
pacientes com COVID-19 em comparagdo aos controles, e atingiram
valores ainda mais baixos entre aqueles que evoluiram para obito. Esses
achados divergem de grandes estudos recentes, como os de Margiotta et
al. (2025) e Deng et al. (2024), que reportaram aumento de IL-10 em
formas graves da doenga, interpretando essa citocina como parte da
resposta anti-inflamatéria compensatéria e, em alguns contextos, até
como fator protetor associado a variantes genéticas (Deng et al., 2024;
Margiotta et al., 2025). Essa discrepancia pode refletir
diferentes momentos da evolugao clinica captados pelas coletas — ja que
IL-10 pode apresentar elevagao precoce, mas queda acentuada em fases
criticas de faléncia imunologica. Além disso, fatores
como heterogeneidade da amostra (idade, comorbidades, perfil genético)
e as caracteristicas especificas do nosso desenho de estudo podem ter
influenciado os resultados. Portanto, nossos dados reforcam a nog¢ao de
que a cinética de IL-10 é dindmica e que sua interpretagcdo deve
considerar tanto o estagio da doenca quanto o contexto clinico e

populacional avaliado.

Outro mediador sérico soluvel que apresentou resultados
contraditérios em relagédo a estudos prévios foi o VEGF (Sahebnasagh et
al., 2021), cujos niveis estavam diminuidos em pacientes com COVID-19,
na admissao hospitalar, em comparagcao com controles saudaveis. Altos
niveis de VEGF foram associados a maior gravidade de doenga como
manifestagdes intestinais, SDRA e obito (Sahebnasagh et al., 2021; Zeng
et al.,, 2022). Estudos em modelo animal que simulam a inflamacgéao
intestinal apds estimulacdo com a proteina spike do SARS-CoV-2
mostraram que o VEGF é produzido em excesso no duodeno antes de
sua elevagdo na circulagcdo (ZENG et al., 2022). Isso sugere que
diferencas cinéticas podem ocorrer durante a disseminacido local e
sistémica do VEGF. Portanto, a diferenca cinética inicial e tardia do VEGF
pode ser uma explicagcao plausivel para as discrepancias observadas

entre os estudos clinicos.
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Para avaliar a utilidade e precisdo dos marcadores séricos soluveis
como modelo de classificagao e teste diagnostico, realizamos uma analise
de curva ROC. Os resultados mostraram que as concentracdes séricas
de PDGF, IFN-y e IL-6 medidas na admissado hospitalar (DO)
apresentaram uma elevada precisao global (AUC > 0,9), permitindo
distinguir pacientes com COVID-19 de pacientes saudaveis (HC) com alta

precisao.

O interferon (IFN) desempenha um papel central na resposta
imunolégica a COVID-19, embora de forma dindmica e multifasica.
Evidéncias recentes mostram que a produgao adequada e precoce de
IFNs do tipo | (IFN-a e IFN-B) é essencial para conter a replicagao viral,
enquanto atrasos ou bloqueios dessa via estdo associados a evolugao
grave (Yang, 2025). Por outro lado, a persisténcia ou exacerbagédo da
sinalizacdo de IFNs pode contribuir para o estado de inflamacao
desregulada caracteristico da fase critica da doenca. Estudos
longitudinais amplos, como o de Ghaffarpour et al. (2025), confirmam que
niveis elevados de IFN-a e IFN- 3 estdo associados a maior gravidade,
enquanto o IFN-y tende a se elevar nas fases mais tardias,
acompanhando a hiperinflamacéao (Ghaffarpour et al., 2025). Esses dados
reforcam que o IFN ndo deve ser interpretado como marcador estatico,
mas sim como componente central e dindmico da resposta antiviral inicial
e, em contextos distintos, da resposta inflamatéria desregulada em fases
criticas da COVID-19.

