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RESUMO

Introdugao: A COVID-19 caracteriza-se pela hiperativagdo do sistema imunolégico e
liberacdo descontrolada de citocinas. Recentes estudos apontam que a sinalizagao
prejudicada dos IFNA1 e seus receptores, IL17A, HERVs e IFNG pode estar
associada a gravidade da COVID-19. Objetivo: Analisar a expressao dos genes
IFNAL e receptores IFNAR1/IFNAR2, IL17A e HERVs (HERVK-10 e HERVW-1) em
leucocitos totais e niveis basais de IFN-y no plasma de pacientes com COVID-19.
Métodos: Estudo prospectivo, observacional e transversal com 117 pacientes
recrutados (grave=58 e leve=59). Dados demograficos e clinicos foram coletados. Os
leucdcitos do sangue periférico foram isolados e o ensaio RT-gPCR foi realizado para
analise da expressao génica. Os niveis plasmaticos de IFN-y foram mensurados pelo
método ELISA. Resultados: Na amostra avaliada, observou-se prevaléncia do sexo
masculino (p<0,05), idosos (p<0,0001), negros (p<0,0001) e comorbidades pre-
existentes (p<0,0001). Os pacientes com COVID-19 grave apresentaram leucocitose,
neutrofilia, contagem elevada de plaquetas e linfécitos reduzidos em comparagao com
os pacientes leves (p<0,0001). Os indices SlI, AlSI e SlI/Hb foram significativamente
maiores em pacientes graves (p<0,0001). Os niveis de expressao génica de IFNA1,
HERVW-1 e IL17A foram significativamente maiores em pacientes graves (p<0,05,
p<0,05, p<0,001, respectivamente). Entretanto, os niveis plasmaticos de IFN-y n&o
foram significativos. A analise ROC apontou que os indices Sl e SllI/Hb sdo bons
marcadores prognosticos de gravidade da COVID-19, com AUC (0,98 e 0,99,
p<0,0001, respectivamente). Conclusao: Nossos resultados apontam que o
segmento mais afetado pela COVID-19 compreende homens, idosos, negros e
portadores de comorbidades, com maior expressao génica de IFNA1, HERVW-1 e
IL17A. indices como Sl e SII/Hb podem ser progndsticos promissores de gravidade
para a COVID-19.

Palavras-chaves: COVID-19, IFNA1, IL17A, HERVW-1, SlI e SlI/Hb.



ABSTRACT

Introduction: COVID-19 is characterized by hyperactivation of the immune system
and uncontrolled release of cytokines. Recent studies indicate that impaired signaling
of IFNA1 and its receptors, IL17A, HERVs and IFN-y may be associated with the
severity of COVID-19. Objective: To analyze the expression of IFNA1 genes and
IFNAR1/IFNAR2 receptors, IL17A and HERVs (HERVK-10 and HERVW-1) in total
leukocytes and baseline levels of IFN-y in the plasma of patients with COVID-19.
Methods: Prospective, observational and cross-sectional study with 117 recruited
patients (severe=58 and mild=59). Demographic and clinical data were collected.
Peripheral blood leukocytes were isolated and RT-qPCR assay was performed for
gene expression analysis. Plasma levels of IFN-y were measured by the ELISA
method. Results: Among the evaluated sample, there was a prevalence of males
(p<0.05), elderly (p<0.0001), blacks (p<0.0001) and pre-existing comorbidities
(p<0.0001). Patients with severe COVID-19 had leukocytosis, neutrophilia, and
elevated platelet counts with reduced lymphocytes compared with mild patients
(p<0.0001). The SllI, AISI and SII/Hb indexes were significantly higher in critically ill
patients (p<0.0001). IFNA1, HERVW-1 and IL17A gene expression levels were
significantly higher in critically ill patients (p<0.05, p<0.05, p<0.001, respectively).
However, plasma levels of IFN- y were not significant. ROC analysis showed that SlI
and SlI/Hb indexes are good prognostic markers for the outcome of COVID-19, with
AUC (0.98, 0.99, p<0.0001, respectively). Conclusion: Our results indicate that the
segment most affected by COVID-19 comprises men, the elderly, black people and
those with comorbidities, with higher gene expression of IFNA1, HERVW-1 and IL17A.
Indices such as Sll and SlI/Hb can be promising predictors of severity for COVID-19.

Keywords: COVID-19, IFNA1, IL17A, HERVW-1, Sll e SlI/Hb.
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1 INTRODUGAO

Ao final de dezembro de 2019, novos casos de pneumonia provocados por um
B- coronavirus recém-identificado ocorreram na provincia de Wuhan (China). Em 11
de fevereiro de 2020, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) nomeou oficialmente
essa doenga como doencga coronavirus 2019 (COVID-19) (GAO et al., 2021). Segundo
dados do painel COVID-19 da Universidade de Johns Hopkins datado em 10 de margo
de 2023 mais de 676.609.955 milhdes de pessoas foram acometidas pela COVID-19
com 6.881.955 o6bitos em escala mundial. De acordo com o painel Coronavirus do
Brasil (2023) no Brasil ja sdo cerca de 37.601.257 milhdes de casos confirmados,
sendo 702.907 6bitos confirmados. Com relagdo ao acompanhamento de casos na
Bahia, o numero total de casos confirmados abrange 1.801.969, sendo 31. 617 obitos
(SESAB,2023).

A pandemia da doenga de coronavirus 2019 (COVID-19) causada pelo
coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2) resultou em uma
alta morbidade e mortalidade em todo o mundo (ZHANG et al., 2022). Nesse contexto,
diversos fatores de risco foram relacionados ao desenvolvimento e gravidade da
COVID-19, dentre eles idade avancada, sexo masculino, comorbidades pré-
existentes, como hipertensao arterial, diabetes mellitus e doengas cardiovasculares,
bem como disparidades étnicas (ZHANG et al., 2023).

A progressdo da doenga coronavirus pode ser confirmada por alteragées
laboratoriais, como hemogramas e biomarcadores que podem ser utilizados para
prever a gravidade da doenca, hospitalizagao, internagdo em unidades de terapia
intensiva (UTI) e mortalidade (BATTAGLINI et al., 2022). Dentre esses parametros,
destacam-se a relagao neutrdfilo-linfocito (RNL) e relagdo plaqueta-linfécito (RPL),
bem como o indice de infamacéo sistémica (Sll), indice agregado de inflamacéao (AlISI)
e um novo indice denominado indice de imuno-inflamacéao sistémica e concentracao
de hemoglobina (SII/Hb) (GHOBADI et al., 2022; HERNANDEZ-AINSA et al.,2022)
parametros hematoldgicos promissores na avaliagdo da gravidade e prognéstico da
COVID-19 (ASPERGES et al., 2023).
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A gravidade da COVID-19 foi associada ao comprometimento da produgao de
IFNs tipo | (RAMASAMY; SUBBIAN, 2021). Os IFNs tipo | representam a primeira linha
de defesa imunoldgica contra infec¢des virais devido ao recrutamento de varias
células imunes (PALERMO et al., 2021;DA SILVA et al., 2021). Lee e Shin (2020)
destacaram em seu estudo o papel do IFNA1 no desenvolvimento da COVID-19 grave,
sugerindo que o IFNA1 apresenta papel importante na inflamacéao induzida por TNF e
IL-1 na progressao da doenca.

O interferon gama (IFN-y) apresenta forte atividade antiviral e
imunomoduladora, mas sua agao precisa ser regulada, pois a producéo exarcerbada
de IFNG conduz a inflamagédo excessiva, contribuindo assim para a gravidade da
COVID-19 (YAO et al., 2020). Ainda no contexto da COVID-19, A IL17A foi associada
como condutora no processo de doenca na SDRA por meio de mecanismos
dependentes e independentes dos neutréfilos que resulta na amplificacdo da resposta
inflamatdria devido a liberagao das citocinas IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e o recrutamento de neutrdfilos para o cenario de lesdo pulmonar (MAIONE
et al., 2021; ORLOV et al., 2021).

Além disso, as sequéncias de retrovirus enddégenos humanos (HERVs) podem
ser ativadas por meio da proteina spike SARS-CoV-2 e do sistema complemento -
particularmente C3b - que participa da transativacdo de HERVs (CHARVET et al,,
2023). A proteina imunopatogénica HERV-W via toll-like receptor 4 [TLR4] induz
respostas pré-inflamatorias e é altamente expressa em linfécitos T CD3+ de pacientes
com COVID-19 (CHARVET et al., 2023). Alternativamente, o HERV-K além de
comprometer o ciclo celular dos linfocitos, esta relacionado a expressao do fator
estimulante de colbnias de granulécitos (G-CSF) e fator de crescimento nervoso
(NGF) em mortes por COVID-19 (TEMEROZO et al.,2022).

No presente estudo, buscou-se analisar a expressao dos genes IFNA1,
receptores IFNAR1/IFNAR2, IL17A e HERVs (HERVK-10 e HERVW-1) em leucdcitos
totais e mensurar os niveis plasmaticos de IFN-y em pacientes com COVID-19 para
em conjunto com os fatores epidemioldgicos, achados clinicos e laboratoriais em
pacientes infectados com COVID-19 verificar a provavel associacao desses genes e

parametros clinicos com a gravidade da doencga.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O surgimento da pandemia da COVID-19

Em dezembro de 2019, o surto da doenga do coronavirus 2019 (COVID-19)
causada pelo coronavirus 2 da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV-2)
foi relatado em Wuhan, provincia de Hubei, China (LI et al., 2020). Inicialmente foram
identificados, aproximadamente, 27 casos dos quais dentre eles, sete encontravam-
se em estado grave (DENGPENG,2020). A identificagao etiolégica do coronavirus foi
divulgada em 9 de janeiro de 2020 (HU et al., 2021). O agente etioldgico foi identificado
como o novo betacoronavirus - SARS-CoV-2 o qual compartilha 79% da sequéncia
gendmica com o SARS-CoV e 50% com o MERS-CoV (LU et al., 2020). Em 30 de
janeiro de 2020, a Organizagao Mundial de Saude (OMS) comunicou o surto de SARS-
CoV-2 como Emergéncia de Saude Publica Internacional, sendo declarada em 11 de
marco de 2020 a pandemia global do novo coronavirus (COVID-19) (CUCINOTTA,;
VANELLI, 2020; WHO et al., 2020).

2.2 Estrutura gendmica e caracteristicas biolégicas do SARS-CoV-2

De acordo com Carlos e colaboradores (2020) os coronavirus (CoVs) sao
pertencentes a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae que inclui duas subfamilias,
classificadas como Orthocoronavirinae e Letovirinae. Semelhante a outros
coronavirus, o genoma do SARS-CoV-2 consiste em um RNA de fita simples de
sentido positivo [(+) ssRNA] com o comprimento inferior a 30 kb e grande similaridade
de sequéncia (89-96,3%) com dois coronavirus presentes em morcegos: bat-SL-
CoVZCA45 e bat-SL-CoVZXC21 (CHAN et al., 2020).

O SARS-CoV-2 apresenta proteinas nao estruturais (NSPs) que sao
importantes para os processos de replicagdo e montagem do virus. O SARS-CoV-2
apresenta quatro tipos de NSPs: a proteina trasmembranar spike (S) que permite a
ligagdo e entrada do SARS-CoV-2 nas células hospedeiras por meio da enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2) (MOHAMADIAN et al., 2021); a proteina de

membrana (M), uma das proteinas mais abundantes e parte integrante da membrana


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roychoudhury%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33465325
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viral proteina do nucleocapsideo (N) que se liga ao RNA do virus, sendo importante
para formagao do nucleocapsideo, bem como a replicagdo do RNA viral (ASTUTI et
al., 2020) e o menor componente estrutural do SARS-CoV-2 a proteina de envelope

(E) que esta relacionada a montagem, liberagcao e patogénese viral (SCHOEMAN;
FIELDING, 2019).

Spike (S)

Nucleocapsideo(N)

Membrana (M)

Envelope (E)

Genoma viral (RNA de fita
simples, no sentido positivo)

Criado com BioRender.com Fonte: (JACKSON et al., 2022)

Figura 1. Estrutura do coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave.



24

2.3 Enzima conversora de angiotensina 2 como receptor do SARS-CoV-2

A enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) consiste em uma
metalocarboxipeptidase transmembrana tipo | com importante funcdo homeostatica
regulando o sistema renina — angiotensina (RAS) que esta associado aos sistemas
cardiovascular e imunologico (BIAN; LI, 2021). Estudos apontaram que a ECA2 é
expressa nao apenas em tecidos pulmonares, como também em oOrgaos
extrapulmonares, a exemplo células endoteliais e do musculo liso arterial, células do
miocardio e células do es6fago (ZOU et al., 2020), estdmago e colangiocitos (Ql et al.,
2020), neurédnio e glia (KABBANI; OLDS, 2020), células epiteliais da lingua, ovario e
mama (XU et al., 2020) e tecido adiposo (CHEN et al., 2020).

Cérebro

Pulmbdes [~ SDRA
Células epiteliais L parada
Células alveolares respiratéria

tipo Il

Infarto do miocéardio
Estomago ﬁlnsuﬂciéncia
Vesicula Coragdo cardiaca
biliar Cardiomidcitos Miocardite

Figado Arritmia

Intestino _____ / /
grosso /
Intestino y 7 - ’
delgado a4 /
/ / [

Disfungdo endotelial

Inflamagé&o vascular

Trombose micro/
macrovascular

Vasculatura
Células endoteliais
Células musculares lisas

Vasoespasmos

Criado com BioRender.com Fonte: (RYAN; CAPLICE,2020)
Figura 2. Tecidos humanos que expressam o receptor ECA2. (a). SDRA: Sindrome

do Desconforto Respiratério Agudo.

O contato inicial do SARS-CoV-2 com a célula hospedeira inicia-se por meio das
interacdes entre a glicoproteina S e seu receptor enzima conversora de angiotensina

2 (ECA2). A (glicoproteina S €& homotrimérica e divide-se em duas partes



25

funcionalmente distintas (S1 e S2) (HARTENIAN et al., 2020). A subunidade S1
encontra-se presente na superficie celular e abrange o dominiode ligacéo ao receptor
(RBD) que propicia o tropismo celular e a patogenicidade. O dominio S2
transmembrana - que apresenta regides de repeticdo heptal e o peptideode fuséo -
favorece a fusdo de membranas virais e celulares (LETKO; MARZI; MUNSTER, 2020).
Além da ECA2, a enzima protease serina transmembranar 2 (TMPRSS2)
consiste em um dos genes humanos importantes para a infec¢gdo por SARS- CoV-2
devido a sua correlagdo com a entrada viral na célula (YAGHOOBI et al., 2023). Apos
a ligagao ao receptor ECA2, as proteinas do SARS- CoV-2 serao clivadas e ativadas
pela TMPRSS2, presente na superficie celular, ocorrendo assim o processamento da
proteina spike viral e exposi¢cao ao sitio de ligacdo da ECA2 do hospedeiro para o
reconhecimento do aminoacido presente na subunidade S2, com posterior fusdo na
membrana (HOFFMANN et al., 2020; LI et al., 2022; JACKSON et al., 2022).

Clivagem da proteina
S do SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 m

Sl
< Y » %
) ¢ u = Ativagdo do Fusio d
s o dominio S2 @ usaoda
u = ~ membrana viral e
= X &) N > do hospedeiro
Cad
e ‘\' sz
* af ﬁ A g * X
. =4 IT ~
S2 S+ W e~ v pN C
o ¢ 4
T ] s1/s2-° ?V\— ]
’ 2
el

ECA2 protease
TMPRSS2

Célula do hospedeiro
Criado com BioRender.com Fonte: (HARTENIAN et al.,2020)
Figura 3. Mecanismo de entrada viral do SARS-CoV-2.

2.4 Aspectos Clinicos

As caracteristicas clinicas relacionadas a COVID-19 sao caracterizadas como
pleomorficas e consideram individuos assintomaticos, pacientes com sintomas leves

e graves com distintos estagios evolutivos (ZHOU et al., 2020). Os sinais clinicos mais
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comuns sao febre, tosse, dor de garganta, dor de cabeca, fadiga, mialgia e faltade ar.
E sabido que, ao término da primeira semana a doenca pode evoluir para pneumonia,
insuficiéncia respiratéria e obito (WIERSINGA et al. 2020).

De acordo com Heymann e Shindo (2020) os sintomas clinicos mais frequentes
provenientes do SARS-CoV-2 séo febre (80% dos casos), tosse (60% dos casos),
fadiga (35% dos casos), producédo de expectoragao (30% dos casos) e falta de ar
(15% dos casos). Existem registros de sintomas neurolégicos, a exemplo, fadiga,
tontura e alteragdes de consciéncia, bem como derrames isquémicos, hemorragicos
e dores musculares (MAO et al., 2020). A COVID-19 também foi associada a doenca
hipercoagulavel que favorece ao risco de trombose venosa (DANZI et al.,2020).

As manifestagdes clinicas da infecgao por COVID-19 costumam surgir apds 5-
6 dias de incubacdo (SAMUDRALA et al. 2020). O tempo médio do comecgo dos
sintomas a partir da incubacdo da COVID-19 é a partir de 5,1 dias, sendo que os
infectados demonstram os sintomas por 11,5 dias. Logo apds o periodo de incubagao
(4 a 14 dias), a maioria dos individuos progridem para sintomas classificados como
leves e muito graves ou até mesmo o obito (LAUER et al. 2020).

A maior parte dos individuos acometidos pela COVID-19 ira apresentar a
doenca na sua forma leve a moderada (55%). Entretanto, cerca de 30% dos pacientes
podem desenvolver dispneia por volta do 5° dia apds o inicio da doenga, sendo
importante a hospitalizagao entre o 7° e 8° dia (CHAN et al. 2020; WU et al. 2020). A
deterioragao respiratoria acomete pacientes na forma mais grave e a hospitalizacéo é
imprescindivel nesses casos devido ao quadro de hipoxemia e pneumonia bilateral
(75%) (SHI et al. 2020).

2.5. Niveis de Gravidade

De acordo com as Diretrizes para Tratamento da COVID-19 (NIH, 2020),
pacientes acometidos pela infeccdo em decorréncia do SARS-CoV-2 apresentam
diversas manifestagdes clinicas relacionadas a sintomas leves e o quadro clinico
severo. Adultos com infeccdo por SARS-CoV-2 sao divididos em quatro categorias,

sendo elas:
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a) Infeccdo assintomatica ou pré-assintomatica: individuos que apresenta
testepositivo para SARS-CoV-2, contudo os sintomas ndo estdo associados com a
COVID-19.

b) Doencga leve: presenga de um dos varios sinais e sintomas da COVID-19,
tal como, febre, tosse, fadiga, anosmia, hiposmia, dor-de-garganta, dores musculares,
nauseas, vomitos e diarreia, entretanto ndo demonstram falta de ar, dispneia ou
imagens anormais do torax;

c) Doencga moderada: evidéncias de doenca respiratoria inferior no decorrer
da avaliagao clinica ou imagem, bem como saturagao de oxigénio (SpO2) 294%;

d) Doenga grave: individuos com saturacdo de oxigénio correspondente a
SpO2 <94%, pressao de oxigénio inspirado PaO2 / FiO2) <300 mm Hg, frequéncia
respiratéria >30 respiragdes/min ou infiltrados pulmonares > 50%;

e) Doenca critica: caracterizado com insuficiéncia respiratéria, choque
séptico e disfungdo multipla de érgaos.

Avaliagcbes preliminares em pacientes acometidos pela COVID-19 incluem
radiografia de torax, triagem por ultrassom e avaliagao de possiveis alteragbes na
tomografia computadorizada (TC), bem como na fungédo pulmonar importantes para
monitorar a progressdo da doenga. (HAN et al., 2023). Ademais, os exames
laboratoriais, a exemplo, hemograma completo, avaliagdo da creatinina (Cr), aspartato
transaminase (AST), alanina transaminase (ALT) e lactato desidrogenase (LDH), perfil
lipidico e de ferro, procalcitonina sérica, proteina C reativa (PCR) e dimeros D podem
ser benéficos para avaliar o prognéstico de pacientes com COVID-19 ao identificar
possiveis lesbes multiorganicas (HARIYANTO et al., 2021; SIAVOSHI et al., 2023).

2.6. Fatores de Risco

Segundo Gilyazova e colaboradores (2023) a COVID-19 caracteriza-se pelo
alto indice de morbimortalidade e que variam de fatores demograficos como idade
avangada, sexo masculino e etnia, bem como a presenga de doengas subjacentes
como doencas cardiovasculares, hipertensdao e doenga pulmonar obstrutiva crénica

(DPOC). Fatores de risco como diabetes, dispneia, sindrome do desconforto
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respiratorio agudo (SDRA), histérico de tabagismo, albumina e dimero-D também s&o
comumente correlacionados com a taxa de mortalidade por COVID-19 (DESSIE;
ZEWOTIR, 2021; ZHANG et al., 2023).