Em nossa analise, os niveis séricos elevados de IFN-y mostraram
boa acuracia para distinguir pacientes com COVID-19 grave em relagao
aos controles saudaveis (HC). No entanto, esse mediador n&o apresentou
acuracia satisfatoria para predizer desfechos clinicos desfavoraveis, como
necessidade de ventilagdo mecanica ou 6bito. Interessantemente, IL-6
exibiu padrao semelhante, também se mostrando util para discriminar
casos graves de controles, mas com baixa performance progndstica.
Esses achados sugerem que tanto IFN-y quanto IL-6
representam componentes centrais da resposta imunolégica ao SARS-

CoV-2, sendo consistentemente elevados em diferentes estagios clinicos
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da doenca devido ao seu papel crucial no combate ao virus. No entanto,
reforgam-se como marcadores de gravidade mais do que como preditores
de desfecho, o que estda em consonancia com a natureza dindmica e

multifasica da resposta imune descrita em estudos recentes.

A evidéncia obtida neste estudo sugere uma assinatura imune
centrada em macréfagos, caracterizada pela expressao concomitante de
IL-6 e pela ativacdo sustentada via IFN-y, represente um eixo critico da
resposta imune desregulada em pacientes com COVID-19 grave. O IFN-
Y, ao ativar macrofagos em um fendtipo pro-inflamatoério, potencializa a
producdo de IL-6, contribuindo para a manutengcdo de um ambiente
hiperinflamatorio. Essa assinatura pode explicar tanto a elevacao
consistente desses mediadores em pacientes graves, observada em
nosso estudo, quanto sua limitada acuracia progndstica, ja que refletem
um mecanismo central da resposta ao SARS-CoV-2 presente em
diferentes estagios clinicos. Além disso, sugere-se que a persisténcia
dessa ativagdo macrofagica, em vez de sua intensidade isolada, seja o
fator determinante para a progressao da doencga e para a faléncia de

orgaos associada a tempestade de citocinas.

Além disso, o PDGF se destacou como um biomarcador soluvel
capaz de distinguir ndo apenas pacientes com COVID-19 grave de
individuos saudaveis, mas também de diferenciar desfechos clinicos ruins
(ventilagdo mecanica e Obito) de bons desfechos (sem ventilagao
mecanica e alta). Nossos achados indicaram que os niveis de PDGF
estavam significativamente diminuidos em pacientes com COVID-19 em
comparagao com controles saudaveis. Essa descoberta contrasta com
estudos anteriores que relataram niveis mais elevados de PDGF-AA e
PDGF-BB em pacientes com COVID-19 (Petrey et al., 2021). Esses
achados aparentemente controversos podem refletir caracteristicas
clinicas intrinsecas da populacdo estudada. Neste estudo, os autores
observaram que a coorte apresentou contagens plaquetarias normais e
que todos os pacientes com COVID-19 receberam tratamento
tromboprofilaxia padrdo (Petrey et al.,, 2021). No entanto, é importante

notar que nosso estudo mediu os niveis de PDGF em amostras de soro,
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enquanto o estudo mencionado mediu os niveis de PDGF-AA e PDGF-BB
em amostras de plasma. Os niveis de PDGF diferem significativamente
em amostras de soro e plasma. Estudos prévios destacaram que fatores
de crescimento podem se acumular nos granulos a das plaquetas, o que
pode explicar as diferencas observadas entre as medi¢des no plasma e
no soro (ltaliano et al., 2008; Lakka Klement et al., 2009). Portanto, é
recomendavel utilizar fatores de transformacao para normalizar os niveis
de PDGF e permitir comparacgdes precisas entre estudos. Infelizmente,
nao avaliamos os parametros hematologicos no momento da coleta das
amostras bioldgicas, o que impediu a aplicacdo desses fatores de
corregdo. Futuras investigagcdes que considerem esses fatores séao
necessarias para normalizar os dados e torna-los comparaveis entre

estudos distintos.