Devido a menor eficacia do sistema imunolégico, os idosos tendem a ser o
grupo populacional mais vulneravel e com as maiores chances de desenvolver
doencas infecciosas (FLOOK et al., 2021). Alteragbes imunoldgicas associadas ao
envelhecimento podem promover a hiporreatividade e desregulagdo da imunidade,
também chamado de imunossenescéncia, que vem sendo apontada como a principal
causa para a patogénese da COVID-19 (SCHMITT et al., 2023).

De acordo com Shepherd e colaboradores (2021) os horménios sexuais
alteram a expressao de genes relacionados as respostas imunoldgicas. As diferengas
hormonais entre os homens e mulheres podem ser responsaveis pelas distintas
respostas de sexo as infecgbes virais respiratérias, principalmente na COVID-19
(BRANDI, 2022). Em pacientes com COVID-19, os baixos niveis do andrégeno
testosterona estdo associados aos estados pro-inflamatoérios, sintomas graves,
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e internacdgo em UTI
(RASTRELLI et al, 2021; ZSICHLA; MULLER, 2023). A baixa producédo de
testosterona desregula a homeostase intracelular de Ca?* o que favorece a infecgéo
por SARS-CoV- 2 e sua replicagao viral e 0 aumento da atividade pré-inflamatoéria das
células imunes inatas (MONTANO et al., 2022).

A hipertenséo pode estar fortemente associada ao risco de infecgao por SARS-
CoV-2 e ao desenvolvimento do pior prognostico da COVID-19 (THAKUR et al., 2021).
A hipertensao arterial, como entidade multigénica, de etiologia multipla efisiopatogenia
multifatorial acarreta um estado pré-inflamatério, bem como a mitigacdo da reposta
imune inata, o qual favorece o quadro de patogénese em pacientes com COVID-19,
particularmente em pacientes criticos (AZEVEDO et al., 2021).

A infeccdo por SARS-CoV-2 em pessoas com diabetes principia maiores
condicbes para o estresse, liberacdo de hormbnios hiperglicémicos, tais como
glicocorticoides e catecolaminas (WANG et al., 2020), bem como alteragao metabdlica
sistémica severa, caracterizada por niveis aumentados de leptina e adiponectina

inferior (FRANCISCO et al., 2019). Geralmente individuos diabéticos apresentam
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inflamacéao cronica de baixo grau, que pode propiciar as tempestades de citocinas e
assim coadjuva para resultados graves da COVID-19, bem como o 6bito (METHA et
al., 2020). Estudo publicado por Guo et al., (2020) acerca dos parametros laboratoriais
dos pacientes com COVID-19 apontou que a contagem absoluta de linfocitos em
pacientes diabéticos é significativamente menor do que em pacientes nao diabéticos.

Outro fator de risco considerado para a progressao da COVID-19 consiste no
tabagismo (CUI et al., 2022). Varios mecanismos foram indicados para caracterizar a
relagcédo entre o uso de tabaco e COVID-19 grave, dentre eles a depuragao mucociliar
prejudicada pela fumaga do tabaco, a qual diminui as respostas imunes inatas e
adaptativas propiciando no aumento do risco para infecgdes pulmonares virais (QIU
et al., 2017). Em uma revisao sistematica acerca da associagao entre o tabagismo e
pacientes com COVID-19 observou-se que pacientes que sempre fumaram
apresentaram maiores chances de hospitalizagdo, desenvolvimento da forma grave
da doencga e maior risco de progressao e mortalidade por COVID-19 (GALLUS et al.,
2023).

2.7. Biomarcadores laboratoriais da COVID-19

Segundo Ponti e colaboradores(2020), existem padrdes de anormalidades
hematoldgicas, bioquimicas, inflamatdérias que foram identificados em pacientes com
a forma grave COVID-19 em comparagcao com a forma leve, sendo importante para
modelos de estratificacdo de risco. Os biomarcadores hematolégicos relacionados a
estratificacdo para os pacientes com COVID-19 incluem: contagem de leucdcitos,
contagem de linfécitos e neutrofilos, relagdo neutréfilo-linfocito (NRL), contagem de
plaquetas, contagem de eosinéfilos e hemoglobina (GALLO MARIN et al., 2021).

A infecgédo por SARS-CoV-2 apresenta impacto na homeostase da membrana
estrutural dos globulos vermelhos (RBC). Pacientes com COVID-19 apresentam
aumento de intermediarios glicoliticos com oxidagao e fragmentagao de proteinas de
membranas das hemacias resultando em alteragdes nos mecanismos relacionados
as membranas dos glébulos vermelhos e a afinidade com o oxigénio da hemoglobina
(THOMAS et al., 2020).
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No decorrer da progressdao da COVID-19, o numero de neutréfilos circulantes
aumentam e com isso a neutrofilia foi apontada como marcador de doencga respiratoéria
grave e mau prognostico, correlacionada com o estado hiperinflamatoério e tempestade
de citocinas (PALLADINO, 2021; ZHANG et al., 2020). O aumento da infiltracdo de
neutréfilos imaturos e/ou disfuncionais colabora para as alteragbes das respostas
imunes nos pulmdes de pacientes graves pela COVID-19 (PALLADINO, 2021).

Diversos estudos apontam a eosinopenia em pacientes diagndsticos com
COVID-19 (ZHANG et al., 2020; LIAO et al., 2020; DANWANG et al., 2020).
Resultados destes estudos apontam a associagdo da eosinopenia com a gravidade
da doenca (ROSENBERG;FOSTER,2021). O processo da fisiopatologia da
eosinopenia ainda nao € certo, sendo provavelmente multifatorial e associada a
migracado de eosindfilos para o local da inflamagao, bloqueio da eosinofilopoiese e
apoptose dos eosindfilos em decorréncia do IFNA1 liberado na fase aguda da
inflamagéo (RODRIGO-MUNOZ et al., 2021; PALLADINO, 2021).

A linfopenia consiste em uma das anormalidades hematolégicas mais
presentes em pacientes acometidos pela infeccdo por SARS-CoV-2, sendo observada
em cerca de 85% dos casos graves (QIN et al., 2020). A linfopenia pode ser causada
pela fixacdo do SARS-CoV-2 aos linfécitos por meio dos receptores ECA2 e CD147
ou por meio das lesdes imunes decorrentes dos mediadores inflamatorios
(WATANABE et al., 2010; PALLADINO, 2021). Em vista do que foi mencionado,
sugere-se que a alta prevaléncia de linfopenia associada a COVID-19 pode ser usada
como potencial biomarcador preditivo da gravidade da doenca (KARIMI; NIAZKAR,;
RAD, 2021).

A contagem de plaquetas € um biomarcador acessivel economicamente, mais
simples e disponivel e tem sido relacionado de forma independente a gravidade da
COVID-19, bem como ao risco de mortalidade na unidade de terapia intensiva e com
isso foi adotada como biomarcador para pacientes com COVID-19 (PONTI et al.,
2020). Na infecgao por SARS-CoV-2, a presencga de trombocitopenia se correlaciona
com a gravidade clinica, sendo uma das manifestagdes clinicas mais comuns da
COVID-19 relatada em 5 a 40% dos pacientes (TERPOS et al., 2020; PALLADINO,

2021). Yang e colaboradores (2020) apontaram que a trombocitopenia foi o achado
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mais comum entre os pacientes com COVID-19 estando relacionada ao aumento da

mortalidade.

2.7.1. Relagao neutroéfilo-linfécito (RNL) e relagao plaqueta-linfécito (RPL)

A replicagao viral do SARS-CoV-2 resulta na sintese de citocinas e quimiocinas
que ativam as respostas imunes resultando na tempestade de citocinas.
Biomarcadores circulantes podem oferecer elementos acerca da inflamacgao e estado
imunoldgico sendo uteis para o prognéstico de pacientes com COVID-19 (MAN et al.,
2021). A relacao neutréfilo-linfécito (RNL) e relagdo plaqueta-linfécito (RPL) s&o
indicadores da resposta inflamatéria sistémica (SENGUL et al., 2017). O RNL e RPL
tém sido investigados em numerosas doengas, a exemplo doengas respiratorias,
gastrointestinais e cardiovasculares, sendo que valores mais elevados relacionam-se
com as formas mais graves das doengas, com pior prognostico (LIU et al., 2020).

A relacdo neutréfilo-linfécito (RNL) € um marcador relativamente novo e
importante, calculada como uma relagao entre a contagem absoluta de neutrdfilos
(ANC) e a contagem absoluta de linfécitos (ALC), em que conjuga duas vias do
sistema imunoldgico: resposta imune inata devido aos neutrofilos e imunidade
adaptativa pelos linfécitos (SONG et al., 2021; ASGHAR et al.,, 2022). Estudos
avaliaram que a RNL identifica o risco para mortalidade, progressao para a doenga
grave, risco de intubacgao, risco da doenga grave em paciente intubados e internagdes
em UTI (YANG et al., 2020; MORADI et al., 2021; LIU et al., 2020).

Em uma metanalise conduzida por Lagunas-Rangel (2020) com 828 pacientes
foi demonstrado que RNL aumenta significativamente em pacientes com a forma
grave da COVID-19. Estudo retrospectivo avaliou individuos infectados por COVID-19
e encontrou um RNL elevado em cerca de 87,18% dos pacientes, sendo que o RNL
foi o fator mais significativo para a incidéncia da doenca grave (DJAHARUDDIN et al.,
2021). Shang e colaboradores (2020) observou que a RNL é um fator de risco
independente para a COVID-19 grave e que em combinagdo com marcadores como
PCR pode ser um preditor confiavel da gravidade da COVID-19.

Como indicador de inflamacdo, a razdo plaquetas-linfécitos (RPL) e
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desempenha um papel crucial devido o recrutamento de neutréfilos e outras células
para o local da lesdo (QU et al., 2020). Na COVID-19, a linfopenia é mais acentuada
que a trombocitopenia principalmente em casos mais graves, o que pode ser um dos
mecanismos para os altos niveis de RPL em casos graves da COVID-19 (LIPPI;
PLEBANI; HENRY, 2020; SIMADIBRATA et al., 2022).

Foi demonstrado que o nivel elevado de RPL nos marcadores sanguineos de
30 pacientes diagnosticados por COVID-19 prolongou o tempo de internacdo e desta
forma foi associado ao prognéstico da doenga (QU et al., 2020). Em uma metanalise
investigando a diferenca nos niveis de RPL na admissdo em adultos, Simadibrata e
colaboradores (2022) demonstraram o alto valor de RPL elevado na admissao entre

pacientes graves o que pode refletir a hiperativagdo da tempestade de citocinas.

2.7.2 indices de Inflamacao Sistémica

indices de inflamacdo sistémica, incluindo o indice de imuno-inflamagao
sistémica (Sll), indice agregado de inflamacado sistémica (AlISI) sao indices
inflamatoérios que tém sido utilizados na previsdo de gravidade de processos
inflamatdrios sistémicos e nos pacientes com COVID-19 , estavam associados a
mortalidade (GHOBADI et al., 2022). O novo marcador combinado de imuno-
inflamacao sistémica e concentragdao de hemoglobina (SlI/Hb) apresenta-se como um
novo marcador analitico sanguineo sendo um biomarcador util para o progndstico do
cancer colorretal (CCR) ou processos inflamatorios (ROSSI et al., 2017; KOSTAKIS
et al., 2018; HERNANDEZ-AINSA, 2022).

O indice de imuno-inflamagao sistémica (Sll) consiste no numero de linfécitos,
neutrofilos e plaquetas sendo um indicador associado a inflamagao, o qual indica o
estado imunolégico e inflamatdrio (HU et al., 2014). Estudo de coorte retrospectivo
com 326 pacientes infectados por SARS-CoV-2 indicou que o grupo com maior indice
Sll apresentou maiores chances de complicagdes graves, como sindrome de
disfuncdo de multiplos 6rgados, SDRA, eventos cardiovasculares, coagulagao

intravascular disseminada, infecgdo secundaria, acidose e sepse (LI et al., 2020). O
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Sll foi sugerido como marcador progndstico no seguimento de pacientes com sepse
por descrever a instabilidade na resposta inflamatéria, além de ter sido
significativamente alterado em pacientes com COVID-19 (LAGUNAS-ALVARADO et
al., 2017; USUL et al., 2020).

Nesse contexto, o indice agregado de inflamacao sistémica (AlISI) € baseado
na contagem de linfocitos, neutréfilos, mondcitos e plaquetas (XIE et al., 2023). Em
estudo multicéntrico conduzido por Hamad e colaboradores (2022) o indice AlSI foi
maior em pacientes com COVID-19 internados na unidade de terapia intensiva (UTI)
sendo também considerado como preditor de gravidade. Os papeis distintos que os
linfocitos, neutrdéfilos, plaquetas e mondcitos apresentam na resposta imune, propicia
para a capacidade do indice AlSI identificar pacientes com COVID-19 com maior risco
do desenvolvimento para a mortalidade (ERCAN et al., 2023).

O novo marcador combinado de imuno-inflamacéao sistémica e concentragao
de hemoglobina (SlI/Hb) proposto por Hernandez-Ainsa e colaboradres (2022) avalia
0 processo inflamatério relacionado ao aumento da proliferacdo celular tumoral,
angiogénese e inibicdo da apoptose e como a interagao entre a inflamacéao sistémica
e resposta imune do hospedeiro reflete analiticamente nos niveis sanguineos de
plaquetas e leucdcitos, principalmente neutrofilos e linfécitos (MCALLISTER,;
WEINBERG, 2014; GAERTNER; MASSBERG,2019). Vale ressaltar que o indice
SlI/Hb é associado a concentragdo de hemoglobina, visto que a hemoglobina reflete
0 grau de anemia em pacientes no estado oncolégico (HERNANDEZ-AINSA et al.,
2022).

2.8. Tempestade de Citocinas

Em 12 de margo de 2020, a doenca de coronavirus ja atingia cerca de 125.048
pessoas em todo o mundo, com a mortalidade atingindo cerca de 3,7%.Nesse cenario
era urgente o desenvolvimento de novas terapias, a exemplo antivirais e vacinas.
Estudos apontavam que um subgrupo de pacientes acometidos pela COVID-19 grave
poderiam desenvolver a sindrome da tempestade de citocinas e com isso foi

recomendada a identificagao do tratamento da hiperinflamacédo com o uso de terapias
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ja existentes como esteroides, imunoglobulina intravenosa, tocilizumabe e inibicao de
JAK com o intuito de reduzir a crescente mortalidade (METHA et al., 2020).

Em 2020, Metha et al., (2020) definiram o manejo atual da COVID-19 como de
suporte sendo a insuficiéncia respiratoria da sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SDRA) a principal causa de mortalidade (RUAN et al., 2020). Metha e
colaboradores(2020) definiram a lifo-histiocitose hemofagocitica secundaria (sHLH)
como uma sindrome hiperinflamatéria caracterizada por hipercitocinemia fulminante e
faléncia multipla de érgéaos, além de estar associado ao aumento da interleucina IL-2,
IL-7, fator estimulante de colénias de granuldcitos, proteina quimioatraente de
monacitos 1, proteina inflamatoria de macrofagos 1-a e fator de necrose tumoral-a e
associagao a gravidade da doenga COVID-19 (RAMOS-CASALS et al., 2014; HUANG
et al., 2020). Entretanto, o conceito acerca da tempestade de citocinas na COVID-19
no estudo conduzido por Metha e colaboradores (2020) foi criticado devido a auséncia
de informacgdes claras sobre a definicdo e a citocinemia na SDRA carecendo assim
de uma revisdo mais ampla sobre o conceito de tempestade de citocinas (METHA,;
FAJGENBAUM, 2021).

A terminologia referente as alteracdes hiperinflamatérias tem sido objeto de
muitos estudos (NIKIFOROW; BERLINER, 2020; NIGROVIC, 2021). Em revisao de
literatura Metha e Fajgenbaum (2021) conceituam a tempestade de citocinas como
um termo mais abrangente de diversos disturbios hiperinflamatérios associados a
desregulacado imune por sintomas constitucionais, inflamacgao sistémica e disfungao
de multiplos érgéos que podem resultar na faléncia multipla de érgdos e morte. A
etiopatogenia das tempestades de citocinas ainda n&o é totalmente elucidada,
entretanto pode ocorrer resultado de disturbios inflamatérios ou reconhecimento
ineficaz com evasao imune, resposta efetora de forma exagerada e producao de
citocinas (METHA; FAJGENBAUM, 2021). Na tempestade de citocinas tipos
especificos de células patoldgicas incluem células T, neutréfilos, macréfagos e células
NK e niveis aumentados de varias citocinas inflamatérias, a exemplo IL-1, IL-6, IL-18
e TNF-a (FAJGENBAUM; JUNE, 2020).

Achados laboratoriais na tempestade de citocinas sao influenciados por causas
subjacentes (FAJGENBAUM; JUNE, 2020). Marcadores como a proteina C-reativa
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(PCR) encontra-se elevado e se correlaciona diretamente com a gravidade (LEE et
al., 2014). Muitos pacientes apresentam quadro de hipertrigliceridemia,
anormalidades no hemograma, como leucocitose, leucopenia, anemia, altera¢des de
biomarcadores como ferritina, niveis de dimero-D, fibrinogénio plasmatico, colesterol
HDL e LDL, hormdnios da tireoide, creatinina, albumina e aspartato aminotransferase
(AST) (BATTAGLINI et al., 2022).

A SDRA é uma das principais causas da mortalidade na COVID-19, em
pacientes com SDRA foram definidos dois fendtipos distintos: fendtipo
hiperinflamatoério (citocinas proé-inflamatérias, aumento da incidéncia de choque e
maior mortalidade) e o fendtipo hipoinflamatério (SINHA et al., 2020; REDDY et al.,
2020; CALFEE et al., 2014). Em pacientes com SDRA por COVID-19, a mortalidade
foi maior em pacientes com subfendétipo hiperinflamatério (63%) quando comparado
ao subfendtipo hipoinflamatorio (39%) (SINHA et al., 2020). A mortalidade em ambos
os grupos foi maior quando comparado aos resultados relacionados ao SDRA né&o
COVID, o que sugere haver fatores adicionais relacionados a COVID-, além da
tempestade de citocinas (METHA; FAJGENBAUM, 2021).

Condi¢des coexistentes como hipertensdo arterial, diabetes mellitus e
obesidade estao relacionados aos casos mais graves da COVID-19, devido ao estado
inflamatdrio crénico pré-existente para o possivel desenvolvimento da disfuncao
organica a partir da resposta imune (FAJGENBAUM; JUNE, 2020). A variacao
genética também pode influenciar na gravidade da infeccdo por SARS-CoV-2, a
regulagéo negativa do IFNA1 pode propiciar o aumento da vulnerabilidade a infecgbes
virais e presenca de altos titulos de anticorpos neutralizantes em pacientes com
pneumonia grave por COVID-19 que neutralizam a capacidade dos IFNA1 bloquear a
infecgdo por SARS-CoV in vitro (METHA; FAJGENBAUM, 2021; BASTARD et al.,
2020).
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2.9 Citocinas e Retrovirus Endégenos Humanos (HERVSs)

2.9.1 Interferon Tipo | (IFNA1) e Receptores IFNAR1 e IFNAR2

Os interferons tipo | (IFNs) constituem a principal linha de defesa contra os virus
e sao cruciais para a resposta imune contra a infecgdo por SARS-CoV-2 (NAGAOKA
et al., 2022; ACHARYA,; LIU; GACK, 2020). Do ponto de vista imunoldgico, os IFNs
apresentam trés tipos de fungdes: ativagao do estado antiviral nas células infectadas
e vizinhas, o que limita a disseminagdo do processo infeccioso; modulagdo das
respostas imunes inatas, a exemplo apresentagéo de antigenos e fungdes das células
NK e ativagdo do sistema imunoldgico adaptativo para o desenvolvimento de
respostas das células T e B especificas (IVASHKIV; DONLIN, 2014).

As células dendriticas plasmocitoides (pDCs) sao as principais produtoras de
IFNA e além disso detectam os virus por meio de TLR7 e TLR9, propiciando a
secrecao de IFN-I por meio da sinalizagdo MyD88-IRF7 (CELLA et al., 1999; KAWAI;
AKIRA, 2011). De acordo com Venet e colaboradores, (2023) a comparagao de
respostas entre os pacientes com COVID-19 e os niveis de gravidade sugere que a
resposta das pDC a células infectadas por SARS-CoV-2 se correlaciona de forma
inversa com a resposta inflamatoria exarcerbada, nivel basal de IFNA1 e IFNG e
atividade inflamatéria.

O inicio da resposta do IFNA tipo | é distinto a depender da gravidade da
COVID-19 (RAMASAMY; SUBBIAN, 2021). Segundo Jamilloux e colaboradores,
(2020) uma forte resposta do IFNA1 foi observada nos estagios iniciais da infecgéo
com sintomas leves da COVID-19, ao tempo que em casos graves, o inicio tardio da
resposta IFNA1 foi identificado. Foi relatado que a indugdo tardia das respostas
relacionadas ao IFNA1 resultam no aumento da hiperinflamacao, recrutamento de
monadcitos e macrofagos (LEE et al., 2020).

O estudo de Hadjadj e colaboradores (2020) analisou que baixos niveis
plasmaticos de IFNA1 precederam a deterioragéo clinica, transferéncia para a UTl e
que diferentes padroes de IFNA1 circulante caracterizava cada grau da doenca.

Estudo de acompanhamento longitudinal incluindo 32 pacientes com COVID-19
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demonstrou que o SARS-CoV-2 poderia desencadear respostas IFNA1 retardadas e
quadro inflamatoério persistente que estdo relacionados ao pior prognostico para
pacientes com COVID-19 (GALANI et al., 2021; ZHANG; ZHAO; ZHAO,2021).

Lee e colaboradores (2020) identificaram que a COVID-19 grave é
acompanhada pelas respostas do IFNA1 e TNF/ IL-1B sugerindo que a resposta
IFNA1 pode contribuir o processo hiperinflamatério por potencializar a inflamagao por
TNF/IL-1B na progressao grave da COVID-19. Entretanto, de acordo com Blanco-Melo
e colaboradores (2020) baixos niveis de IFNA1 sao produzidos em resposta a infecgcéo
por SARS- CoV-2, uma explicagdo para a baixa expressdo do IFNA1 pode estar
associada ao um pequeno subconjunto de células resistentes ao mecanismo
antagonista do SARS-CoV-2, o qual produz quantidades suficientes de IFNA1 para a
ativagdo de células imunes e a expressdao dos genes estimulados por interferon
(1ISGs).

Park e Iwasaki (2020) apontam que niveis elevados de IFNs se correlacionam
com a gravidade da COVID-19. Em uma coorte de pacientes com SARS, altos niveis
de IFNA1 e ISGs relacionaram-se com a gravidade da doenca (CAMERON et al.,
2007). Um estudo de Wei e colaboradores(2020) examinou que na coorte de
pacientes com COVID-19, os niveis de IFNA1 e ISGs foram associados a carga viral
e gravidade da COVID-19. Com isso, esses estudos revelam que infec¢oes graves
podem resultar em assinaturas de IFNA1 elevadas, mesmo com baixa redugido na
carga viral (PARK; IWASAKI, 2020).

Um estudo longitudinal acerca das falhas imunolégicas na COVID-19 grave por
Lucas e colaboradores(2020) relata que os niveis de IFNA1 foram mantidos em niveis
mais elevados em pacientes com doenga grave, mas que diminuiram em pacientes
com doenga moderada. Foi observado também que independentemente dos
pacientes apresentarem doenca moderada ou grave, a carga viral se correlacionou de
forma significativa com os niveis de IFNA1 e IFNG.

Apobs o reconhecimento viral, o IFNA1 é ativado transcricionalmente por vias de
sinalizagao compostas por sensores virais, proteinas adaptadoras, quinases e fatores
de transcrigdo (ABLASSER; HORNUNG, 2013; SCHOGGINS, 2014). Os IFNs recém

produzidos ligam-se aos receptores cognatos IFNAR para o inicio da sinalizagéo pela
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via JAK/STAT com a expressdo dos genes estimulados por interferon (ISGs)
(SCHOGGINS, 2014). A indugédo transcricional dos ISGs desempenha papel
importante na infecgédo viral, devido o efeito inibitério em diferentes estagios da
replicagao viral, a exemplo fusdo da membrana e expressao génica viral (DA SILVA
et al., 2021).

O RNA do coronavirus € detectado por sensores citosolicos, a exemplo gene
induzivel por acido retinodico (RIG-I) e gene 5 associado a diferenciacédo de melanoma
(MDA5) (ZALINGER et al. 2015; LI; LIU, ZHANG,2010). Apos a ativagao, tanto RIG-I
e MDAS5 interagem com a proteina de sinalizagdo antiviral mitocondrial (MAVS)
resultando no recrutamento do fator 3 associado ao receptor do fator de necrose
tumoral (TRAF3), quinase de ligagdo a TANK 1 (TNK1) e inibidor do fator nuclear kB
(IkB) quinase-¢ (IKKe) para a fosforilagdo dos genes reguladores IRF3 e IRF7. A
dimerizagao e translocacédo do IRF3 e IRF7 para o nucleo promove a expressao de
IFN-1 que ira se ligar aos receptores de interferon alfa e beta (IFNAR) (SA RIBEIRO
et al., 2020).

Os interferons tipo | (IFNA1) sado constituidos por duas subunidades
transmembranares, IFNAR1 e IFNAR2. Os receptores IFNAR1 e IFNAR2 séao
constituidos por um dominio extracelular — responsavel pela ligagdo ao IFNA1 -, uma
hélice transmembrana e dominio intracelular ndo estruturado (ICD) importantes para
a vinculagcado aos JAKs e STATs (THOMAS et al.,, 2011; PIEHLER et al., 2012).
JAK1esta associado a IFNAR2 e TYK2 a IFNAR1. STAT1 e STAT2 se ligam ao ICD
do IFNAR2 (PIEHLER et al., 2012; ARIMOTO et al., 2017). Apos a fosforilagao
cruzada,os STATSs se dissociam do receptor e formam homo e heterodimeros que sao
transportados para o nucleo, no qual atuam como fatores de transcricéo para os genes
(ISGs). O STAT1/ STAT2 formam com o IRF9 o fator de gene 3 estimulado por
interferon (ISGF3) que se liga a um grupo distinto de genes alvo que abarcam os
elementos de resposta estimulada por interferon (ISRE). Vale ressaltar que, a
homodimerizacado STAT1 / STAT1 e STAT3 / STAT3 e a formagado do complexo
binario STAT2 / IRF9 sao conduzidas pelo IFNA1 que resulta em amplas funcbes
imunes inatas e adaptativas (SCHREIBER, 2020).

Os coronavirus revelam diversos mecanismos para sobrepujar as respostas do
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IFNI em células infectadas, sendo que essa capacidade de bloqueio esta associada a
gravidade clinica da doenga (DE WIT et al., 2016). A capacidade dos coronavirus de
evitar a imunidade inata no decorrer dos 10 primeiros dias da infecgdo em humanos foi
relacionada a um decurso de inflamacédo generalizada e aumento da carga viral
(SARIOL; PERLMAN, 2020).

Bastard e colaboradores (2020) relataram que além da resposta prejudicada
do IFN-1 desencadeada pelo SARS-CoV-2, autoanticorpos neutralizantes contra IFNs
tipo | precederam a infeccao por SARS-CoV-2 estando relacionados a gravidade da
doencga. Em estudo conduzido por Zhang e colaboradores (2020) foi observado que
que cerca de 3,5% dos pacientes com pneumonia em decorréncia da COVID-19
gravemente doentes apresentam mutagdes genéticas que estdo envolvidas na
deficiéncia autossémica recessiva AR IRF7 que altera a produgao de IFN1 por células
dendriticas plasmocitoides e deficiéncia de AR de IFNAR1 que prejudica a produgao
de IFN-I intrinseca de fibroblastos a SARS- CoV-2.
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Figura 4. Sinalizag&o da via interferon tipo I.
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2.9.2 Interferon gama (IFN-y)

O interferon gama (IFN-y) consiste em uma citocina pleiotropica que apresenta
numerosas respostas bioldgicas, a exemplo protecdo contra infec¢des virais e
bacterianas e regulacdo das células efetoras relacionadas a imunidade inata e
adaptativa (TODOROVIC-RAKOVIC; WHITFIELD, 2021). No decorrer da infeccéo, as
células natural killer (NK) s&o as principais responsaveis pela producdo de IFN-y ,
assim como células especializadas do sistema imunolégico (células T e linfocitos
citotoxicos) e células apresentadoras de antigenos (APCs), tais como
monadcitos/macréfagos e células dendriticas importantes para a autoativagao celular
(FRUCHT et al., 2001; SCHRODER,2004). Enquanto a secreg¢do do IFN-y pelas
células NK atuam na defesa inicial do hospedeiro, os linfécitos T contribuem para as
respostas do IFN-y na imunidade adaptativa (FRUCHT et al. 2001).

O receptor funcional de IFN-y (IFNGR) & formado por duas cadeias de ligagao
IFNGR1 associadas a duas cadeias de IFNGR2 (SCHRODER et al. 2004). A cadeia
IFNGR2 consiste no fator limitante para a capacidade da resposta do IFNG e o nivel
de expressao do IFNGR2 é regulado de acordo com o estado de diferenciagao ou
ativacao celular. Populagdes de CD4+ e Th1 apresentam baixos niveis de expressao
referentes a cadeia IFNGR2 na superficie celular o que resulta no bloqueio funcional
de aspectos referentes a sinalizagao de IFN-y (BACH; AGUET; SCHREIBER, 1997).

A ligacao dos dimeros de IFN-y ao complexo IFNGR1/2 leva a fosforilagao das
tirosinas quinases JAK1 e JAK2. A ligagao aos receptores promove a transfosforilagéo
e ativagédo de JAKs (ZHOU,2009). Os JAKs ativados se associam a STAT para induzir
o fator ativado por gama (GAF), logo apés ocorre a translocagao do GAF para o nucleo
para induzir os genes estimulados por IFN e sequéncia ativada por gama (GAF)
resultando na expressao de genes antivirais, a exemplo Myxovirus 1 e 2 (MX1 e MX2),
2°,5’- oligoadenilato sintetase 1 (OAS1) e gene 15 estimulado por interferon (ISG15)
(BOEHM et al. 1997; SCHNEIDER; CHEVILLOTTE; RICE, 2014; GARCIA-SASTRE
,2017).

MX1 codifica a proteina responsavel por metabolizar o trifosfato de guanosina

(GTP) que inibe a replicagao viral no nucleo, enquanto o MX2 tem potente atividade
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antiviral no citoplasma (VERHELST; HULPIAU; SAELENS, 2013). O ISG15 codifica a
proteina semelhante a ubiquitina que interage com as proteinas virais e minimiza suas
funcdes no decorrer da infecgdo (PERNG; LENSCHOW, 2018) e o OAS1 participa da
resposta antiviral celular inata, pois sintetiza oligdbmeros que atuam na RNAse L que
deteriora o RNA viral prejudicando a sua replicagao (SCHWARTZ et al., 2020).

Gadotti e colaboradores (2020) em estudo retrospectivo demonstrou que altos
niveis de IFN-y estavam relacionados ao pior prognéstico, sendo que o IFN-yfoi maior
nos estagios iniciais da doengca. Em um estudo que se propés a investigar os perfis
das citocinas e sua correlagdo com a gravidade em amostras do sangue periférico de
40 pacientes confirmados com COVID-19, Liu e colaboradores (2020) demonstraram
que pacientes com COVID-19 grave apresentaram concentragdes séricas mais altas
de IL-6, IL-10, IL-12 e IFN-y do que nos casos leves sugerindo que a tempestade de
citocinas pode estar associada a gravidade da doenca. Segundo Villalba e
colaboradores (2020) foi observado niveis mais altos de expressdo com relagdo ao
IFN-y nas vias areas superiores de pacientes acometidos pela COVID-19 devido a
correlagdo com os niveis mais altos de ECA2 o que favorece para a suscetibilidade a
infeccao.

Chen e colaboradores (2020) observou que ocorre expressao reduzida de IFN-
y pelas células CD4+ T, CD8+ e NK, constatou ainda que o IFN-y pelas células CD4+
T foi menor em pacientes graves quando comparado a pacientes moderados. Em um
estudo observacional retrospectivo Imeneo e colaboradores (2022) relataram uma
producao reduzida de IFN-y por linfécitos em pacientes com COVID-19 na forma grave
da doencga. A redugéo da contagem de células T e a produgéao retardada de IFN-yno
sangue periférico podem refletir o recrutamento de células T ativadas no tecido
pulmonar, bem como nos 6rgaos linfoides com hiperinflamacgao loca e secrecao de
citocinas inflamatérias (DIPIAZZA; GRAHAM; RUCKWARDT,2021).
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Figura 5. Inducgéo e sinalizagédo do IFNG.

2.9.3 Interleucina 17 (IL17A)

A IL17A é uma citocina pré-inflamatéria que é secretada por linfocitos Th17 sob
o estimulo do fator de crescimento transformador beta (TGF-$), IL-23 e IL-6 derivados
de fagécitos, ademais células imunes tais como células T gama/delta (Tyd), células T
natural killer invariantes (iNKT), células linfoides inatas tipo 3 (ILC3), neutrdéfilos e
macrofagos podem expressar IL17 a parir da estimulagdo por IL-13 e IL-23
(KUWABARA et al, 2017). As propriedades proé-inflamatérias da IL17A séo
importantes para mediar a inflamagéo e imunopatologia (VELDHOEN, 2017).

IL17A ativa diversas vias de sinalizacdo que produzem numerosas citocinas, a
exemplo IL-6, IL-1B, TNFa, G-CSF, GM-CSF e TGF-B e quimiocinas (IL-8 e MCP1)
estimuladas por células epiteliais, células endoteliais e macrofagos para a indugao de
mediadores inflamatorios que atraem células imune para o local de agcado da IL17A
(RYZHAKOV et al., 2011; QIN et al,, 2020). Quimiocinas como a G-CSF e IL-8
(CXCLS8) ativam o recrutamento de células imunes, como neutréfilos para a area
inflamada dos alvéolos propiciando a ativagao desregulada de células imunes, o que

resulta na tempestade de citocinas (QIN et al., 2020).
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Durante a sinalizagdo, a IL17A se liga as subunidades IL17RA e IL17RC para
a transducéo da sinalizagao nas células alvo para com isso gerar moléculas efetoras
(BREMBILLA; SENRA; BOEHNCKE,2018). Os receptores se ligam ao Act1 para o
recrutamento do TRAFG, logo apds o recrutamento ocorre a ubiquitinagdo do TRAF6
que viabiliza uma cascata de interagées moleculares promovendo a fosforilagdo e
degradagao proteassémica de kB o que permite a translocagéo nuclear do NFkB e a
ativagdo de citocinas inflamatérias (SHIBABAW, 2020; BREMBILLA; SENRA;
BOEHNCKE, 2018). As respostas imunes desreguladas induzidas por meio da IL17A
demonstraram causar a tempestade de citocinas durante a COVID-19, devido ao
aumento da patologia pulmonar e diminuigdo da sobrevida (DIAO et al., 2020).

A SDRA consiste em um dos principais fatores de mortalidade associado ao
SARS-CoV-2 (ORLQV et al., 2020). A SDRA caracteriza-se por um quadro de edema
pulmonar nao cardiogénico resultante do dano endotelial e epitelial alveolar (LEW et
al., 2003). Neste cenario, a IL17A foi relacionada ao processo da doenga na SDRA
por meio de mecanismos inerentes aos neutrofilos. Durante a infec¢ao, os neutréfilos
sao recrutados para as lesdes pulmonares viabilizando dano tecidual por meio de
oxidantes e proteases (SUTHERLAND et al., 2014). Mikacenic e colaboradores (2016)
observaram que os niveis circulantes e alveolares de IL17A estavam correlacionados
ao aumento de neutrdéfilos alveolares, permeabilidade alveolar e disfungédo orgéanica
em pacientes com SDRA.

Salinas e colaboradores (2020) revelaram que a IL17A apresenta quadros
distintos entre casos leves e graves se correlacionando de forma positiva com o
aumento do escore de gravidade da lesdo pulmonar. Ademais, a IL17A promove um
papel no recrutamento precoce de neutréfilos para os pulmdes, caracterizando um
efeito deletério associado a um mau progndstico em casos graves da COVID-19 (WU
et al., 2020).

Consoante Parackova e colaboradores (2020), tanto os linfécitos Th17 quantos
os neutrofilos foram relacionados aos danos do sistema imune concernente a COVID-
19. A gravidade clinica da doenca demonstrou relagdo com niveis séricos de
exacerbados de IL17A envolvidas na manutencao de células Th17 observadas em
infecgcdes por outros coronavirus, tal como MERS-CoV e SARS-CoV (XU et al., 2020;
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AHALLAWI etal., 2018).

De acordo com Goel e colaboradores (2021) a gravidade da COVID-19
demonstrou se relacionar de forma positiva com os niveis de IL-13, IL-6, TNF e a
citocina proé-inflamatéria IL17A. Ao avaliar os niveis de proteina da IL17A, TNFa, IL-
1B na saliva dos pacientes com COVID-19 em distintas gravidades Sharif-Askariv e
colaboradores (2022) observaram que o nivel de IL17A consiste em um potencial
biomarcador para a gravidade da COVID-19, bem como piores resultados de
sobrevida. Em um estudo de caso-controle que investigou os niveis séricos da IL17A
no sangue periférico de pacientes com COVID-19, Elsheshtawy e colaboradores
(2023) relataram que o nivel sérico das IL17A foi significativamente maior no grupo
grave em comparagao ao grupo controle, sendo fortemente correlacionado com a
presenca de febre e aumento da necessidade de oxigénio, bem como com a contagem
absoluta de linfocitos e com isso considerado como um biomarcador de gravidade em

pacientes com COVID-19.
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Figura 6. Sinalizagado da IL17A e ligagédo as subunidades IL17RA e IL17RC.
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2.9.4. Retrovirus Endégenos Humanos (HERVK-10 e HERVW-1)

HERVs consistem em elementos genéticos oriundos da infecgao ancestral de
células germinativas mediada por retrovirus exogenos que integram cerca de 8% do
genoma humano (FRANK; FESCHOTTE, 2017). A ativagdo de HERVs foi
determinada por sua participagdo em patologias como, cancer, esclerose multipla,
diabetes tipo 1 e atrite reumatoide (MATTEUCCI et al., 2018; LEVET et al., 2017) que
representam condigdes presentes em pacientes que desenvolveram a forma grave da
COVID-19.

O grupo HERVK séao os retrovirus mais recentes na linhagem germinativa
humana sendo também a classe mais biologicamente ativa (BANNERT; KURTH,
2004). Dentre da estrutura do HERVK a proteina env é importante para o
reconhecimento do receptor e fusdo da membrana (HOHN; HANKE; BANNERT et al.
2013). Estudos apontaram imunomodulagdo em relagdo ao HERVK env na COVID-
19, bem como outras doengas como cancer de ovario, cancer de prostata, artrite
reumatoide e lupus eritematoso sistémico associados aos desfechos clinicos
negativos (TEMEROZO et al, 2022; XUE; SECHI; KELVIN, 2020; GRANDI;
TRAMONTANO, 2018). Além disso, a expressao da proteina envelope (env) do HERV
estimula a imunidade inata e adaptativa em virtude da semelhanga com a proteina
viral exdégena (TRELA; NELSON; RYLANCE, 2016).

Em estudo conduzido por Guo e colaboradores (2022) foi observado que por
meio da infeccéo do trato respiratorio superior ocorreu a ativagcdo do SARS-CoV-2 e
expressodes significativamente elevadas de gag, env e pol referente ao gene do
HERVK foram identificados em pacientes com COVID-19 moderados e graves. Ainda
nesse contexto o estudo de Temerozo et al. (2021) apontou que foram encontradas
sequéncias nos aspirados traqueais (AT) em pacientes com COVID-19. Além disto,
o HERVK env estava 5 vezes mais presente no aspirado traqueal de pacientes
com COVID-19 sob ventilagdo mecanica quando comparados com amostras dos
aspirados traqueais dos pacientescom sintomas leves. O HERVK foi associado aos
indutores de G-CSF em célulasimunes (MOROZOV et al., 2013) e NGF em
neurénios (BHAT et al., 2014). O papel dos HERVs na etiopatogénese da COVID-19
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ainda esta sob investigagao.