As curvas ROC também foram capazes de identificar outras
moléculas promissoras, IL-1Ra, IL-13 e IL-7, para distinguir pacientes com

COVID-19 que evoluiram para um progndstico pior (MV e Obito).

A IL-Ra é uma citocina inibitéria precoce que suprime citocinas pro-
inflamatdrias e as respostas dos linfocitos T. A IL-1Ra é uma citocina que
controla as respostas inflamatorias durante os estagios iniciais da
ativagao imune (lwasaki; Pillai, 2014). A IL-1Ra liga-se competitivamente
ao IL-1R (Arend et al., 1998)e é produzida por mondécitos, macrofagos ou
células dendriticas (Benedict, 2003). A IL-1Ra pode modular a produgéo
de IL-1 e TNF-a (Oleksowicz; Dutcher, 1994)) e IFN tipo | (Theofilopoulos
et al., 2005). Um estudo longitudinal conduzido por Zhao e colaboradores
(Zhao et al., 2020b) revelou que a produgao precoce de mediadores
inibitérios, como IL-1Ra, estava significativamente associada a forma
grave da COVID-19, em contraste com pacientes com formas leves da
doenca. Nossos achados corroboram esses resultados, mostrando que a
IL-1Ra n&o apenas apresentou niveis séricos aumentados na admissao
hospitalar de pacientes com COVID-19 grave, mas também se destacou
como um biomarcador capaz de identificar desfechos ruins da doenca.
Isso sugere que a producéo precoce de IL-1Ra pode influenciar a indugao

de citocinas pré-inflamatdrias e antivirais durante a fase inicial da infecgao
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por coronavirus. O papel do IL-1Ra na resposta imune parece ser
dependente do contexto, variando de acordo com as concentragdes
séricas observadas em infecgbes graves e leves. Enquanto em casos
leves, o aumento de IL-1Ra pode ser contrabalancado por respostas
imunes adaptativas robustas ao virus, em casos graves, niveis
significativamente mais elevados de IL-1Ra sdo observados, sugerindo
uma resposta imune hiperativa que pode contribuir para a transicdo de um
ambiente imune controlado e protetor para um quadro de dano tecidual

induzido por inflamagao.

Na COVID-19, estudos prévios sugerem que a resposta imunologica
€ predominantemente pro inflamatéria. De um modo geral, as citocinas IL-
4, IL-5 e IL-13 ndo estdo associadas a tempestade de mediadores
inflamatdrios descritas na COVID-19 (Hu; Huang; Yin, 2021; Tay et al.,
2020; Zhu, 2015). No nosso estudo a diminuicdo exacerbada de IL-13
emergiu como um biomarcador importante associado ao risco de
desfecho grave. A IL-13 desempenha um papel importante em processos
imunoldgicos, incluindo o recrutamento de macréfagos e eosindfilos para
o compartimento pulmonar, induzindo a producdo de muco. Neste
contexto, a IL-13 pode exercer um papel relevante na orquestragcao das
respostas protetoras e imunopatoldgicas pulmonares, tornando-a um alvo
de grande interesse na patologia da COVID-19 (Pathinayake; Awatade;
Wark, 2023). Em geral, estudos relacionados ao papel da IL-13 na COVID-
19 demonstram que a elevagao de IL-13, promovendo o recrutamento de
macrofagos e eosindfilos e favorecendo a produgédo de muco, representa
um evento deletério, contribuindo para o estabelecimento de mecanismos
do tipo reagdo alérgica associado a piores desfechos clinicos. Estudos
prévios demonstraram que pacientes hospitalizados com COVID-19 que
apresentaram altos niveis de IL-13 tiveram piores desfechos clinicos, com
elevagao sustentada por semanas apdés o inicio dos sintomas (Donlan et
al., 2021; Sasson; Moreau; Petri, 2023). Nossos resultados demonstraram
baixa producado de IL-13 em pacientes com COVID-19 independente do
desfecho clinico. Entretanto a analise cinética demonstrou que a

incapacidade de sustentar a producao de IL-13 esteve associada a 6bito.
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Esses resultados, associados a observagao que pacientes que evoluiram
para Obito apresentaram também niveis inferiores de IL-7 e PDGF,
sugerem que a evolucado clinica para obito esteve associada a uma

disfungdo imunoldgica generalizada.