Recentemente, outro retrovirus endégeno humano W (HERVW-1) foi
relacionado a gravidade da patologia por COVID-19. Estudo piloto conduzido por
Balestrieri et al., (2021) analisou o envolvimento do HERV-W ENV como um fator
contribuinte para a imunopatologia da COVID-19. Oestudo evidenciou a alta expressao
da proteina HERVW env nas células sanguineasde pacientes acometidos pela COVID-
19. Foi realizada a analise de leucdcitos na admissao hospitalar revelando niveis
elevados de mRNA e de proteina de HERVW env em pacientes COVID-19 em
comparagao com os doadores saudaveis.

Vale ressaltar que, detectou-se associagao significativa dos linfécitos com a
proteina HERV-W ENV, bem como a expressao de varios mediadores pro-
inflamatdrios envolvidos na COVID-19 e tempestade de citocinas. Han et al., (2020)
apontam que em pacientes com COVID-19, os niveis de mRNA do HERVW ENV se
correlacionam consideravelmente com os niveis de interleucina 6 (IL-6), tal como a IL-
17, TNF-a e quimiocinas, como CXCL6 e MCP1, presentes na inflamagao das vias

areas e encontrados em niveis séricos elevados nos pacientes (HUANG et al.,2020).
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3 JUSTIFICATIVA

A pandemia da doenga de coronavirus 2019 (COVID-19) caracteriza-se como
uma doencga infecciosa causada pela nova cepa do coronavirus humano, a sindrome
respiratoria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) e resultou em alta morbidade e
mortalidade em todo mundo (ZHANG et al., 2021; ZHANG et al., 2023). Os padrdes
clinicos da COVID-19 podem variar de casos assintomaticos a pacientes gravemente
enfermos (DONG et al., 2020). Alteragdes radioldégicas nos pulmbes, tosse seca e
febre sdo as manifestacdes clinicas mais comuns em pacientes com COVID-19, além
desses sintomas a pneumonia viral grave com insuficiéncia respiratéria e doencas
subjacentes sdo as principais causas de morte em pacientes graves (ZHANG et al,,
2021). Idade, sexo masculino, raga/cor, comorbidades pré-existentes, linfopenia,
neutrofilia foram relatados como fatores de risco associados a gravidade em pacientes
com COVID-19 (RODRIGUEZ-NAVA et al., 2022).

Uma das caracteristicas mais relevantes da COVID-19 consiste na sindrome
da tempestade de citocinas em que a insuficiéncia respiratéria esta relacionada a
expressao significativa de citocinas pré-inflamatérias, a exemplo IL-2, IL-27, IL-10,
fator estimulante de colénias de granuldcitos (G-CSF), proteina 10 induzida por
interferon y (IP-10), proteina inflamatéria de macrofagos —1a (MIP-1a) e fator de
necrose tumoral a (TNFa) que leva ao recrutamento de células inflamatdérias e danos
teciduais ao pulmao (HUANG et al., 2020; MUDD et al., 2020).

Diante disso, para entendermos a modulagado da resposta imune sistémica em
pacientes com COVID-19 realizamos uma investigacdo dos parametros
hematoldgicos, bem como analise comparativa das respostas inflamatérias em um
estudo transversal com pacientes graves e leves acometidos pela COVID-19, para
isso avaliamos genes inflamatérios como IFNA1 e seus receptores IFNAR1 e IFNAR2,
IFN-y e IL17A e retrovirus endogenos humanos HERVK-10 e HERVW-1.
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3.1 Hipotese

A hipdtese do estudo é que a expressao génica de citocinas inflamatorias
IL17A, IFNA1 e seus receptores (IFNAR1 e IFNAR2), retrovirus endégenos humanos
(HERVK-10 e HERVW-1), interferon — gama (IFN-y) e biomarcadores laboratoriais

estdo aumentados em pacientes que desenvolvem a forma grave da COVID-19.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao génica de citocinas inflamatorias, de retrovirus endégenos
humanos e biomarcadores hematolégicos em pacientes com COVID-19

associando ao desfecho clinico.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever o perfil clinico-epidemiolégico dos casos (leves e graves) com

diagnostico para COVID-19 e identificar fatores associados a gravidade.

Analisar a expresséo dos genes IFNA1 e seus receptores IFNAR1 e IFNAR2 bem
comoda IL17A nas células do sangue periférico de pacientes com diagndstico
de COVID-19.

Avaliar a expressao dos genes HERVW-1 e HERVK-10 nas células do sangue

periférico de pacientes com infecgao por SARS-CoV-2.

Comparar a producao de Interferon-gama (IFN-y) no plasma de pacientes

diagnosticos a forma leve e grave daCOVID-19.

Avaliar o poder preditivo das razao neutrofilo-linfécitos (RNL), razao plaqueta-
linfécitos (RPL) e indices de inflamacao sistémica (Sll, AISI e SlI/Hb) para o
para prognostico associado a gravidade da COVID-19.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Consideragdes Eticas

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos/Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) (CAAE 30764720.1.3004.5662,
Parecer n° 4.040.329) pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
de Feira de Santana (UEFS) (Processo 30764720.1. 0000.0053 Parecer n°:
4.318.395) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (Processo
30764720.1. 0000.0053 Parecer n°: 4.014.165). Os termos de consentimento livre e

esclarecido (TCLE) foram obtidos de todos os participantes elegiveis.

5.2 Desenho do Estudo

O presente estudo é do tipo transversal que faz parte de um projeto maior
intitulado “Estudo da Assinatura Molecular para a Determinagdo de Gravidade da
Doencga do Coronavirus 2019 (COVID-19)”.

5.3 Cenario da populagao de estudo

Este estudo foi realizado no estado da Bahia (Brasil), nos municipios de
Salvador e Feira de Santana entre o periodo de junho a dezembro de 2020, anterior
ao periodo de vacinagao nacional. A populacéo do estudo consistiu em 117 pacientes
classificados como leves (n=59) e graves (n=58), com diagndstico associados a
COVID-19 e recrutados por meio de visitas domiciliares ou internagdes na Unidade de
Terapia Intensiva do Instituto Couto Maia, Hospital Geral Clériston de Andrade e
Hospital EMEC levando em consideracéo o periodo de infeccdo entre sete a catorze
dias. Para a realizagao do estudo, os pacientes foram pareados de acordo com o sexo
e idade (£ 10 anos).

O diagndstico de COVID-19 foi pela detecgéo do agente etiolégico SARS-CoV-
2 por meio do teste de reacdo em cadeia da polimerase com transcrigao reversa (RT-
PCR). Os testes de RT-PCR para os pacientes internados no Instituto Couto Maia
foram realizados pelo Laboratério Central de Saude Publica (LACEN). Enquanto que,

os pacientes do grupo leve realizaram os exames para o diagnéstico da COVID-19
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em laboratérios de sua preferéncia. Os pacientes foram classificados nos seguintes
grupos:

a) grupo grave: diagnosticados com a forma grave da doenga, tal como
infeccadopor SARS-CoV-2 cursando com saturagdo de pulso de oxigénio inferior a
94%, frequéncia respiratéria persistentemente acima de 24 incursdées por minuto ou
indicacao internacao hospitalar;

b) grupo leve: pacientes diagnosticados com a forma leve da doenga que foi
considerada quando apresentaram infec¢ao por SARS-CoV-2 na auséncia dos fatores

de riscoreferenciados.

5.4 Calculo Amostral e Amostragem

Para o célculo do tamanho amostral, considerou-se uma exposi¢cao (aumento
na expressao génica de marcadores de resposta inflamatéria) de 50% no grupo
controle (proporgédo 1, pacientes leves) e de 75% no grupo caso (proporgéo 2,
pacientes graves), utilizando-se o site Calculo amostra da UNESP - Bauru

(http://calculoamostral.bauru.usp.br/calculoamostral/ta_diferenca_proporcao.php).

Assumiu-se erro alfa (a nivel de significancia) de 5% e erro beta (3 poder da amostra)
de 20%, numa propor¢ao de 1:1 foram calculados uma amostra de 58 pacientes em
cada grupo.

Os grupos foram divididos em grupo controle e grupo caso, 0os quais foram
pareados de acordo com o sexo e idade (levando-se em consideragao um intervalo

de 10 anos). O processo de amostragem foi conduzido por conveniéncia.

5.5 Critérios de Inclusao
Foram incluidos neste estudo os pacientes com idade igual ou maior a 18 anos
de idade e com diagnéstico laboratorial de infecgédo ativa por SARS-CoV-2 durante

avaliacdo ambulatorial, hospitalizacao ou visita domiciliar.

5.6 Critérios de Exclusao
Para os critérios de exclusdo foram utilizadas as seguintes caracteristicas:

gestantes, doengas autoimunes em atividade e neoplasia maligna em tratamento.


http://calculoamostral.bauru.usp.br/calculoamostral/ta_diferenca_proporcao.php
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5.7 Coleta de dados

A busca documental para este estudo foi realizada por meio do sistema
eletrénico SMPEP e Laboratério LACEN para pacientes graves. Vale ressaltar que,
tanto para os pacientes do grupo grave como do grupo leve foram investigados dados
epidemiologicos, a exemplo: sexo e idade; sintomas e presenca de comorbidades, no
decorrer da infeccdo. Foram analisadas as seguintes comorbidades: diabetes mellitus,
hipertensao arterial sist€mica, doenca cardiovascular, doenca renal e obesidade. Com
relagcdo aos sintomas foram considerados: tosse seca, tosse produtiva, dispneia,
febre, fadiga/mialgia.

Os dados laboratoriais referentes ao hemograma e leucograma também foram
inseridos na coleta de dados.

A coleta de dados relacionados ao perfil clinico-epidemiolégico dos pacientes
leves foi aplicada por meio do questionario semiestruturado (Anexo 1) sob forma de
entrevista individual por um dos membros da equipe diante do acordo com o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2)

5.8 Coleta de amostras biolégicas

5.8.1 Coleta e transporte do sangue periférico

Apos assinatura do TCLE e entrevistas com os pacientes do grupo leve foram
coletadas cerca de 6 mL de amostras do sangue periférico em dois tubos contendo o
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Com relagdo ao grupo
grave as amostras do sangue periférico eram coletas pela equipe hospitalar. Os tubos
contendo as amostras foram acondicionados em caixas térmicas refrigeradas,
vedadas e fixadas para a sua estabilizagao, protegidas do sol e da umidade. Cerca de
0,5 mL de sangue periférico dos pacientes controle foram entregues para o
Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular da Universidade Federal da Bahia para

a realizacado do hemograma (Figura 07).



. 53

O) T 0] —

> ] [ —_—
C?,lsrl;éd,iiaéfsue Acondicionamento
pacientes leves (6 mL) e Transporte

Entrega das
amostras
biologicas @

(Lablmuno I)

Entrega da aliquota ao ] )
laboratério de Imunolegiae ¥ Aliguota de 0.5mL
Biologia Molecular (UFBA) do sangue periférico

para o hemograma.

Criado com BioRender.com Fonte: Préprio Autor

Figura 07. Coleta e transporte do sangue periférico

5.8.2 Hemograma

Os hemogramas dos pacientes classificados como graves e leves foram
realizados no Laboratério Central de Saude Publica (LACEN) e no Laboratério de
Imunologia e Biologia Molecular da Universidade Federal da Bahia (LABIMUNO). As
leituras das amostras de sangue foram feitas no analisador automatico mirandray —
modelo BC — 6200 Vyttra.

5.9 Obtengao do plasma sanguineo por centrifugagao

O plasma foi obtido por centrifugacdo de 2,5mL de sangue total, colhido em
anticoagulante EDTA por centrifugacado a 2.500 rpm, por = 10 minutos, a 4°C. Foram
feitas aliquotas dos plasmas em tubos de 1,5 mL, sendo armazenadas a - 80°C, para

a posterior dosagem de citocinas.
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Figura 08. Isolamento do plasma
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5.10 Isolamento dos leucécitos no sangue periférico

Para este procedimento foi acrescentado 10mL de solugado de lise 1x a cada
tubo falcon com 1 mL de sangue periférico. Logo apos, ocorreu a homogeneizagao
no vortex e incubagao a 4°C para ocorrer a lise (= 10 minutos). Apds a centrifugagao
por 10 minutos 2200rpm ou 800g foi observado a formacédo de pellet contendo
leucocitos totais na lateral do fundo do tubo. Apds a aspiracdo do sobrenadante, o
pellet foi ressuspendido com 5ml de PBS +glicose 1x, homogeneizado no vértex para
o pellet se desprender e depois a centrifugacédo por 10 minutos a 2200rpm ou 800g.
Apods a formacéao do pellet e ressuspensao do sobrenadante, foi adicionado cerca de
500uL de Trizol, sendo jateado nas paredes do tudo Falcon. Por fim, o conteudo foi
transferido para eppendorfs e armazenados a -20°C até o momento da extracao
(Figura 09).
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Figura 09. Isolamento de leucdcitos no sangue periférico

5.11 Extragdo de RNA com reagente TRIzol™

Para a extracdo de RNA em TRIzol™ foram adicionados 200uL de cloroférmio
em cada amostra.Logo apds, a amostra foi homogeneizada no vortex por 10 segundos
para a obtencado de uma solucéo leitosa. Para a formacao das trés fases de solugao
as amostras foram incubadas na bancada por 3 minutos e logo depois centrifugadas
a 14000 rpm ou 12000 g a 4°C por 15 minutos. A fase transparente foi transferida para
um novo tubo de eppendorf. Foram adicionados 500uL de isopropanol 100% em cada

amostra, apos a homogeneizacgao por inversdo e amostras em temperatura ambiente
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por 10 minutos foi realizado a centrifugagcao a 14000rpm ou 12000g a 4°C por 10
minutos.

Posteriormente, foi adicionado 1mL de etanol a 75% ao pellet formado. Para
retirar o excesso de etanol a 75% os microtubos forma invertidos e deixados para
secar por 10 minutos dentro do fluxo laminar. Seguidamente ocorreu a suspensao do
pellet em 25uL de agua Milli-Q estéril e incubagdo em banho-maria por 10 minutos.
Por fim, o RNA foi quantificado no NanoDrop e logo apés foi armazenado a -70°C
(Figura 10).
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Figura 10. Extragdo de RNA dos leucdcitos totais com reagente TRIzol™

5.12 Analise quantitativa e qualitativa do RNA obtido
A concentracdo do RNA obtido foi estabelecida por meio da analise da
densidade Optica das amostras em espectrofotdmetro - NanoDrop nos
comprimentos de onda de 260nm e 280nm. O grau de pureza das amostras foi
avaliado pela determinacdo razdo de absorbancia A260"/A280". O protocolo
utilizado para a extracao produziu RNA com proporgoes A260"™/A280"™ préximas
a 2,0, sendo um indicativo da pureza do RNA.
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Para analise da qualidade do RNA, utilizou-se a eletroforese em gel de
agarose 1%. Com auxilio de uma espatula foi adicionado 1g de agarose (Sigma —
Aldrich®) no frasco reagente graduado Schott e logo em seguida acrescentado 100
mL do tamp&o Tris-Acido-Bérico-EDTA 1X e levados ao microondas por 1 minuto e
quarenta segundos. Apos a diluigéo, foi adicionado o liquido em cubas verticais de
eletroforese (BioRad) e colocado no pente para a marcagdo dos pogos.
Posteriormente, foi acrescentado 5 uL de brometo de etidio no liquido e aguardado
30 minutos para a total solidificacdo do gel em agarose.

A amostra foi diluida com um intercalante de RNA SYBR Green na proporgao
de 1:4 (1uL de RNA com 100ng para 4L do tampao de amostra). Em seguida,
utilizamos 5uL do tampédo de amostra para o controle negativo da corrida de
eletroforese. Os géis foram submetidos a corrente de voltagem constante de 150V,
400mA por 25 minutos. As imagens dos géis contendo as moléculas de RNAs foram

obtidas através de em um fotodocumentador (BioRad).

5.13 Preparo da biblioteca de cDNAs

A construcao da biblioteca de cDNA foi feita a partir do mRNA extraido dos
leucécitos totais com o uso do Kit SuperScript® IV Reverse Transcriptase (RT)
(Invitrogen™) (Lotes: 00719351 e 2319760) de acordo com as orientagdes do
fabricante. Para isto, usamos 3uL de RNA total de cada amostra com concentragéo
maxima de 100ng/uL (BIOSYSTEMS,2008; BUSTIN et al. 2009). Logo em seguida,
com o tubo acondicionado em gelo foram adicionados: 4uL do master mix de
reacao (SuperScript Villo), 3uL do RNA total e 13yl de agua RNAse-Free
totalizando assim 20pl de reacédo. Logo depois, a reagdo foi homogeneizada e
preservada a temperatura de 25°C por 10 minutos, de seguida a essa etapa a
reacdo foi homogeneizada por mais uma vez. Posteriormente, o tubo contendo a
reacdo foi incubado a 42°C por 60 minutos. A reagao foi concluida na etapa de
inativacao a 85°C por 5 minutos de acordo com as orientagdes do fabricante. Para

a sintese do cDNA utilizamos o termociclador BioRad (modelo T100).
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5.14 PCR quantitativo em tempo real (RT- qPCR)

5.14.1 Primers utilizados no projeto
As sequéncias de primers utilizados no estudo para os genes HERVK-10
(GAG), HERVW-1 (ENV), IFNA1, IFNAR1, IFNAR2 e IL17A e para os genes de
referéncia PSMB2, HPRT-1 e RPL19 foram desenhados tendo como bases as
Omnibus (GEO)
Primer-BLAST

sequéncias depositadas no Gene Expression

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) usando o)

(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabela 01).

Os primers foram diluidos de acordo com as concentracbes recomendadas
pelo fabricante (Exntend®). Para manter o banco de primers isento de
contaminagdes foi preparado um banco de trabalho cuja a concentragcéo
correspondia a 400nM. Por fim, os primers foram acondicionados a -20°C até o

momento uso.

Tabela 01: Sequéncia de nucleotideos utilizados na PCR para a detec¢édo da expressao génica

Gene Sequéncia de iniciadores (5°3’) Referéncias
HERVK- FW: GCCTTCACATATTCTGTAATT Bhetariya; Kriesel; Fischer
10 (GAG) REV: (2017)
GCAAGGTTGCAAGATGCAGCTC Temerozo et al. (2022)
HERVW-1 FW: GTATGTCTGATGGGGGTGGAG Balestrieri et al. (2021)
(ENV) REV:
CTAGTCCTTTGTAGGGGCTAGAG
IFNA1 FW: GCCTCGCCCTTTGCTTTACT Li et al. (2021)
REV: GCCTCGCCCTTTGCTTTACT
IFNAR1 FW: AACAGGAGCGATGAGTCTGTC Li et al. (2021)
REV:
TGCGAAATGGTGTAAATGAGTCA
IFNAR2 FW: GCGAGAGCTGCAAAGATGTAA Pairo-Castineira et al., (2021)
REV: Li et al. (2021)
TCCCATGATAAGATGGACCG
IL17A FW: CGGACTGTGATGGTCAACCTGA Deng et al. (2018)

REV:
GCACTTTGCCTCCCAGATCACA

Balestrieri et al. (2021)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Genes Normalizadores

PSMB2 FW: ATCCTCGACCGATACTACACAC Wu et al. (2018)
REV: GAACACTGAAGGTTGGCAGAT

HPRT1 FW: ACCAGTCAACAGGGGACATAA (Groger et al., 2020)
REV: CTTCGTGGGGTCCTTTTCACC

RPL19 FW: ATGTATCACAGCCTCGTACCTG (Bhetariya; Kriesel;
REV: Fischer,2017)

TTCTTGGTCTCTTCCTCCTTG

Fonte: Proprio autor.

5.14.2 Padronizagao dos Primers

5.14.2.1 Caracteristicas dos primers e padronizagao do RT- qPCR

A curva de eficiéncia para cada primer foi determinada de acordo com as
instrugées do MIQE guidelines (BUSTIN et al., 2009). A principio, foram determinadas
quatro concentragdes para a diluicdo dos primers Forward — Reverse (200nM, 400nM,
600nM e 800nM) para os seguintes genes: HERVK-10, HERVW-1, IFNA1, IFNAR1,
IFNAR2 e IL17A e genes referéncia RPL19, HPRT-1 e PSMB2. O pool contendo
quatro amostras de cDNA com diluicdo de 1:150 e concentracdo de 100ng/uL foi
usado para elaborar a curva padrao, para com isso avaliar a eficiéncia referente a
amplificacdo da reacao do ensaio de RT- gPCR.

As amostras foram realizadas em triplicatas e com controles negativos em
duplicata para gene. Em seguida, colocamos 6uL do master mix SYBR Green para a
amplificacdo dos primers, 3uL dos primers diluidos para as quatro concentracoes
(200nM, 400nM, 600nM e 800nM) e 3uL do pool de cDNA das amostras conforme as
orientagbes do fabricante (Applied Biosystems). Na padronizagédo do RT- gPCR em
tempo real utilizou-se o equipamento QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) com os seguintes ciclos de amplificagdo: 2 minutos a 50°C, 2 minutos a
95°C e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 1 minuto a 60°C para anelamento dos
primers e extensao. Posteriormente ao final de corrida das amplificagdes realizou-se
o estagio adicional relativo a curva de dissociagdao (Melt curve) com o intuito de

verificar a especificidade das reagdes.
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5.14.2.2 Curva de eficiéncia de amplificagcao da Real time- PCR Quantitativa

Para o calculo da eficiéncia de amplificacdo da rea¢do, conforme equacéao: E=
(10-1/slope-1) x100 utilizamos o parametro paralelismo entre as curvas dos genes
alvo e enddgeno (slope) de uma curva padrao. Em seguida, obtivemos a curva padrao
pelo grafico de regresséo linear (Figuras 11 e 12), a partir dos ciclos de amplificagao
Ct (cycle threshold) sobre o log das diluicdes dos primers. O coeficiente angular da
curva padrdao de -3,32 aponta uma reagdo com 100% de eficiéncia ou com
porcentagem da eficiéncia em torno de 94% a 110% (BUSTIN et al., 2009). Segundo
Livak e Schmittgen (2001) sdo consideradas reagdes eficientes, as que apresentem
eficiéncias de amplificagdo do gene alvo e gene enddgeno muito proximas (tolerancia
de £10% de variagdo). Os valores correspondentes ao slope, r? e porcentagem da

eficiéncia foram demonstrados na Tabela 02.

Curva de Eficiéncia dos Primers
® HERVK-10
HERVW-1
35,0 RPL19
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Figura 11. Curva de eficiéncia para o gene referéncia RPL19 e genes alvos HERVK-10 e
HERVW-1.
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Fonte: Préprio autor.

2,80

Tabela 02. Valores do slope, r? e eficiéncia da curva para os genes do estudo

©® IFNA1
IFNAR1
IFNAR2
IL-17A

® HPRT-1

3,00

60

Genes Slope R? Eficiéncia da Curva
HERVK-10 -3,71 0,99 86%
HERVW-1 -3,72 0,63 85%
IFNA1 -3,47 0,96 94%
IFNAR1 -3,15 0,83 108%
IFNAR2 -3,02 0,78 114%
IL17A -3,45 0,79 96%
RPL19 -3,91 0,96 80%
HPRT-1 -3,45 0,76 95%

Fonte: Proprio autor.
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5.14.3 Diluigao e padronizagcao das amostras de cDNA

As amostras utilizadas no estudo foram diluidas em trés concentragdes com o
intuito de identificar contaminantes ou inibidores decorrentes do processo de extragao.
Inicialmente, adicionamos agua livre de RNAse e as amostras de cDNA em trés tubos
estéreis, e com isso realizamos as diluicbes das amostras em 1:30. 1:150 e 1:300.

Posteriormente, realizamos o experimento de RT-qPCR com os primers na
concentracdo de 400nM e logo apds analisamos os resultados de expressao génica
por meio de graficos de regressao linear de acordo com as orientagées do manual
Biosystems (2008). Em seguida, procedemos com oito experimentos, dentre eles: 4
amostras do grupo grave e 4 amostras do grupo leve. A partir dos experimentos
podemos concluir que as dilui¢des de 1:300 apresentaram bastante diluicdo, enquanto
que as diluigdes de 1:150 continham inibidores para as reagdes de RT-qPCR e
oscilagdo concernente ao gene de referéncia RPL19 e HPRT-1. Portanto, para os

experimentos utilizamos a diluicdo 1:30 (Figura 13).
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Figura 13. Regresséo linear das trés diluicbes analisadas no experimento de padronizacéo.

Fonte: Préprio autor.
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5.15 RT- — PCR quantitativo em tempo real

Os ensaios de RT- gPCR foram executados de acordo com as instrucdes
presentes no MIQE guidelines (BUSTIN et al. 2009). A principio, selecionamos 20
pacientes com o desfecho grave e 20 pacientes com o desfecho leve, sendo todas as
amostras em replicatas técnicas. Apds o pareamento das amostras por sexo e idade
foram realizadas as extracdes do RNA.

Em seguida, foram adicionados 6uL do master mix SYBR Green, 3 y L do mix
de primers e 3 p L do cDNA de cada amostra conforme as recomendagdes do
fabricante (Applied Biosystems). A seguir, reacao foi executada no termociclador
QuantStudio™ 5 Real-Time (AppliedBiosystems™) tendo como etapa inicial o ciclo de
2 minutos a 50°C, 2 minutos a 95°C e seguido de 40 ciclos nas seguintes condi¢des:
15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C para anelamento dos primers e extenséao (Figura
08). Com o final dos ciclos das amplificagdes realizou-se o estagio adicional referente
a curva de dissociacdo (Melt curve) com o intuito de verificar a especificidade das
reacdes. Todas as reagdes de RT- gPCR foram realizadas em duplicatas bioldgicas.

Seguidamente a amplificacdo das amostras, os calculos da expressao
diferencial foram realizados por um programa especifico de analise de dados. Os
genes com valores de ciclo threshold (Ct) acima de 35 foram considerados né&o
expressos. A guantificacdo relativa da expressédo génica foi realizada pelo método de
2-2CT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) (Figura 14).

Combinag&o do cDNA diluido, Adicionados 12ml desta solugéo .
@ SYBER Green e Mix de @ em cada pogo da placa de 96 @ Reagéo executadano
primers. pogos. termociclador QuantStudio

3mLcDNA |
diluido ] «“(«
i / of

) Primers forward
- . e reverse
6mL de SYBR

Green r‘ﬁ — —— EE—
W i
i I \/

1

Polimerase

Amplificagdo
Fluoréforo

Fluorescéncia

Ciclos

3mL do mix de
primers

Criado com BioRender.com Fonte: Propria autora

Figura 14. Andlise da expressao génica por meio do RT-qPCR
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Figura 15. Curva de amplificagdo para os genes alvo e referéncia.

5.15.1. Analise da curva de Melting

Analisamos a curva de Melting logo ap6s a amplificagdo dos genes alvos com
o intuito de verificar o desanelamento dos primers em uma temperatura 6tima
especifica permitindo assim avaliar se contaminantes foram amplificados juntos ao
primer alvo (BIOSYSTEMS,2008) (Figura 16A e 16B).
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Figura 16. Curva de dissociacdo em duplicata: (a) Gene alvo IFNA1 e gene referéncia
HPRT-1 (b) Gene alvo HERVW-1 e gene referéncia RPL10.

5.16 Ensaio de absorgao imunoenzimatico (ELISA)

Para o ensaio de absorgcao imunoenzimatico (ELISA) usamos o Kit Human IFN
gamma Uncoated ELISA de acordo com as orientagdes do fabricante (Invitrogen™).
O principio do método consistia no ELISA sanduiche.

As placas de microtitulacao de poliestireno de fundo plano, ndo estéreis, de 96
cavidades (Coat Corning™ Costar™) foram sensibilizadas com 100 pL do anticorpo
de captura diluido em tampao de revestimento sendo incubada a 4°C por overnight
em camara umida. Apos essa etapa de incubacdo, a solugao de sensibilizacéo foi
descartada e a placa lavadas 3 vezes — adicionando em cada poc¢o 300uL- de tampao
de lavagem (PBS Tween). Em seguida, realizou-se o bloqueio da placa com a adigéao
de 200uL de diluente ELISA/ELISPOT (1x) por pogo e foi incubado a temperatura
ambiente por 1 hora.

Apoés a incubacéo, a solugao bloqueio foi descartada e a placa foi lavada quatro
vezes com tampéo de lavagem PBS Tween. A seguir foi adicionado 100uL de amostra
por poco e 100uL do diluente ELISA/ELISPOT (1x) no pogo correspondente ao branco
e foi realizado as diluigcbes seriadas do padrdo diretamente na placa. A placa foi

incubada em temperatura ambiente por 2 horas. Apds o tempo de incubacédo, as
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amostras foram descartadas e lavadas 5 vezes com tampdo de lavagem (PBS
Tween). Seguidamente foi adicionado 100uL do anticorpo de detecgéao diluido por
poco e incubado por 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente ao tempo de incubagao, descartou-se o conjugado e a placa
lavada por 5 vezes com PBS Tween. Em seguida, foram acrescentados 100uL de
HRP- avidina diluida por po¢o e incubada em temperatura ambiente por 30 minutos.
As placas foram lavadas 7 vezes com tampao de lavagem PBS Tween e novamente
incubadas com 100uL de TMB (1x) e incubadas em local escuro por 15 minutos.

A reacao enzimatica foi interrompida acrescentando-se 50uL de solugao de
parada e a intensidade da coloragdo foi quantificada em leitor de placas... com
comprimento de onda de 450nm. Em cada teste foi feito um “branco” da reagao, este
constitui-se da reagcdo sem a presenca da amostra para observar a reatividade de

fundo (back-ground) da reacgao.

5.17. Calculo dos marcadores inflamatérios baseados em células sanguineas

As proporgdes das células inflamatérias em nosso estudo foram calculadas de

acordo com as férmulas abaixo:

5.17.1. indice agregado de inflamagao sistémica (AISI):

Para o calculo do AlSI foram utilizadas as contagens das seguintes células:

AISI: neutréfilos X mondcitos X plaguetas

linfocitos

5.17.2. indice de imuno-inflamagao sistémica (Sll)

O calculo das células periféricas relacionadas a inflamacao medidas em exames de

sangue foram calculadas da seguinte forma:
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Sll: contagem de plaquetas X contagem de neutrdfilos

contagem de linfocitos

5.17.3. indice combinado de Sl e concentragdo de hemoglobina (Sll/Hb)

Para o calculo do indice SllI/Hb foram consideradas as contagens das seguintes

células:

SlI/Hb: neutréfilos X plaquetas

linfécitos X hemoglobina

5.18 Analise de dados

A normalidade dos dados foi verificada com o teste de Shapiro-Wilk. As
comparagdes foram realizadas com o teste t de Student para distribui¢cdes
paramétricas, o teste Mann-Whitney U e o Teste Qui-quadrado de Pearson foram
usados para dados com distribuicdo ndo paramétrica. Para predizer os desfechos
clinicos, avaliamos as caracteristicas operacionais do receptor (curva ROC), com
calculo da area sobre a curva (AUC) e intervalo de confianga (IC 95%). Os dados
foram tabulados em Excel e analisados nos seguintes softwares: GrahpPad Software
v.8 (GrahpPad Prism) e Statistical Package for the Social Science for Windows (SPSS
V.25). Os resultados serdo considerados estatisticamente significativos quando
p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizagao dos aspectos clinicos-epidemiolégicos dos pacientes com
COVID-19

As caracteristicas clinicas e epidemiologicas da amostra estudada s&o
apresentadas abaixo na Tabela 03. Trata-se de um estudo com 117 pacientes de
ambos 0s sexos e positivos para SARS-CoV-2, sendo 59 pacientes categorizados no
grupo leve e 58 pacientes no grupo grave. Como primeira variavel, os resultados
relacionados a idade indicaram que a mediana para o grupo leve correspondeu a 39

(29-54) anos, enquanto a mediana para o grupo grave foi de 62 (50-74,5) anos.

Tabela 03. Dados clinicos-epidemioldgicos dos pacientes com COVID-19

Variaveis Todos os Grupo grave Grupo Valor de Odds IC 95%
pacientes (n=58) leve p2b ratio
(n=117) (n=59)
Idade (anos)? 51 (36-68) 62 (50-74,5) 39 (29-54) 0,0001
Sexo (%)® 2,77 1,2-5,9
Masculino 62 (53%) 38 (65,5%) 24 (40,7%)
Feminino 55 (47%) 20 (34,5%) 35 (59,3%) 0,007
Sintomas (%) ®
Tosse seca 73 (62,4%) 38 (65,5%) 35 (59,3%) 0,489 1,3 0,6-27
Tosse produtiva 9 (7,7%) 4 (6,9%) 5(8,5 %) 0,749 0,8 02-28
Dispneia 52 (44,4%) 39 (67,2%) 13 (22%) 0,0001 7,2 3,2-155
Febre 58 (49,6%) 37 (63,8%) 21 (35,6%) 0,002 3.1 1,4-6,9
Fadiga/Mialgia 60 (51,3%) 17 (29,3%) 43 (72,9%) 0,0001 0,1 0,0-0,3
Comorbidades (%)®
Hipertensao Arterial 35 (29,9%) 23 (39,7%) 12 (20,3%) 0,023 2,5 1,1-5,6
Diabetes Mellitus 30 (25,6%) 27 (46,6%) 3 (5,1%) 0,0001 16,2 4,8 -53,0
Doenca 29 (24,8%) 27 (46,6%) 2 (3,4%) 0,0001 24,8 5,8 -108,9
Cardiovascular
Doenca Renal 11 (9,4%) 9 (15,5%) 2 (3,4%) 0,025 52 1,2-247
Obesidade 28 (24%) 15 (25,8%) 13 (22%) 0,568 1,2 0,5-3,0
COPD 14 (23,2%) 8 (12,1%) 6(10,2%) 0,561 1,4 02-23

Nota: A variavel continua foi apresentada em mediana e intervalo interquartilico com a aplicagéo do Teste U de Mann-
Whitney. Variaveis categoéricas foram apresentadas em numeros absolutos (percentuais) com a aplicacdo do teste Qui-
Quadrado de Pearson. Nivel de significancia é p < 0,05. Legenda: DPOC: Doencga Pulmonar Crdnica Obstrutiva. Fonte:
Préprio autor.
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A amostra estudada demonstrou predominancia de participantes do sexo
feminino (59,3%) no grupo leve, enquanto no grupo grave, cerca de 65,5% dos
pacientes eram do sexo masculino. Ao avaliar a medida de associagéo Odds Ratio foi
possivel verificar que pertencer ao sexo masculino aumentou em 2,77 vezes a chance
da COVID-19 ser grave.

Acerca dos principais sintomas primarios relatados no grupo leve observamos
que 59,3% dos pacientes apresentaram tosse seca, (8,5%) tosse produtiva, dispneia
(22%), febre (35,6%) e (72,9%) fadiga/mialgia. Em nossa analise, com relacdo aos
pacientes com COVID-19 grave verificou-se que 65,5% demonstraram tosse seca,
(6,9%) tosse produtiva, (67,2%) dispneia, (63,8%) febre e (29,3%) fadiga e mialgia.
Esses resultados indicam que sintomas, a exemplo tosse seca, dispneia, febre e
fadiga/mialgia foram mais prevalentes na amostra estudada.

Nesta casuistica, em relacdo as comorbidades foi possivel identificar que a
hipertensdo arterial (39,7%), diabetes mellitus (46,6%) e doengas cardiovasculares
(46,6%) foram mais frequentes em pacientes graves quando comparados aos
pacientes leves (p <0,05). Nao houve significancia entre o percentual da obesidade (p

= 0,568) e da doenca pulmonar obstrutiva cronica (p = 0,561).

6.2. Andlise dos dados hematoldgicos dos pacientes com COVID-19

6.2.1 Analise do eritrograma

Os dados do eritrograma dos pacientes graves e leves estdo demonstrados na
tabela 04. Foi possivel observar que a contagem de hemécias (3,08 + 0,98 vs 5,65 +
1,14, p< 0,0001) e o valor de hemoglobina (12,5 [IQR: 9,0 — 14,2) vs 16,4 [IQR: 14,2
—18,5], p< 0,0001) em pacientes com curso mais grave da COVID-19 apresentavam-
se significativamente menores, quando comparadas aos pacientes leves.

A analise dos resultados do hematocrito (Tabela 04) indicou um menor valor
percentual de hematdcrito nos pacientes graves quando comparamos aos pacientes
com a forma leve da doenca (35.6 [IQR: 27,9 — 39,1] vs 55,2 [IQR: 46,7 — 61,3]; p<
0,0001).
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Os pacientes com COVID-19 grave também apresentaram niveis mais elevados
do volume globular médio (VGM) (87,1 £ 7,0 vs 96 £ 6,9, p< 0,0001) e concentragcéo
da hemoglobina corpuscular média (CHCM) (34,1 [IQR: 32,8 — 35,5) vs 30 [IQR: 29,4
— 30,6); p<0,0001). Conforme mostrado na Tabela 04, ndo observamos diferenca
significativa com relagdo a hemoglobina corpuscular média (HCM) (29.5 £ 2.34 vs 29.3
+ 1.42, p= 0,578) e a amplitude de distribuicdo dos glébulos vermelhos (RDW) (14,8
[IQR: 13,3 - 15,8 vs 14 [IQR: 13,2 - 14,4], p=0,53).

6.3. Analise do leucograma e plagquetograma dos pacientes com COVID-19

Os dados da tabela 04 demonstraram o aumento significativo na contagem de
leucdcitos totais (13080,0 [IQR: 9360,0 — 18520,0] vs 6760,0 [IQR: 5382,5 — 7850,0];
p<0,0001) e neutrdfilos (11588,8 [IQR: 6888,0 — 16702,5) vs 3670,0 (2527,5 — 4460,0);
p<0,0001) comparando os pacientes do grupo grave ao grupo leve. A contagem de
eosindfilos foi significativamente menor nos pacientes acometidos pelos sintomas
graves em comparagao com os pacientes leves (0,00 [IQR: 0,0 — 52] vs 150 [IQR: 62,5
- 167,5); p<0,0001). Nao houve significancia na contagem dos basofilos (13,5 [IQR:
0,00 — 33,4] vs 20 [IQR:10 — 30]; p=0,157).

A contagem dos linfécitos foi consideravelmente menor em pacientes graves
quando comparados com pacientes com sintomas leves (966,28 [IQR: 611,0 — 1488,2)
vs 2145 [IQR: 1832,5 — 2787,5]; p< 0,0001) (Tabela 04). Nao observamos significancia
na contagem dos mondcitos entre os grupos graves e leves acometidos pela COVID-
19 (526 [IQR: 290,7 — 1065] vs 475 [342,5 — 665]; p= 0,661).

Em relagdo as plaquetas os resultados apontaram que a contagem de
plaquetas foi significativamente maior em pacientes com sintomas graves do que
naqueles com sintomas leves por COVID-19 (316,5+ 112,3 vs 229,2 + 51,1, p<0,0001)
(Tabela 04).
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Tabela 04. Marcadores laboratoriais de pacientes internados e ambulatoriais com

COVID-19
Variaveis Grupo grave Grupo Leve Valor de p
(n=39) (n= 28)

Hemacias (106) 2 3,08 £ 0,98 5,65+ 1,14 <0,0001
Hemoglobina (g/dL)® 12,5 (9,0 — 14,2) 16,4 (14,2 - 18,5) <0,0001
Hematdcrito (%) ® 35,6 (27,9 - 39,1) 55,2 (46,7 — 61,3) <0,0001
VGM (fL)? 87,1 +£7,06 96 £ 6,9 <0,0001
HGM (pg)? 29,5+ 2,34 29,3+ 1,42 p =0,578
CHCM (g/dL)® 34,1 (32,8 — 35,5) 30 (29,4 - 30,6) <0,0001
RDW (%) ® 14,8 (13,3 -15,8) 14 (13,2 -14,4) p=0,53
Leucécitos Totais 13080,0 (9360,0 — 18520,0) 6760,0 (5382,5 — 7850,0) <0,0001
103/pL>

Neutrofilos 103/uL " 11588,8 (6888,0 — 16702,5)  3670,0 (2527,5 — 4460,0) <0,0001
Eosindfilos 103/puL " 0,00 (0,0 - 52) 150 (62,5 — 167,5) <0,0001
Basofilos 103/puL " 13,5 (0,00 — 33,4) 20 (10 - 30) p = 0,157
Linfécitos 10%/uL® 966,28 (611,0 — 1488,2) 2145 (1832,5 — 2787,5) <0,0001
Monécitos 10%/pL P 526 (290,7 - 1065) 475 (342,5 - 665) p = 0,661
Plaquetas 103/uL" 316,5+112,3 229,2 + 51,1 <0,0001

(a) Variaveis de distribuicdo paramétrica, teste t de Student. (b) Variaveis ndo paramétricas, teste U de Mann-Whitney (b).
O nivel de significancia é p<0,05. VGM: Volume Corpuscular Médio. HGM: Hemoglobina corpuscular média. CHCM:
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular. RDW: Razao Média de Distribuigdo de Eritrocitos.