A IL-7 é produzida por diversas células, incluindo células hepaticas
fetais, células estromais da medula 6ssea (MO), timo e outras células
epiteliais, como  queratindcitos e  enterocitos  (ALPDOGAN;
VANDENBRINK, 2005). Essa citocina desempenha um papel crucial na
defesa do hospedeiro, regulando o desenvolvimento e a homeostase de
células imunes, incluindo linfocitos T, linfocitos B e células natural Killer
(NK). Deficiéncias em IL-7 também podem causar prejuizos graves no
desenvolvimento de células imunes, como mostram estudos recentes
(Chen et al., 2021a). Varios estudos prévios relataram niveis aumentados
de IL-7 em pacientes com COVID-19, e o aumento dessa citocina foi
associado a gravidade da doenca (Fernandes; Barata, 2023). Por outro
lado, estudos realizados por Bordoni et al e Neidleman et al, relataram
niveis de IL-7Ra, o receptor de IL-7, menores em pacientes com COVID-
19 grave em comparagdo com casos leves, bem como em nao
sobreviventes em comparagdo com pacientes que sobreviveram a
doencas graves. Esses achados sugerem que a modulagédo da expresséo
dos receptores de IL-7 pode reduzir a sobrevivéncia celular, a sinalizagao
de células B e a producdo de anticorpos em pacientes com COVID-19
(Bordoni et al., 2021; Neidleman et al., 2021). Esses achados estdo em
consonancia com nossos resultados, pois observamos niveis diminuidos
de IL-7 em pacientes com COVID-19 na admissao hospitalar. Além disso,
analises longitudinais adicionais pela curva ROC demonstraram que

niveis mais baixos IL-7 estavam associados a evolugao para 6bito.

Considerando as discrepancias entre nossos resultados e os
previamente relatados na literatura, uma hipdtese plausivel € que essas
diferencas sejam atribuiveis a caracteristicas clinicas intrinsecas das
populagdes de estudo, incluindo comorbidades, fatores do hospedeiro,
como idade e sexo, e ao intervalo entre a infecgdo e a admisséo hospitalar
(Chen et al., 2021b; Cummings et al., 2020b; Garibaldi et al., 2021; Petrilli
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et al., 2020; Wu; McGoogan, 2020).Além disso, a analise da resposta
imune considerando o tempo cinético desde o inicio dos sintomas ou

admissao hospitalar pode gerar achados distintos.

E bem estabelecido que a terapia anti-inflamatéria utilizada em
casos graves de COVID-19 pode influenciar os niveis de quimiocinas,
citocinas e fatores de crescimento. No entanto, no presente estudo, todos
os pacientes com COVID-19 receberam terapia combinada de
corticosteroides, antibidticos e heparina, independentemente da
necessidade de ventilagdo mecanica ou do desfecho da doencga. Portanto,
€ improvavel que as diferengas observadas nos niveis de mediadores
soluveis séricos entre os subgrupos de COVID-19 sejam atribuiveis a
terapia como uma variavel de confusdo. Ainda assim, deve-se considerar
que a resposta individual ao tratamento pode variar, e essa
heterogeneidade bioldgica pode ter contribuido para parte da variabilidade

observada nos niveis dos mediadores.

Com o objetivo de caracterizar a tempestade pro-inflamatéria em
pacientes com COVID-19 grave, avaliamos a magnitude das alteragdes
nos niveis de mediadores séricos soluveis ao longo do tempo em
comparacao com os valores medianos de controles saudaveis. Nossos
resultados mostraram que IL-6 e CXCL10 apresentaram as maiores
ordem de magnitude em pacientes com prognosticos desfavoraveis
(ventilagdo mecanica e 6bito), enquanto G-CSF e CCL3 aumentaram

seletivamente em pacientes com bom prognostico.