6.4. Relagao neutroéfilo-linfocito (RNL) e relagao plaqueta- linfécito (RPL) como

prognoéstico para a gravidade da COVID-19

Diante destes resultados, calculamos a relagao neutréfilo-linfocito (RNL) e a

relagdo plaqueta-linfocito (RPL) e testamos a provavel associagdo com a gravidade

em pacientes acometidos pela COVID-19. A partir dos dados, pode-se observar que

a RNL dos pacientes graves foi significativamente maior do que a RNL dos pacientes
com a forma leve da doenga (10 [IQR: 6,50 -20,5], vs 1,59 [IQR:1,22 -2,32], p<0,0001).

Além disso, observamos que cerca de 87,2% pacientes do grupo grave apresentaram

RNL = 5 ja no primeiro dia de internagéo (p <0,001) (Tabela 05).
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Na Tabela 06, verificamos que o valor referente ao RPL foi significativamente
maior em pacientes graves quando comparados aos pacientes leves (0,29 [IQR: 0,21-
0,52] vs 0,10 (0,07- 0,13), p<0,0001). Ademais, o RPL nos revelou que cerca de 76,9%
dos pacientes com a forma grave da doenga demonstraram RPL = 0,20 em tratamento

na unidade de terapia intensiva (p<0,001).

Tabela 05. Relacao neutrdfilo-linfécito em pacientes com COVID-19

Todos os pacientes Grupo grave Grupo leve Valor de p
(N=67) (N=39) (N=28)
RNL 4,36 (1,77 -12,4) 10 (6,50 -20,5) 1,59 (1,22 -2,32) p <0,001
25 34 (50,7%) 34 (87,2%) 0 (0,0%)
<5
33 (49,3%) 5 (12,8%) 28 (100%) p <0,001

(a) Os dados s&o apresentados como mediana e intervalos interquartis, n (%), onde N corresponde ao numero
total de pacientes com dados disponiveis. (b) Os valores de p comparando pacientes graves a pacientes leves
foram do teste Qui-quadrado, teste exato de Fisher ou teste U de Mann-Whitney. O nivel de significancia é p <
0,05. NRL: razéo neutrdfilo-linfocito.

Tabela 06. Relagao plaqueta-linfécito em pacientes com COVID-19

Todos os pacientes Grupo grave Grupo leve Valor de
(N=67) (N=39) (N=28) P
RPL 0,18 (0,10 -0,33) 0,29 (0,21 -0,52) | 0,10 (0,07- 0,13) p <0,001
20,20 34 (50,7%) 30 (76,9%) 3 (10,7%)
<0,20
33 (49,3%) 9 (23,1%) 25 (89,3%) p <0,001

(a) Os dados séo apresentados como mediana e intervalos interquartis, n (%), onde N corresponde ao niumero
total de pacientes com dados disponiveis. (b) Os valores de p comparando pacientes graves a pacientes leves
foram do teste Qui-quadrado, teste exato de Fisher ou teste U de Mann-Whitney. O nivel de significancia é p <
0,05. RPL: razéo plaqueta-linfécito.

6.5. indice de imuno-inflamac&o sistémica (Sll), indice agregado de inflamag&o
sistémica (AISI) e indice de imuno-inflamag&o sistémica e concentragdo de
hemoglobina (Sll/Hb)

Ainda com relacdo aos marcadores laboratoriais, calculamos o0s seguintes
indices: indice de imuno-inflamacédo sistémica (Sll), indice agregado de inflamacao

sisttmica (AISI) e indice de imuno-inflamacdo sistémica e concentragcdo de
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hemoglobina (SllI/Hb) como possiveis ferramentas para o prognéstico da COVID-19.
De acordo com os dados, observamos que o Sl foi significativamente maior nos
pacientes com a forma grave da doenga quando comparados com a forma leve da
doenca (2605,76 [IQR:1984,96 — 4801,80] vs 372,52 [IQR:251,72 — 526,75], p<0,001).
Identificamos também que cerca de 89,7% dos pacientes do grupo grave indicaram
Sl 21248 (p< 0,001) (Tabela 07).

Com relagéo ao indice agregado de inflamagao sistémica (AISI) observamos
que o valor foi significativamente maior em pacientes com sintomas graves quando
comparados aos pacientes com sintomas leves (1655,10 [IQR: 843,23 — 2777,09] vs
(213 [IQR: 107,63 — 309,86], p<0,001). Além disto, o AlSI indicou que cerca de 41%
dos pacientes do grupo grave apresentaram AlS| = 1824 na admissdo em unidade de
terapia intensiva (p< 0,001) (Tabela 08).

Os dados da Tabela 09 indicam diferenca significativa do indice de imuno-
inflamacao sistémica e concentragéo de hemoglobina (Sll/Hb) entre os pacientes com
graves e leves com COVID-19 (294,83 [IQR: 155,62 — 632,07] vs 24,05 [IQR: 14,18 —
32,86], p<0,001). Verificamos também que o SlI/Hb evidenciou que 89,7% dos

pacientes do grupo grave demonstraram resultados = 103.8 (p<0,001).

Tabela 07. indice de imuno-inflamac&o sistémica (SIl) em pacientes com COVID-19

Todos os pacientes | Grupo grave (N=39) Grupo leve Valor de
(N=67) (N=28) p
Sl 1460,12 (409,03 - | 2605,76 (1984,96 - | 372,52 (251,72 -
3381,71) 4801,80) 526,75) p <0,001
21248 35 (52,2%) 35 (89,7%) 0 (0,0%)
<1248 32 (47,8%) 4 (10,3%) 28 (100%) p <0,001

(a) Os dados sdo apresentados como mediana e intervalos interquartis, n (%), onde N corresponde ao numero total
de pacientes com dados disponiveis. (b) Os valores de p comparando pacientes graves a pacientes leves foram do
teste Qui-quadrado, teste exato de Fisher ou teste U de Mann-Whitney. O nivel de significancia é p < 0,05. SlI: indice
de imuno-inflamacéo sistémica.
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Tabela 08. indice agregado de inflamagéo sistémica (AISI) em pacientes com COVID-19

Todos os pacientes (N= Grupo grave Grupo leve Valor de p
67) (N=39) (N=28)
AISI 1655,10 (843,23 - | 213 (107,63 -
577,03 (227,05-1818,77) | 2777,09) 309,86) p <0,001
21824 16 (23,9%) 39 (41%) 0 (0,0%)
<1824 51 (76,1%) 23 (59%) 28 (100%) p <0,001

(a) Os dados sao apresentados como mediana e intervalos interquartis, n (%), onde N corresponde ao numero total de
pacientes com dados disponiveis. (b) Os valores de p comparando pacientes graves a pacientes leves foram do teste
Qui-quadrado, teste exato de Fisher ou teste U de Mann-Whitney. O nivel de significancia é p < 0,05. AISI: indice
agregado de inflamacgéo sistémica.

Tabela 09. Relacao SlI/Hb em pacientes com COVID-19

Todos os pacientes | Grupo grave (N=39) Grupo leve Valor de p
(N=67) (N=28)
Sli/Hb 140,77 (27,52 -]294,83 (155,62 —|24,05 (14,18 -
318,35) 632,07) 32,86) p <0,001
2103.8 35 (52,2%) 35 (89,7%) 0 (0,0%)
<103.8
32 (47,8%) 4 (10,3%) 28 (100%) p <0,001

(a) Os dados séo apresentados como mediana e intervalos interquartis, n (%), onde N corresponde ao numero total
de pacientes com dados disponiveis. (b) Os valores de p comparando pacientes graves a pacientes leves foram do
teste Qui-quadrado, teste exato de Fisher ou teste U de Mann-Whitney. O nivel de significancia é p < 0,05. SlI/Hb:
indice de imuno-inflamag&o sistémica e concentragéo de hemoglobina.
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6.6. Comparacao dos niveis de marcadores inflamatérios como prognostico

para a COVID-19

Com o agravamento da COVID-19, a comparacao dos perfis hematologicos
demonstrou o aumento notavelmente dos indices SlI (4400 + 3898 vs 419,7 + 238,6,
p<0,0001), AISI (2531 + 2652 vs 220,2 + 142, p< 0,0001) e SlI/Hb (417,9 + 372,4 vs
27,47 + 19,36, p< 0,0001) em pacientes com COVID-19 grave quando comparados

aos pacientes com a forma leve da doenga (Figura 11).
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Figura 17. Comparacao dos indices Sll, AISI e SlI/Hb entre pacientes com COVID-19
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6.7 Analise da expressao génica por meio do RT- gPCR

6.7.1 Pacientes com COVID-19 grave produzem maiores niveis de IFNA1, IFNAR1
elL17A

Logo em seguida, buscamos avaliar a expressdo de genes proé-inflamatorios,
genes virais endoégenos e genes de referéncia nos grupos grave e leve acometidos
pela COVID-19. Analisamos se os genes HERVK-10, HERVW-1, IFNA1, IFNAR1,
IFNAR2 e IL17A apresentavam maior expressao nos grupos avaliados em relagao aos
genes de referéncia RPL19 e HPRT-1. Encontramos expressao relativa
significativamente maior do gene IFNA1 no grupo grave do que no grupo leve em
comparagao ao gene de referéncia HPRT-1 (0,8 [IQR: 0,0 — 3,0] vs 0,2 [IQR: 0,0 —
1,2]; p<0,05) (Figura 18A). Com relagdo ao receptor IFNAR1 verificamos maior
expressao relativa em pacientes com a forma leve da doenca do que em pacientes
graves em comparacao ao gene de referéncia HPRT-1 (0,4 [IQR: 0,2 — 0,5) vs 0,6
[IQR: 0,2 - 0,8] p<0,05) (Figura 18B). Nao houve significancia na expressao relativa
do receptor INFAR2 (0,0 [IQR:0,0 - 0,1] vs 0,01 [IQR: 0,0 — 0,3], p=0,22) (Figura 18C).

Os resultados apontaram que os niveis de expressao relativa da IL17A foram
significativamente maiores em pacientes com sintomas graves do que naqueles com
sintomas leves por COVID-19 em comparagao com o gene de referéncia HPRT-1 (0,2
[IQR: 0,0 - 0,9] vs 0,03 [IQR: 0,0 — 0,2], p<0,001) (Figura 18D).
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Figura 18. (a) Expresséao relativa do IFNA1 e receptores IFNAR1 e INFAR2, IL17A em relagdo ao gene de
referéncia HPRT-1. A linha tracejada corresponde a expressao do gene referéncia HPRT-1. (b) Os dados s&o
apresentados como boxplots de Tukey e valores individuais. (c) O teste ndo paramétrico de Mann - Whitney foi
usado para comparar os grupos. O nivel de significancia é p < 0,05 e p<0,001. INFA1 -: Interferon tipo 1. IFNAR1:
Receptor de interferon tipo 1. IFNAR2: Receptor de interferon tipo 2.

6.7.2 Avaliagdo dos Retrovirus Endégeno Humano HERVK-10 e HERVW-1 e sua

relacao com a progressao da COVID-19

Buscamos avaliar se os retrovirus endégenos humanos HERVK-10 e HERVW-
1 estavam associados a gravidade da COVID-19. Os resultados mostraram que
diferencgas significativas foram observadas nos niveis expresséo relativa do HERVW-
1 entre os grupos grave e leve em comparacao ao gene de referéncia RPL19 (0,03
[IQR: 0,0015 - 0,44] vs 0,003 [IQR: 0,001 — 0,018], p<0,05) (Figura 19A). A analise da
expressao relativa do HERVK-10 em comparagéo com o gene referéncia RPL19 n&o
demonstrou significancia entre os grupos (0.01 [IQR: 0.0 — 0.02] vs 0.01 [IQR: 0.0 —
0.03], p=0.90) (Figura 19B).

z 0087 F— % 1.0q---mmmcmmmmmmn
>~
&5 7 0.06- i)
2" =
zg Se
B 0.04 e
o3 o2
SE o
S i 0.024 . ©w
8 5 - 8 5
S H S
ﬁ 0.00- 0
Leve Grave Leve Grave

n=29 n=32 n=21 n=29



77

Figura 19. (a) Expresséo relativa do retrovirus endégeno humano HERVW-1 e HERVK-10 em relagdo ao gene
de referéncia RPL19. A linha tracejada corresponde a expressao do gene referéncia HPRT-1. (b) Os dados sado
apresentados como boxplots de Tukey e valores individuais. (c) O teste ndo paramétrico de Mann - Whitney foi
usado para comparar os grupos. O nivel de significancia é p < 0,05 e p<0,001. HERVK-10: Retrovirus Endégeno
Humano K. HERVW-1: Retrovirus Endégeno Humano W.

6.8. AUC para RNL, RPL e genes IFNA1, IFNAR1, IL17A e HERVW-1 na previsao

da gravidade em pacientes com COVID-19

A validade do teste diagndstico do RNL, RPL e genes IFNA1, IFNAR1, IL17A e
HERVW-1 foi analisada para a previsdo da gravidade em pacientes com COVID-19
por meio da curva ROC. A analise ROC mostrou que a area sob a curva (AUC) para
RNL (AUC: 0,97) e RPL (AUC: 0,89) era superior a 0,7 (Figura 20A). Além disso,
estimamos os valores de corte de 5 para NLR (sensibilidade: 96,4%, especificidade:
94,8%, p<0,0001) e 0,20 para RPL (sensibilidade: 92,8%, especificidade: 76,9%,

p<0,0001) para diferenciar entre pacientes graves e leves (Tabela 10).

Tabela 10. Analise de NLR e PLR usada para prever a gravidade do COVID-19

Parametros | AUC | Ponto de | Sensibilidade Especificidade Valor de p
corte (%) (%)

RNL 0,978 | 3,24 96,4 94,8 p<0,0001

RPL 0,896 | 0,20 92,8 76,9 p<0,0001

Abreviagdes: AUC, area sob a curva; COVID-19, doenga de coronavirus 2019; NLR, razdo neutrofilo-
linfocito; PLR, razao plaqueta-linfécito.

Na Figura 20, a analise da curva ROC para os genes IFNA1 (AUC = 0,642 [IC
95%: 0,5-0,7, sensibilidade = 81,8 %, especificidade = 47%, p=0,044), IFNAR1 (AUC
=0,676 [IC 95%: 0,5-0,8, sensibilidade = 55,5%, especificidade = 95,2%, p = 0.0343),
IL17A (AUC = 0,699 [IC 95%: 0,5 - 0,8], sensibilidade = 100%, especificidade = 37,5%,
p <0,05) e HERVW-1 (AUC= 0,673 [IC 95%: 0,5 — 0,8], sensibilidade 90,4%,
especificidade = 44,8%, p=0,0377) apontou AUC abaixo de 0,7..0s pontos de corte
relacionados ao gene para HERVW-1, IL17A, IFNAR1 e IFNA1 foram 0,061, 0,53, 0,65

e 1,32, respectivamente (Tabela 11).
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Tabela 11. Analise de HERVW-1, IL17A, INFAR1 e INFA1 para prever a gravidade do COVID-
19

Parametros | AUC Ponto de | Sensibilidade | Especificidade Valor de p
corte (%) (%)

HERVW-1 0,673 0,061 90,4% 44,8% p=0,0377

IL17A 0,700 0,53 100% 37,5% p=0,0074

IFNAR1 0,676 0,65 55,5% 95,2% p =0.0343

IFNA1 0,642 1,32 81,8% 47% p= 0,044

Abreviagbes: AUC, area sob a curva; COVID-19, doenga de coronavirus 2019; HERVW-1, retrovirus humano enddégeno; IL17A,
interleucina-17; IFNAR1, Receptor, Interferon alfa-beta; IFNA1: interferon tipo I.
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Figura 20. Curva ROC de NLR, PLR e genes IFNA1, IFNAR1, HERVW-1 e IL17A para prever
a gravidade do COVID-19.

6.9. AUC para SIl, AISI e SlI/Hb como biomarcadores prognésticos para
pacientes com infec¢ao por SARS-CoV-2

A analise baseada na curva ROC para os indices Sll (AUC= 0,988 [IC 95%=
0,9-1,0, sensibilidade= 100%, especificidade= 89,74%, p<0,0001), AISI (AUC= 0,618,
IC 95%= 0,4 - 0,7, sensibilidade= 78,57%, especificidade = 58,97%, p=0,1010) e
SlI/Hb (AUC= 0,99 [IC95% = 0,9-1,0, sensibilidade= 100%, especificidade= 89,74%,
p<0,0001). A AUC dos indices tanto do Sll como do AlSI apontaram valores da curva

maior que 0,7 (Figura 21). Os pontos de corte relacionados aos indices SllI, AlSI e



Sll_Hb foram 1248, 1824 e 103,8, respectivamente (Tabela 12).
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Tabela 12. Andlise dos indices SlI, AlSI e Sll_ Hb como biomarcadores do COVID-19

Parametros | AUC | Ponto de | Sensibilidade | Especificidade | Valor de
corte (%) (%) p

Sl 0,988 | 1248 100 89,74 p<0,0001

AlSI 0,618 | 1824 78,57 58,97 p=0,1010

Sll_Hb 0,991 | 103,8 100 89,74 p<0,0001

Abreviacdes: AUC, area sob a curva; COVID-19, doenga de coronavirus 2019; SllI: Indice de imuno-inflamacéo

sistémica; AISI: indice agregado de inflamag&o sistémica; SlI/Hb: indice de imuno-inflamacdo sistémica e
concentracdo de hemoglobina
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Figura 21. Curva ROC de SlI, AISI, SIl_Hb como progndstico da doenga COVID-19
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6.10. Resposta do Interferon gama (IFN-y) como biomarcador de gravidade na
infecgao por COVID-19

Em seguida, examinamos o nivel plasmatico de IFN-y como possivel
biomarcador de gravidade na infecgao através da dosagem plasmatica do IFN-y nos
pacientes com COVID-19. Encontramos em nossa amostra avaliada que os resultados
dos niveis plasmaticos do IFN-y ndo demonstraram diferengas significativas entre os
pacientes com sintomas leves e graves em decorréncia da COVID-19 (p>0,05) (Figura
22).
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Figura 22 (a). Comparagao da secregdo de IFNG em concentragdes plasmaticas nos pacientes com COVID-19.
(b) Os dados sdo apresentados como boxplots de Tukey e valores individuais. (c) O teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney foi usado para comparer os grupos. O nive de significancia é p<0,05. IFN-y: Interferon-gama.
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7. DISCUSSAO

De acordo com os principais achados do estudo, os dados clinicos revelaram
que na populacdo de Salvador e Feira de Santana, as caracteristicas clinico
demograficas, a exemplo idade, principalmente idosos, sexo masculino, ragca negra e
comorbidades como hipertensdo, diabetes mellitus e doengas cardiovasculares
estiveram correlacionadas a gravidade em pacientes com COVID-19. O estudo
também observou que sintomas como dispneia, febre, fadiga/mialgia sdo comuns
entre os pacientes com COVID-19, tanto na forma leve como grave da doenga. Nossos
resultados corroboram com os dados observados por Matangila e colaboradores
(2020) que demonstraram maior prevaléncia de pacientes idosos no grupo grave, do
sexo masculino, com idade mediana de 58 anos e sintomas como febre (58%) e fadiga
(54%). Com relagdo a raga negra, nossos resultados corroboram com a revisao
sistematica conduzida por Mackey e colaboradores (2021) em que observam nas
populagdes afro-americanas/negras taxas mais altas de infeccdo por SARS-CoV-2.
Gomes e colaboradores (2021) observaram a maior frequéncia da raga/cor parda
(59,85%) em casos confirmados de COVID-19 na macrorregido do Oeste da Bahia.
Estudo retrospectivo realizado em um hospital universitario do Rio de Janeiro
encontrou que dos pacientes avaliados 54,5% eram do sexo masculino, idosos e que
apresentavam comorbidades como hipertensao arterial, diabetes mellitus, obesidade
e doengas cardiovasculares (MOGAMI et al., 2021). Este resultado é contrario ao do
estudo de coorte retrospectivo que apontou a maior prevaléncia do sexo feminino
acometidos pela COVID-19 (ZHOU et al., 2020). Nossos resultados fortalecem que a
prevaléncia do sexo masculino, raga negra, idosos e comorbidades pré-existentes séo
fatores mais propensos a gravidade da COVID-19. Identificar potenciais fatores de
risco para a COVID-19 e esclarecer seus mecanismos subjacentes, torna-se
imprescindivel para aperfeicoar o manejo de pacientes com COVID-19 e propiciar
novas formas de abordagens terapéuticas.

A investigacao atual identificou altera¢gdes nos marcadores hematoloégicos dos
pacientes com a forma grave da COVID-19, dentre eles hemacias, hemoglobina,

hematdcrito e volume corpuscular médio (VGM) que encontravam-se
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significativamente diminuidos nos pacientes com desfecho grave da COVID-19. Este
achado também foi relatado por Liu e colaboradores (2020) que relataram nos
pacientes com COVID-19 redugbdes consistentes nos niveis de hemoglobina.
Pacientes diagnosticados com COVID-19 tendem a desenvolver niveis diminuidos de
hemoglobina, indicando assim o possivel desenvolvimento da anemia e o aumento
patolégico dos niveis de ferritina (TANERI et al., 2020). A inflamacéo presente na
COVID-19 afeta a eritropoiese tanto pelo metabolismo anormal do ferro mediado pela
superproducao de IL-6, bem como a presenga de citocinas proé-inflamatérias, como
interferon- y, IL-1 e IL-33 que resultam no desenvolvimento da anemia
(BERGAMASCHI et al., 2021). Além da anemia, o aumento nos niveis de ferritina
sugere uma forte reagao inflamatoria na COVID-19 e seu impacto no metabolismo do
ferro (KERNAN; CARCILLO,2017; TANERI et al., 2020). Estudo com 67 pacientes
diagnosticados com COVID-19 aponta que durante o curso na unidade de terapia
intensiva os pacientes desenvolveram niveis significativamente mais baixos em
comparagao com pacientes nao internados na UTIl (FAN et al.,, 2020). Metanalise
conduzida por Kowsar e colaboradores(2023) relata baixos niveis de hemoglobina em
pacientes com COVID-19 internados em UTI. Em contraste com os resultados, Pan e
colaboradores (2020) que observaram um aumento nos niveis de hemoglobina e
hematdcritos em pacientes com COVID-19.

Nossos resultados também s&o semelhantes ao relatados por Hou e
colaboradores (2020) que sugeriram a associacao da COVID-19 grave com o aumento
dos neutrdfilos, biomarcadores de infecgdo (PCR), niveis de citocinas e diminuigéo na
contagem de linfécitos. Pacientes com COVID-19 admitidos na UTI apresentaram
contagens aumentadas de neutrofilos no sangue em comparagdo com outros
pacientes diagnosticados com os sintomas menos graves da infecgao por SARS-CoV-
2 (HUANG et al., 2020). Yang e colaboradores (2020) identificaram que pacientes
gravemente doentes apresentaram alta neutrofilia antes do desenvolvimento da
inflamacéao, sugerindo assim a possivel associagdo da resposta exarcerbada dos
neutrofilos com a patologia pulmonar aguda na COVID-19 fatal. Na COVID-19 grave,
a neutrofilia acarreta maior influxo pulmonar de neutréfilos com a liberagao excessiva

das armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) o que promove o dano alvéolo-
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capilar e a manifestagao patolégica da SDRA. Com a liberagdo da cromatina pelas
NETs que contém grandes quantidades de histonas extracelulares ocorre o
rompimento epitelial com indugdo a agregacgédo plaquetaria levando a trombose
vascular pulmonar, inflamagédo e aumento da tempestade de citocinas (PEDERSEN
etal., 2020; NARASARAJU et al., 2020). No que se refere aos leucécitos, em contraste
com descobertas anteriores, Zhang e colaboradores (2020) em um estudo com 140
pacientes hospitalizados e diagnosticados com COVID-19 apontaram que a contagem
de leucécitos encontrava-se dentro dos parametros normais em 68,1% dos pacientes.
Em relagado as plaquetas, o presente estudo relata maior contagem de plaquetas em
pacientes com sintomas graves. Esse resultado reflete os de YIN e colaboradores
(2021) e QU e colaboradores (2020) que apontam a maior contagem de plaquetas em
pacientes com pneumonia grave decorrente do SARS-CoV-2 e sua relagdo com o
maior numero de dias referente a hospitalizacdo. Lippi e colaboradores (2020)
demonstraram em uma metanalise de 1.799 pacientes com infec¢gdes graves por
COVID-19 a contagem de plaquetas significativamente mais baixas, isso difere dos
achados aqui apresentados.

Ainda nesse contexto, nossos resultados sugerem a presencga da eosinopenia
nos pacientes internados na unidade de terapia intensiva. A eosinopenia caracteriza-
se como a diminuicdo da produgdo e/ou liberacdo de eosindfilos, aumenta da
migracao para os tecidos somaticos e a diminuicdo da sobrevida na circulagao
periférica (ROSENBERG;FOSTER,2021). Um dos mecanismos potenciais que
favorecem a deplecao dos eosindfilos, a resposta exarcerbada de citocinas parece ser
a caracteristica central da COVID-19 grave (PUM et al., 2021). Estudo realizado por
Shen e colaboradores identificaram que os pacientes diagnosticados com COVID-19
apresentavam contagens significativamente mais baixas em comparagao a pacientes
diagnosticados com influenza. As evidéncias encontradas em nossos resultados
apontam alteracdes nas células do sistema imune que acarretam o quadro clinico de
leucocitose, neutrofilia, eosinopenia e linfopenia no sangue periférico dos pacientes
com sintomas graves. Nossos achados sao consistentes com o estudo de Javanian e
colaboradores (2020) que apontam o aumento da contagem de leucdcitos e que

podem estar associados ao aumento da proteina C reativa (PCR) e a mortalidade.
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Assim, os biomarcadores hematolégicos sdo importantes para determinar as
categorias de risco associadas ao diagnostico de COVID-19 e com isso otimizar o
manejo clinico, bem como a prevengéo de complicagdes graves.

No ambito da COVID-19, torna-se importante avaliar a razao neutréfilo/linfocito
(RNL) e razao plaqueta/linfocito (RPL) e a sua associagdo com a gravidade da COVID-
19. A infeccdo por SARS-CoV-2 reflete na redugéo dos linfocitos e a alteragdo do
mecanismo de defesa do IFNG promove o acumulo de neutréfilos patogénicos
propiciando a neutrofilia (TAN et al., 2020; ANTONIOLI et al., 2020). Esses fatores
contribuem para elevar os valores de RNL em pacientes com COVID-19 favorecendo
a ativacao prejudicial do sistema imunoldgico (BUONACERA et al., 2022). Com
relagdo ao RPL, as plaquetas desempenham papel crucial na resposta inflamataria,
além de liberarem o fator plaquetario 4 que impede o desenvolvimento dos linfocitos
(HAMILOS;PETOUSIS;PARTHENAKIS,2018). Além disso, a diminuicdo da contagem
de linfocitos devido a piroptose por meio da ativagcdo do inflamassoma NLRP3
favorece ao aumento da RPL na infecgdo por COVID-19 (YANG, 2020; RAVINDRA et
al.,, 2022). Diante disso, as relagdes RNL e RPL podem ser considerados como
marcadores econdmicos e que refletem a extensao da resposta inflamatéria das
citocinas podendo ser empregada para o monitoramento em pacientes com COVID-
19. No presente estudo, os resultados obtidos com relacdo ao RNL apontaram que
cerca de 87,2% dos pacientes no grupo grave apresentaram valores = 5, sendo o
indicativo para o aumento de risco para mortalidade em pacientes com COVID-19.
Esse achado é consistente com a metanalise conduzida por Simadibrata e
colaboradores, (2021) que apontaram niveis elevados de RNL na admissdo em
pacientes graves e nao sobreviventes em comparagdo com pacientes nao graves e
sobreviventes. Os resultados refletem com os de Ozawa e colaboradores., (2023) que
em estudo de coorte retrospectivo apontam maior RNL em pacientes graves. Nesse
mesmo contexto, nosso estudo mostrou a RPL com 76,9% em pacientes no grupo
grave com score = 0,20 sugerindo assim associagao positiva da gravidade com a
COVID-19. A comparacdo dos nossos achados com o estudo de Asperges
colaboradores (2023) em seu estudo de coorte retrospectivo confirma que a RPL é

maior na COVID-19 desde a admissao com o aumento progressivo atingido em um
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pico de 7 dias. Em estudo transversal direcionado por Man colaboradores (2021)
revelou que a RPL apresenta valores maiores em pacientes com COVID-19 e ainda
correlacionado com marcadores inflamatoérios, a exemplo PCR e VHS. Diante disso,
o RNL e RPL podem ser uteis para a avaliagao da condi¢gao do paciente, bem como a
gravidade da inflamagao presente no curso da COVID-19.

Ao investigarmos no nosso estudo os indices inflamatérios baseados nos
parametros hematoldgicos e compararmos os indices observamos que o SllI, AlSI e
SlI/Hb foram significativamente maiores no grupo com a forma grave da COVID-19
quando comparado aos pacientes leves. Como um marcador simples, conveniente,
barato e n&o invasivo, o indice Sll ou indice de imuno-inflamacgao sistémica baseado
nas contagens periféricas de neutrofilos, plaquetas e linfocitos reflete o microambiente
tumoral, equilibrio do estado imunoldgico e inflamatdrio do hospedeiro e recentemente
também foi relatado como significativamente alterado em pacientes com COVID-19,
sugerindo um papel diagnéstico em pacientes infectados por SARS-CoV-2 (USUL et
al., 2020; HU et al., 2014; FOIS et al., 2020). Relativamente ao indice AISI composto
pela contagem de linfécitos, neutréfilos, mondcitos e plaquetas consiste em uma
ferramenta utilizada como preditor significativo de tumores sélidos malignos (HU et al.,
2020; NOOH, et al., 2022; CHO et al., 2018). O indice AlSI foi maior em pacientes
pneumdnicos com COVID-19 internados em UTI sendo assim relacionado a gravidade
da COVID-19, indicando um papel diagnéstico em pacientes infectados com SARS-
CoV-2 (HAMAD et al., 2022). Recentemente, foi proposto por Hernandez-Ainsa e
colaboradores (2022) o novo marcador denominado indice de imuno-inflamacgéo
sistétmica e concentracdo de hemoglobina (SII/Hb) que reflete a hemoglobina,
inflamacédo sistémica e a resposta das citocinas pro-inflamatorias e células imunes.
Nesse contexto, buscamos aplicar a relagdao SlI/Hb em nosso estudo devido a
capacidade desse indice de refletir a inflamacéo sistémica e o transporte de oxigénio
no sangue viabilizando informacdes adicionais acerca da gravidade e o prognostico da
COVID-19, a qual a inflamacéao e anemia podem exercer papéis significativos.

De acordo com os presentes resultados, estudo retrospectivo com 495
pacientes acometidos pela COVID-19 aponta que o Sll e o AISI foram maiores no

grupo de pacientes internados na UTI (HAMAD et al., 2022). Foi relatado que o SlI foi
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significativamente alterado em pacientes com COVID-19 em comparagao a controles
saudaveis, o que sugere seu papel diagnostico em pacientes infectados por SARS-
CoV-2 (USUL et al., 2020). Fois e colaboradores (2020) também mencionaram que os
indices de inflamacgao derivados da contagem de células sanguineas, como o Sll e
AIS| estdo significativamente associados a gravidade da doenga. Partindo do
pressuposto de que durante as respostas inflamatérias observadas durante o cancer
de colo retal, interleucinas como IL-6, IL-7 e IL17A responsaveis pela regulacéo das
vias JAK1/2-STAT3 relacionada a angiogénese do CCR; doenga metastatica e
localizacdo do tumor; crescimento e metastase do cancer de colo retal,
respectivamente (KRZYSTEK-KORPACKA et al., 2017; LI et al., 2020; AMICARELLA
et al., 2017) interleucinas estas que também desempenham papéis importantes na
resposta inflamatéria do corpo a infeccdo por SARS-CoV-2 (HASANVAND, 2022).
Nesse contexto, utilizamos o mesmo marcador para inflamagdo proposto por
Hernandez-Ainsa e colaboradores (2022) denominado indice de imuno-inflamacéo
sistétmica e concentracdo de hemoglobina (SIlI/Hb). Em nossos resultados,
observamos que indice SlI/Hb foi significativamente maior em pacientes graves
guando comparados aos pacientes com a forma leve da infeccdo por SARS-CoV-2.
Esses achados corroboram com o estudo caso-controle de Hernandez-Ainsa e
colaboradores (2022) em que identificaram aumento significativo do SlI/Hb em
pacientes com cancer do colo retal em comparagao com os pacientes controle,
principalmente no momento do diagndstico.

Analisamos em nossos resultados os valores de cortes das razdes referentes
aos neutrdfilos, linfécitos e plaquetas e indices inflamatdrios, sendo eles RNL, RPL,
SlI, AISI e SlI/Hb calculados pela analise ROC. A curva ROC foi usada para detectar
os valores de cortes ideais do RNL, RPL, SllI, AISI e SlI/Hb que revelou em nossa
investigagcado que o Sll e o SlI/Hb tinham as areas mais altas sob a curva (AUC=0,98,
AUC= 0,99, respectivamente) com Sll tendo um valor de corte ideal de 1248 e Sli/Hb
com valor de corte de 103,8. Em seu estudo Fois e colaboradore (2020) apontaram
que a AUC para Sll variava entre 0,534 a 0,715 refletindo o dano pulmonar e
respiratorio em pacientes com COVID-19. Este achado também foi relatado por Usul

e colaboradores (2020) que identificaram a AUC= 0,760 para SlI sugerindo que esse
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escore pode ser usado no diagndstico da COVID-19. Com relagao ao SlI/Hb, nossos
achados sao consistentes com o estudo desenvolvido por Hernandez-Ainsa e
colaboradores (2022) que avaliaram o potencial uso diagnostico desse indice para o
cancer de colo retal, o novo marcador SlI/Hb apresentou os melhores resultados
relacionados a maior especificidade (92.06%) e valor preditivo positivo. Embora, mais
estudos sejam necessarios para investigar os indices Sll e SllI/Hb como valor
prognéstico para a COVID-19, nosso estudo demonstrou a possivel correlagdo dos
indices com a gravidade da doencga.

Na amostra avaliada investigamos a expressao relativa dos genes proé-
inflamatorios IFNA1 e seus receptores IFNAR1/IFNAR2 e IL17A e genes virais
endogenos HERVK-10 e HERVW-1. A diminuicdo sustentada na contagem de
linfécitos — que caracteriza o quadro de linfopenia — no sangue periférico consiste no
indicador precoce de pacientes graves/criticamente doentes com COVID-19 (ZHANG
et al., 2021; CHEN et al., 2020). A linfopenia ocorre devido a ligagéo viral, lesdes
imunes de mediadores inflamatérios ou exsudagao de linfocitos circulantes em tecidos
pulmonares inflamatérios (WANG et al., 2020). Estudo conduzido por Contoli e
colaboradores (2021) sugere um paralelismo entre as respostas linfociticas e a
producado de IFNA1. Devido a isso, buscamos avaliar a resposta imunoldgica em
nosso estudo e observamos o aumento do IFNA1 com a reducdo do seu receptor
IFNAR1. Chen e colaboradores (2021) sugerem que apos a infecgao por SARS-CoV-
2 ocorre a repressao de proteinas especificas que inibem fortemente a expressao do
IFNAR1 resultando na deplecdo de 60 a 90% dessa proteina podendo levar ao
desenvolvimento da forma grave da COVID-19 (KHANMOHAMMADI et al., 2022).
Além disso, nossos resultados corroboram com o estudo multicéntrico desenvolvido
por Kramer e colaboradores (2021) em que observaram nos pacientes com COVID-
19 grave a expressao elevada de genes com assinatura de IFNA1 no inicio da doenca
associando a resposta prolongada de células NK e a piora da evolugéo da doenca.
Esses resultados s&o consistentes com a analises longitudinais conduzidas por Lucas
e colaboradores (2020) que apontaram produgao aumentada de IFNA1 ao longo do
tempo, enquanto pacientes moderados apresentaram niveis reduzidos de IFNA1. No

entanto, este resultado é contrario ao de Bastard e colaboradores (2020) que



88

descobriram a presenca de autoanticorpos contra interferons, inclusive nos IFNA1 em
cerca de 10% dos pacientes com COVID-19. Os autoanticorpos promovem a redugao
plasmatica do IFNA1 o que propicia o ciclo viram aumentando as chances do paciente
desenvolver a forma grave ou critica da doenca. Foi sugerido por Trouillet- Assant e
colaboradores (2020) que pacientes com menor concentragao de IFNA1 apresentam
pior prognostico, com maior permanéncia na UTI, o que reforca o papel crucial do
IFNA1 nas respostas antivirais.

Com relacdo ao receptor IFNAR1 foi possivel observar expressao
significativamente maior em pacientes leves acometidos pela COVID-19. Embora,
Novoa e colaboradores (2023) em estudo de coorte prospectivo ndo tenham
encontrado diferencgas significativas entre as concentragdes de IFNAR1, foi observado
maior concentragdo de IFNAR1 em pacientes com sintomas leves. Investigacao
realizada por Zhang e colaboradores (2020) associa a deficiéncia autossdmica
recessiva do IFNAR1 aos pacientes com COVID-19 grave. Referente ao IFNAR2 ndo
foi identificado expressao relativa significativa entre os grupos. Novoa e colaboradores
(2023) relataram que as concentragcdes de IFNAR2 foram significativamente maiores
em pacientes com COVID-19 grave. Com base no estudo de associagcao genémica
ampla (GWAS) Ma e colaboradores (2021) buscaram identificar novas variantes de
suscetibilidade ao COVID-19 e observaram que a expressao génica do IFNAR2 esta
significativamente relacionada a infeccao por SARS-CoV-2 em diversos tecidos,
dentre eles pulmao, figado, sangue e coragao. Por outro lado, em um estudo realizado
em pacientes internados em unidades de terapia intensiva no Reino Unido durante a
primeira onda de COVID-19 verificou-se que o aumento da expressao do IFNAR2
reduziu as chances da COVID-19 grave sugerindo assim um papel protetor do IFNAR2
na COVID-19 (PAIRO- CASTINEIRA et al., 2021). Embora mais estudos clinicos
sejam necessarios, acredita-se que as concentracbes de IFNAR1 e IFNAR2 em
pacientes com COVID-19 graves podem ser utilizadas como preditoras da gravidade
da infecgcao decorrente do SARS-CoV-2.

Para determinar o estado inflamatério dos pacientes em estudo, a expressao
de IL17A foi mensurada. Os resultados confirmam que pacientes com a forma grave

da COVID-19 possuem elevados niveis de IL17A comparado aos pacientes leves. A
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IL17A desempenha um papel importante para a maturagdo, diferenciacédo e
recrutamento dos neutréfilos devido a capacidade de aumentar a liberagado do fator
estimulador de colbénias de granuldcitos (G-CSF) e com isso ser o fator central para a
inflamacao neutrofilica importante para a tempestade de citocinas relacionada a
progressao clinica da COVID-19 (MAIONE et al., 2021; LEY;SMITH;STARK, 2006;
FOGLI et al.,, 2013; BORGES et al., 2020). Niveis elevados de IL17A no sangue
periférico de pacientes infectados com SARS-CoV-2 estdo associados a processos
autoimunes e indugcado de mediadores infamatoérios como IL-1, IL-6 e TNF-a, além da
metaloproteinase que promove dano tecidual (XU et al., 2020; HOFFMANN et al.,
2020). A linfopenia paralelo ao aumento dos niveis de IL17A sugere fortemente que a
resposta imune impulsiona a inflamagéo grave observada em pacientes com COVID-
19 (FADLALLAH; EDDIN; RAHAL,2021). Resultados estes, que corroboram com os
achados por Shibabaw que relatou um aumento das respostas de IL17A na forma
grave de pacientes com COVID-19. A regulagdo positiva da IL17A associa-se a
patologia pulmonar e SDRA, bem como a les&o a outros 6rgdos como coragao, figado
e rins (SHIBABAW, 2020). Este achado é coerente com outro estudo em que os
autores em sua coorte observaram o aumento da IL17A em casos graves em
comparagao com controles nao infectados, sendo correlacionado positivamente com
a gravidade da les&do pulmonar e recrutamento precoce de neutréfilos para os pulmdes
resultando no mau prognéstico em casos graves da COVID-19 (HUANG et al., 2020;
XU et al., 2020). Esta descoberta é contraria ao estudo anterior realizado no Ira e
conduzido por Ghavazi e colaboradores (2021) que aponta o aumento significativo dos
niveis de IL17A em casos leves em comparagdo com o grupo grave e grupo controle.
Tomadas em conjunto, esses achados destacam o papel fundamental da IL17A
sugerindo o seu possivel envolvimento na imunopatogénese da COVID-19.