Apesar do numero substancial de estudos envolvendo mediadores
soluveis em pacientes com COVID-19, biomarcadores preditivos s&o
extremamente escassos (Del Valle et al., 2020). Para tanto, realizamos
uma analise detalhada dos mediadores soluveis séricos e construimos
redes de sistemas integrativos. Uma rede integrativa desequilibrada com
predominancia do eixo pro-inflamatério na admissao hospitalar (DO) foi
associada a um melhor prognoéstico, enquanto a analise qualitativa
revelou que pacientes com pior prognéstico (MV e Obito) apresentaram

maior numero de correlagdes fortes envolvendo IFN-y, IL-1Ra e IL-9. Esse
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perfil misto pré-inflamatério/regulatério pode sugerir que esses pacientes
(MV e Obito) ja apresentavam maior duragdo da doenca e tiveram
internacdo hospitalar mais tardia em comparagdo aos pacientes que

apresentaram desfechos mais favoraveis (MVn e Alta).

Em conjunto, esses achados reforcam a presengca de uma
tempestade proé-inflamatoéria caracteristica em pacientes com COVID-19
grave, evidenciando redes integrativas desreguladas envolvendo IFN-y,
IL-1Ra e IL-9 ja no momento da admissao hospitalar. Ademais, elevagdes
na ordem de magnitude e alteragdes na cinética de mediadores séricos
soluveis foram associadas a desfechos clinicos desfavoraveis nesses

pacientes.

Além disso, IL-1Ra, IL-13, PDGF e IL-7 também se destacaram
como moléculas promissoras para discriminar pacientes com COVID-19
qgue evoluiram para desfechos clinicos desfavoraveis, como necessidade

de ventilagcdo mecanica ou 6bito.

De modo geral, esses resultados evidenciam o potencial de um
conjunto selecionado de mediadores sistémicos — incluindo IL-6, IFN-y,
IL-1Ra, IL-13, PDGF e IL-7 — como biomarcadores laboratoriais, capazes
de fornecer informacgdes adicionais relevantes para o manejo clinico de

pacientes com COVID-19 grave.

6.3 Limitagoes

Este estudo apresenta algumas limitagbes que devem ser
consideradas na interpretacdo dos resultados. A amostra relativamente
reduzida de pacientes ressalta a necessidade de validagao adicional dos
achados em coortes maiores. Em particular, o numero limitado de
pacientes que evoluiram para obito, em comparagao aqueles que
receberam alta hospitalar, pode comprometer a robustez estatistica das

conclusoes.

Ademais, o estudo foi conduzido durante a circulagéo predominante
das variantes B.1.1.28 e B.1.1.33 do SARS-CoV-2; portanto, a resposta
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imunoldgica observada pode nao refletir o perfil associado a variantes

emergentes subsequentes.

Entre as limitagcdes do estudo, destaca-se a exclusdo de pacientes
com doenga mental organica, funcional ou oligofrenia, medida necessaria
para garantir a qualidade das informag¢des coletadas. Contudo,
reconhece-se que a COVID-19 pode cursar com manifestagdes
neurologicas e neuropsiquiatricas, e esse subgrupo de pacientes nao foi

representado em nossa amostra.

Outra limitagdo do estudo esta relacionada a técnica utilizada para a
dosagem dos mediadores séricos soluveis pela plataforma Luminex Bio-
Plex ProTM. Embora esta técnica seja amplamente empregada em
pesquisas translacionais, apresenta restricdes de sensibilidade na
deteccao de mediadores em baixas concentracdes. Técnicas baseadas
em PBMCs (Células Mononucleares de Sangue Periférico) poderiam
oferecer maior acuracia, e detalhamento na caracterizagao das respostas

imunoldgicas.