Também exploramos os niveis de dois marcadores e suas possiveis
associacdes com a COVID-19, que consistiram no HERVK-10 e HERVW-1. Pudemos
observar que os niveis de HERVK-10 ndo demonstraram significancia entre os grupos
avaliados. Assim como no caso da IL17A, o HERVK-10 ja foi associado com a
gravidade da COVID-19 (TEMEROZO et al., 2022). Um estudo mostrou que a infecgao

por SARS-CoV-2 aumenta a expressdo dos genes gag, env e pol do HERVK no
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sangue total de pacientes com COVID-19, ainda neste estudo os autores identificaram
que a resposta do HERVK promove a inducdo da secrecao de interferon tipo | em
pacientes com SARS-CoV-2 (GUO et al., 2022). Em estudo conduzido por Temerozo
e colaboradores (2022) em uma coorte de pacientes criticos com COVID-19 sob
ventilagdo mecanica foram verificados maiores niveis de HERVK nos plasmas de
pacientes com COVID-19 quando comparado aos pacientes que receberam alta ou
com doadores saudaveis. O aumento dos niveis de HERVK nos pacientes que vieram
a obito foi correlacionado a expressao de marcadores pro-inflamatorios, ativagao de
mondcitos e aumento de fatores de coagulacdo (TEMEROZO et al., 2022). Com
relacdo ao HERVW-1 nossos resultados demonstraram expressao relativa
significativa nos grupos com a forma grave da COVID-19. Nesse mesmo contexto,
Balestrieri e colaboradores (2021) avaliaram a expressdao do HERVW env e
observaram uma porcentagem significativamente maior de linfécitos HERVW env
positivos em pacientes com COVID-19 em comparacdo com doadores saudaveis, a
alta porcentagem de linfocitos HERVW env positivos podem estar correlacionados
com o aumento o escore da gravidade. A deteccdo de HERVs no sangue periférico
pode ser implicado na fisiopatologia de pacientes criticos com COVID-19, no entanto
mais estudos precisam ser investigados.

Ao analisarmos a curva ROC dos genes IL17A, HERVW-1, IFNA1 e IFNAR1
observamos que a AUC da IL17A com 0,70 apresentou o melhor valor preditivo para
a gravidade em pacientes com COVID-19. Em estudo anterior Desoky e
colaboradores (2022) relataram que a analise da curva ROC demonstrou que a IL17A
apresentou um ponto de corte > 46 pg/mL, com AUC = 1,0 sendo considerado um
bom discriminador em pacientes com COVID-19. Além disso, Liu e colaboradores
(2020) identificaram na curva ROC, o valor da AUC = 0,9 correspondente a IL17A o
que sugere um potencial biomarcador da gravidade referente a infeccao por SARS-
CoV-2. No entanto, um estudo demonstra que a AUC da IL17A que correspondeu ao
valor de 0,64 estando abaixo de 0,7 resulta em um baixo valor preditivo para a
gravidade da doenga em pacientes com COVID-19 (GHAZAVI et al., 2021). Em
resumo, nossos dados sugerem um papel da IL17A como um biomarcador confiavel

da gravidade associado a doenga COVID-19, entretanto mais estudos sé&o
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necessarios para avaliar o papel da IL17A na sinalizagdo na COVID-19, para por
exemplo atuar como estratégia no controle da inflamag¢ao pulmonar em decorréncia
da infecgao por SARS-CoV-2.

Para estudar a relevancia da producgao dos IFNs durante a infecgao por SARS-
CoV-2 avaliamos também a ativagcao da via IFN-y, nossos achados demonstraram que
nao houve diferenga significativa dos niveis plasmaticos do IFN-y entre os pacientes
com sintomas graves e leves. Esses resultados diferem da coorte prospectiva de
pacientes hospitalizados com diagndstico de COVID-19 no sul do Brasil, em que
observaram niveis mais altos de IFN-y em pacientes que vieram a 6bito (GADOTTI et
al., 2020). Ghavazi e colaboradores (2021) experimentalmente demonstraram que os
niveis de IFN- y indicou aumento de forma significativa no grupo grave em
comparagao com 0 grupo controle saudavel. Entretanto, em estudo prospectivo
conduzido por Cremoni e colaboradores (2022) foi observado que niveis mais baixos
de IFN-y foi preditor independente de hospitalizacdo em pacientes com COVID-19. A
expressdo aumentada de IFN-y parece estar associada a gravidade da COVID-19,
porém mais estudos sao necessarios para investigar a sinalizagcdo do IFN-y durante a
infeccdo por SARS-CoV-2 com o intuito de delinear novos tratamentos para a COVID-
19.

Nosso estudo apresenta limitagdes e pontos fortes importantes a se destacar.
Como ponto forte nossa amostra é representativa de uma faixa do espectro
relacionado a gravidade da COVID-19 de grande interesse clinico que sao pacientes
idosos e que necessitaram de admissao hospitalar em unidades de terapia intensiva.
Outro ponto importante se aplica a coleta sistematica de dados clinicos e a forma de
processamento padronizado em nosso laboratério. No que diz respeito as limitagdes,
nosso estudo ndo avaliou os achados bioquimicos a exemplo, proteina C reativa, LDH,
dimero D e marcadores hepaticos, como AST e ALT entre pacientes graves e leves.
Embora nosso estudo se caracterize como transversal, o ideal seria um estudo de
coorte para realizar as coletas tanto ndo apenas na admissao hospitalar ou na primeira
visita domiciliar, mas de forma seriada com periodos determinados, a fim de investigar
melhor o papel das citocinas e HERVs no desfecho da doencga. Vale ressaltar que, a

auséncia de dados acerca da carga viral impossibilitou a investigagcao da relagéo da
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carga viral com as respostas das citocinas.

8. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo em conjunto demonstram que pacientes do
sexo masculino, raga negra/parda e portadores de comorbidades pré-existentes
apresentam perfil mais propenso para o desenvolvimento da forma grave relacionada
a COVID-19. As razées RNL e RPL e os indices de inflamagao sistémica como Sll e
SllI/Hb sugerem associacao para o diagnostico da gravidade associada a COVID-19.
Com relagédo a resposta imunoldgica observamos a neutrofilia e linfopenia, com a
expressao significativa de IFNA1 e redugao do seu receptor IFNAR1 e aumento dos
niveis de IL17A que tomados em conjunto resultam na hiperinflamagao sistémica ou
tempestade de citocinas que propiciam a gravidade da doencga. Além, disso a
expressdo do HERVW-1 em amostras de sangue de pacientes com COVID-19 nos
aponta que sdo necessarios mais estudos para o entendimento do impacto
imunopatogénico do HERVW-1 na evolugéo clinica da COVID-19. Nossa investigagao
nao encontrou resultado significativo referente ao IFN-y. Apesar de suas limitagdes, o
estudo certamente contribui para a compreensdo das respostas imunes
hiperinflamatérias responsaveis pela tempestade de citocinas na COVID-19, langcando
a luz novas perspectivas sobre genes inflamatorios, retrovirus endégenos e indices

inflamatorios.
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Anexo 1. Ficha clinica aplicada nas visitas domiciliares

FICHA CLINICA

N® Aplicado por: Data da coleta: /! /

IDENTIFICACAQO

Nome:

Nome da mie:

Endereco:

Bairro: Cidade:

CEP: Estado:

Telefone: Profissdo:
Naturalidade:

Data de Nascimento: [/ /

FVAR[AVE[S SOCIOECONOMICAS E SOCIODEMOGRAFICAS

1 Idade: 2 Sexo: (0) Masculino (1) Feminino

3 Raca/Cor (autorreferida): (0) Amarelo (1) Branco (2) Preto (3) Pardo

4 Escolaridade: (0) Pos-graduacio (1) Ens. superior completo (2) Ens. superior incompleto
(3) 2° grau completo (4) 2° gran mmcompleto (5) Ens. fundamental completo (6) Ens. fundamental
incompleto (7) Analfabeto

5 Anos de estudos:

6 Ocupaciio atual: (0) Desempregado (1) Empregado (2) Aposentado (3) Autdnomo (4) Nio
trabalha (5) Outro. Qual?

7 Se empregado(a), qual a ocupacio atual:

Possui renda propria? (0) Sim (1) Nio.

9 Renda familiar em salirios minimos: (0) 1 (2)<1 (3)1aZ2 (4) 3 ou mais

10 Nimero de moradores em sua residéncia:

11 Estado civil: (0) Solteiro (1) Casado (2) Viavo (3) Divorciado (4) Unidio estavel

| VARIAVEIS DE ESTILO DE VIDA |

12 E fumante? (0) Nio (1) Sim. (2) Ex-fumante.

13 Em caso positivo, hi quanto tempo? . E gual a quantidade de
cigarros/dia?

14 Se ex-fumante, por gquanto tempo fumou? E hid quanto tempo parou de
fumar?

15 Consumo de bebida alcoélica: (0) Nio (1) Sim (2) Ja consumi
Tipo de bebida: . Tempo de consumo (em anos):

16 Pritica de atividade fisica: (0) Nédo (1) Sim 17 Em caso positivo, gqual tipo de atividade?

- E gual frequéncia/semana? .




VARIAVEIS DE CONDICAO DE SAUDE

21 Temp.: (0) = 37.5°C (1) >37.5°C = 39°C

18 Tosse seca: (0) Nio (1) Sim (2) = 39°C
19 Tosse produtiva: (0) Nio (1) Sim 22 Febre: (0) Nio (1) Sim
20 Dispneia: (0) Ndo (1) Sim 23 Mialgia ou fadiga: (0) Nio (1) Sim

24 Hipertensio arterial? (0) Nio (1) Sim. Medicagio:
25 Diabetes? (0) Nio (1) Sim. Tipo: . Medicacio:
26 Doenca renal? (0) Nio (1) Sim. Qual? . Medicacdo:

27 Doenca cardiovascular? (0) Nio (1) Sim Medicagio:
28 Doenca hepatica? (0) Nio (1) Sim Medicagio:

29 Sindrome do ovirio policistico? (0) Nao (1) Sim

30 Doenca Pulmonar (asma/tuberculose/bronquite/pneumonia/enfisema/DPOC)? (0) Nao (1)
Sim Qual? . Medicacio:

31 Alergia? (0) Ndo (1) Sim. Qual?
32 Obesidade? (0) Ndo (1) Sim

33 Doenca autoimune? () Nio (1) Sim Qual?

34 Neoplasia maligna (cincer)? (0) Nio (1) Sim Qual?

35 Doenca neurologica (Alzheimer, Parkinson, Epilepsia, Deméncia, etc.)? (0) Nio (1) Sim
Qual?
36 Doenca hematoldgica? (0) Nio (1) Sim Qual?

37 Possui alguma outra doenca ndo citada anternnormente? (0) Nio (1) Sim  Qual?

37 Usa algum outro tipo de medicamento nio citado anteriormente? (0) Nio (1) Sim Qual(s)?

OBSERVACOES

Método diagnéstico:
Inicio dos sintomas:

Outros sintomas:
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

KR ERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SAMTAMA
Hanorizada pelo Deoreto Federal Mo 7408 de 270476
Reoonhecida pela Portarias Mindstenial No 874986 de 101286

FmalE-FD:IEtrdudanuinm.unmhnhpuu a delerminagdo de gravidade da doanga do coronasimus 2019
[COVID- #9

PESOUISADORA AESPONSAVEL: Soraya Casteo Trindado

TERMO DE CONSEMTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Para sar §do para/ por lodos os paricpanias do esiudo

A.-.'|dwmu;ﬂﬂnﬂ|prdmmnmuﬂut-ncum:ﬁimmpumﬂﬁmdnqnhr
, 0 anfrevisiador poderd respondar qualguen quastlc gus vood lenha elfemenis ao estude. P-:rhmr.
kia ou ouga com alengio @, sempE Qua achar necass dric, nferrompa para pergunlar.

Vood esid sando convidado {al a paricpar da isa "Eshudo da assinabura mokeculbr o deforminacio
de gravidade da doanga do coronavins 2019 191", Anlas da decidr participar, U lamp para
kr cuidadosamenta as imlonmagdas seguintes o, so prefarr, mpﬂul@.ﬂnhmmﬁmhmﬁm
B wond dossjar, pense makhor am casa, comvorse oom seus familianes, amigos ou com sou mddion.

s 5@ howver qualguen ooisa gua ndo asioia chre ou s predsar de mais in

A DOVID-19 & uma doanca viral (vrosal gue se camcianza por umae Pflamacic de fodo o seu compo & do saus
pumics. 0 esisde dos cdbdas o moliculas orvobidas ro procosso infbmaiden & impodanio pors
oomgraandar malhor 2 affidade dessa doenga @ sews fatores de risco, inclusive os falows gandtioos. Os
mesutiados dasta pasquisa nos audacso a tar uma mahor comprasnsio da COVID-19 @ poderlio possibiliar
um crescmanic camfios rdadonads a essa fama, Pohsve fuenciando na forma e provenir @ afar &
doenga am esudads.

cﬁiﬂhmﬁiﬂﬂnﬂiﬂmﬁmdﬁuﬂmlmhﬂmu“mmmmgm
Para lamiic, serdo realzados, no momenio do seu slemdmenio médico, em local esermda,
respoitando sua privacidade:

&) praenchimentc da questiondrnic omm pargunias sobre sua sabda;
=] aeama dl'ii-:vu para dagrdsios da doanca, realrado por um (2 médioo {al parficipanio da pesquisa

chooleta da I.l'i1ﬂ amosha da sangus do seu brao (sxame da sangqua comumd, realzada por um {al profissonal
capadizds (2 & ineinads (a) para o oolota;
) colota da seoreclio do seu nanz o da sua boca do forma delicads, scem dior.

Zous dados slo confidensiais. 0 quesionano do sadde, a ficha do mame clinico @ esle dommanto serlic
guardados om sgib na umarsidads sob a responsabiidade da pasquisadora mosponsaeal por 05 anos apds
o iénming da posmquEsa @ sardo descartados apds osso pericdo. Sua identidedo nunca sard reralada.

#is saopies do sau narr @ da s boca sanlo wilradas para variicar a presenca do winus em sau onganismao.
{:I:mq.n colgtado sem uwilkzado para se cbior o somw Que serd fesiado na pesquiss para obsorear 05 niveis
de anboorpos @ componenies inflamaldnios do seu organismo. Sclctamos agui 2 sua anorizagio pa colala
@ ufilz aglo do seu sangue pam esta pesquisa. Todo o malwial collado (amoshas) serd descartado apds o
farmino da pasgusa (ndo sard amarenado).

Hubrca do pasguisadon



Ehmhanuhnqbsmguudnmuhnm,mmhlmd:r A inlorsidado da dor waria enire cada
individun, pordim & uma dor superidvel. Dusssio mais ranquilo (a) wocd astivor, mancs dolomss sord o
procedmanio.

ApSs a colola, pode-so formar um homaloma ficar um powos o) ou ficar dolosdo, mas o (2
pasquisador (al gue realizard a colata dispda de mans para coniomar esses clodos ndesojivs.

Vool poda possur uma akeracdo na coaguingdo da qual ndo tenha confecimantc, podendo apresantar
sangramanio além do esperado apds a coleta do . 0 {al pesguisador [a) redizad os
procedmanins para oonlar 0 SEngramanio & Voos serd 2o alendimanio médon necessdno sam

nafihem cusio para wood, recebendo o suporke do fal pasquisador f2) resporsdvel. Lembe-sa gus o
(2) profissional asld capacitado {al para o procodimontc o para avilar tais complcagies o para
coninmd- s caso ooomam. Faga pergunias sobea cszas complicagas para o (2] profissioral a fim da
sa ramquilizar.

Paricpando desta posguiza, voos ndo recebard nenhum tipo da benafico matenal, como dinkcim, mas
mmmMumhmtﬂmmﬁnume
futwos & seckdada. Os peofisssonass de saldda emeobides na pesguisa redizardo o sou Fafamanio.
Comao vood & um pacenia do servico da suida, Sm paricipacdo ooresd no hordro do alendimanio
midion, entfio wood ndo terd ousin adoional oom =@ parficpacio.

{hmu.in:bulhnuminpﬂhmzh dasamrolimenin, pelos servicos de saide, do apdes
woltadas para pravencdo @ Talamanio da COVID: 19; mmlmtmﬂnhﬂuﬁnmhlnmmmﬁﬁ.
familia & sus comunidada.

Valo rossaftar gua, a gualuer momenio, mpﬂ:h!i'lnwmutumhn G55 DRSOUESD COM &
garaniia de gue sardo respondidas. Tem a iberdade do zbandonar a pesquisa sem prejuizo para si,
Dﬂﬁmmmmmmmtm.mnmﬂmmmdm#m
refitados da mesma, sem qualguar projuizo pera o oo alandmento madion

s dadees chides meste astudo scrlo apsoniades om congrasscs @ anconteos da comunidada
mﬁEnwhmﬁhﬁ:mmmmm Mo esfamio, & sua idenfidads munca secd

Caso ocorram damos 2 sua salde causados dirstamania pola pesquisa, 3 masma serd imerompida o
os pesquissdores fardo cs encamichamenins necessdrics. Nenhum cusio sord cobrade a wood, pois
sard cobario pelo copamenio da pesquisa. Voo lam o desilo a buscar indenizagdo. Valk ressaflar gua
0 risco de damos caeados pela sua pariopacdc ma pesquisa & bamo, pois sordo realeados
procedimaonins mddioos qua i seriam raalirzados na sua svmiagao dinica o laboraionial

Para o aschreamanic de divadas sobre o projelo, vood pode mn:mmﬂmmnupn-mnmhr
Soraya Castro Trindada mo tekefona 7 1) 999833870 ou lgue (751 3161-8112 (MUPPIRL. LIEF

Estando da acordo, sssinam:

Aszmabura oo parbcpenis da pesgasa

Hssnahra 35 pasquesader
Liocal & Dea:

Pesquisadomn msponsaral: Soraya Castro Trindade,
HUPPIM - UEFE Campus Unkrersitéro, Foira de Santara - Bahia
ER- 118, quilimstne 3, avenda Unkrarsildnia, sem nomaeo.
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o Severe COVID-19 patients exhibit elevated levels of immune-inflammatory indexes and cytokine expression, indicating systemic
inflammation and an exaggerated immune response.

¢ Blood-based systemic inflammation indexes, such as SllI and SlI/Hb, but not AISI, show potential as prognostic tools to differentiate
between mild and severe cases of COVID-19.

e The up-regulation of IFNA1 and IL17A and the down-regulation of IFNAR1 in peripheral blood leukocytes were associated with severe
cases and demonstrated high prognostic efficacy in predicting COVID-19 severity.

o Plasmatic levels of IFNG do not differ significantly between mild and severe COVID-19 cases, suggesting it may not be a reliable biomarker

for disease severity.

Abstract:

Despite progress in vaccination and protective measures, severe outcomes in COVID-19 patients continue to raise concerns. Early
prediction and accurate prognosis are crucial for managing severe cases. Interferons (IFNs) play a crucial role in the immune response against
viral infections, but their expression and association with COVID-19 severity remain not fully understood. This study aimed to investigate the
potential association between systemic immune-inflammation indexes, gene expression of IFNA1, IFN receptors, IL17A, and plasmatic IFN-
gamma in COVID-19 patients to differentiate between mild and severe cases. This observational study included 67 eligible COVID-19 patients
divided into mild (n=28) or severe (n=39) cases. Demographic, clinical, and laboratory data were collected, and gene expression analysis was
conducted on isolated blood leukocytes using RT-qPCR assay. Plasma IFNG levels were measured with ELISA assay. Severe COVID-19 patients
were predominantly males (61.5%) and belonged to the black ethnic group (87.2%). They were, on average, 17.4 years older than patients with
mild COVID-19 (p<0.0001). The systemic immune-inflammation index (Sll), SlI/hemoglobin (Hb) ratio, and aggregate index of systemic
inflammation (AISI) were significantly higher in severe COVID-19 patients (p<0.0001). Severe patients exhibited significant up-regulation of IFNA1
and IL17A (p<0.05 and p<0.001), while IFNAR1 expression was higher in mild cases (p<0.05). ROC curve analysis demonstrated the high



121

predictive value of the Sll index and Sll/hemoglobin ratio in discriminating severe COVID-19 patients. Plasma levels of interferon-gamma (IFNG)
showed no significant difference. The study suggests that gene expression levels of IFNA1, IFNAR1, and IL17A, along with routine blood
parameters, can potentially serve as biomarkers for predicting disease severity in COVID-19 patients. The Sll and SlI/Hb ratios were highly
effective prognostic parameters, aiding in risk stratification and personalized treatment approaches. Further research is necessary to validate

these findings and explore their clinical implications.

Key-words: COVID-19; Systemic Immune-inflammation Index; IFNA1; IL17A.