A perda de seguimento também impediu a realizagcdo de uma analise
longitudinal prospectiva completa de todos os pacientes incluidos no

momento da admissao hospitalar.

Além disso, o delineamento observacional do estudo, aliado a
realizacdo de multiplas comparagbes sem ajustes para potenciais
variaveis de confusdo, comorbidades e o uso concomitante de diferentes
medicamentos, representa uma limitagdo metodologica relevante.
Embora todos os pacientes tenham recebido tratamento padronizado de
suporte, ndo foram aplicados ajustes estatisticos especificos para avaliar

o impacto individual de cada farmaco na resposta inflamatéria.

Portanto, estudos adicionais, com maior poder amostral e controle
rigoroso de fatores como sexo, idade e comorbidades, s&do necessarios
para aprofundar a compreensdao dos mecanismos imunolégicos

associados a gravidade da COVID-19.
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6.4 Perspectivas
Os resultados deste estudo reforcam a importancia da resposta

imune sérica no contexto da COVID-19 e sugerem diregbes relevantes
para investigagbes futuras. Uma possibilidade €& a estratificagédo
imunoldgica dos pacientes, de modo a identificar perfis especificos de
resposta inflamatoéria associados a gravidade da doenca. Além disso,
a anadlise personalizada dos mediadores séricos soluveis pode contribuir
para estratégias individualizadas de manejo clinico, considerando a
heterogeneidade bioldgica entre os pacientes. Outro aspecto promissor €
o monitoramento dinamico da resposta imune ao longo da evolugao
clinica, o que poderia auxiliar na definicho do momento ideal para
intervengdes terapéuticas. Em conjunto, essas abordagens tém o
potencial de subsidiar a identificagdo de biomarcadores preditivos e o
desenvolvimento de estratégias de medicina personalizada em doencas

infecciosas graves, como a COVID-19.
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7. CONCLUSAO

Em concluséo, os principais achados deste estudo destacam que,
além da resposta pro-inflamatéria exacerbada, redes integrativas
desequilibradas e alteragdes significativas ao longo do acompanhamento
cinético de mediadores soluveis durante a internagdo hospitalar,
especialmente CXCL10, IL-6, CCL3 e G-CSF, estido associadas a
desfechos clinicos distintos, tanto favoraveis quanto desfavoraveis, em

pacientes com COVID-19 grave.

Além disso, identificamos um conjunto de biomarcadores
promissores, incluindo IL-6, IFN-y, IL-1Ra, IL-13, PDGF e IL-7, que podem

ser uteis no manejo clinico de pacientes com COVID-19 grave.
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Tabela Suplementar 1 — Limite minimo de deteccdo (LLOD) — Bio-Plex ProTM Human Cytokine
27

Mediador LLOD (pg/mL)
CXCL8 0,5
CCL11 0,9
CCL3 1,2
Quimiocinas CCL4 0,7
CCL2 1,0
CCL5 1,0
CXCL10 2,0
IL-1B 0,2
IL-6 0,9
TNF-o 1,0
Citocinas pro- IL-12 0,3
inflamatorias IFN-y 1,1
IL-17 1,0
IL-15 1,5
IL-1Ra 5,0
IL-4 0,2
Citocinas reguladoras IL-5 0,7
IL-9 0,9
IL-10 1,0
IL-13 0,3
IL-2 0,8
IL-7 1,0
FGF-basic 3,0
Fatores de crescimento PDGF 3,0
VEGF 4.0
G-CSF 1,0
GM-CSF 0.3

Valores tipicos informados nos catalogos técnicos da Bio-Rad (em pg/mL). Os limites podem variar conforme lote e
condigdes do ensaio. Valores abaixo doLimite minimo de detecgdo (LLOD, Lower Limit of Detection) ndo devem ser
interpretados como concentragao real, mas sim como nao detectavel.
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