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RESUMO 

A COVID-19 é uma doença respiratória aguda causada pelo novo coronavírus (SARS-

CoV-2). Embora a maioria dos casos sejam assintomáticos ou cursem com sintomas 

leves, cerca de 20% dos acometidos pela doença desenvolvem sua forma grave. A 

progressão da COVID-19 tem sido associada a hipóxia, inflamação sistêmica desregulada 

e coagulopatias, porém os fatores de risco para sua evolução para a forma grave ainda 

não são totalmente compreendidos. O mau prognóstico da doença parece estar associado 

a fatores envolvidos na interação vírus-hospedeiro, como a sinalização prejudicada do 

IFN tipo I – principal linha de defesa inata para montagem de uma resposta imune 

antiviral efetiva – associada a uma expressão desregulada da citocina pró-inflamatórias. 

Além disso, os retrovírus endógenos humanos (HERVs), remanescentes de inserções 

genômicas virais ancestrais, parecem ser reativados em resposta a agentes infecciosos 

como o SARS-CoV-2, modulando a resposta imune inata e levando a vários efeitos 

deletérios sistêmicos, porém com papel no agravamento da COVID-19 ainda são 

incipientes. O presente estudo analisou a expressão gênica e níveis plasmáticos de 

algumas moléculas apontadas como marcadores de gravidade da COVID-19, comparando 

os quadros leve e grave da doença. Foram avaliados 71 indivíduos (46 casos leves e 25 

graves) para análise da expressão gênica, e 139 para dosagem plasmáticas de citocinas 

(58 casos leves e 81 graves). As expressões dos genes de IFN e seus receptores (INFAR1 

e INFAR2), IL-17 e HERVs foram analisadas em ambos os grupos, bem como as 

citocinas IL-2, CCL2 e CCL3. O gene INFAR2 e a citocina IL-2 foi mais elevada no 

grupo leve, enquanto os níveis da quimiocina CCL3 foram mais significativos no grupo 

grave. Esses achados potencializam as evidências de como a dinâmica da resposta 

imunológica do hospedeiro pode impactar o desfecho clínico da infecção pelo SARS-

CoV-2. 

Palavras-chave: Coronavírus. COVID-19. Citocinas. Inflamação. IFN. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

COVID-19 is an acute respiratory disease caused by the coronavirus SARS-CoV-2. Its 

progression has been associated with hypoxia, unregulated systemic inflammation and 

coagulopathies, but the risk factors for its progression to the severe form are not yet fully 

understood. The poor prognosis of the disease appears to be associated with factors 

involved in the virus-host interaction, such as impaired signaling of type I IFN – the main 

line of innate defense for mounting an effective antiviral immune response – associated 

with a deregulated expression of pro-inflammatory cytokines. Furthermore, human 

endogenous retroviruses (HERVs), remnants of ancestral viral genomic insertions, appear 

to be reactivated in response to infectious agents such as SARS-CoV-2, modulating the 

innate immune response and leading to several systemic deleterious effects, but with a 

role in the worsening of the still incipient COVID-19. The present study analyzed gene 

expression and plasma levels of some molecules identified as markers of the severity of 

COVID-19, comparing mild and severe cases of the disease. 71 individuals (46 mild and 

25 severe cases) were evaluated for gene expression analysis, and 139 for plasma cytokine 

measurement (58 mild and 81 severe cases). The expressions of the IFN genes and their 

receptors (INFAR1 and INFAR2), IL-17 and HERVs were analyzed in both groups, as 

well as the cytokines IL-2, CCL2 and CCL3. The expression of the INFAR2 gene 

(p<0.001) and the plasma concentration of the cytokine IL-2 (p<0.001) were higher in the 

mild group, while the plasma concentration of the chemokine CCL3 (p<0.001) was higher 

in the group with severe COVID. These findings enhance evidence on how the dynamics 

of the host's immune response can impact the clinical outcome of SARS-CoV-2 infection. 

Palavras-chave: Coronavírus. COVID-19. Cytokines. Inflammation. IFN. 
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1 INTRODUÇÃO 

Em março de 2020, a Organização Mundial de Saúde (OMS) conferiu à COVID-

19 o status de pandemia, promovendo a adoção de estratégias direcionadas para contenção 

do avanço do vírus cujo número de casos aumentava progressivamente em proporções 

alarmantes (WHO, 2020). Pouco depois, na Bahia, o município de Salvador alcançou a 

classificação de “transmissão comunitária” após confirmar 183 casos da COVID-19 em 

um curto intervalo de tempo, sendo imposto o lockdown em todo o estado (G1 BA, 2020). 

De acordo com o boletim epidemiológico mais recente do Centro de Informações 

Estratégicas em Vigilância em Saúde de Salvador (CIEVS SSA), publicado em 13 de 

junho de 2023, já foram registrados 767.364.883 de casos de COVID-19 e 6.938.353 

óbitos em todo mundo, dos quais 1.802.383 casos e 31.622 óbitos foram confirmados na 

Bahia, classificando o estado na 8ª posição no Brasil em relação à incidência acumulada 

da doença. Em Salvador, foram registrados 288.000 casos confirmados e 8.713 óbitos 

pela doença (CIEVSSA, 2023). 

Embora a maioria dos acometidos pela COVID-19 sejam assintomáticos ou 

apresentem a forma leve da doença, cerca de 20% desenvolvem quadros mais graves. O 

prognóstico é extremamente inespecífico, podendo apresentar diferentes quadros clínicos 

que são influenciados tanto por fatores imunológicos como por características intrínsecas 

e comorbidades de cada indivíduo (Chen, N. et al., 2020). O prognóstico pode ainda variar 

de acordo com a população acometida, visto que a gravidade dos casos observados difere 

entre os grupos populacionais (Raoult et al., 2020), destacando a necessidade de se 

estudar a resposta imune em populações diversas na tentativa de desenvolver ferramentas 

adequadas para o diagnóstico precoce, monitoramento e manejo dos diversos quadros. 

A infecção pelo SARS-CoV-2 ocorre pela ligação entre os receptores da enzima 

conversora de angiotensina 2 (ACE2) das células da mucosa respiratória com a proteína 

S do vírus, que promove a regulação positiva deste receptor com efeito paradoxal: em 

tempo que pode estimular a resposta contra o vírus, também pode tornar o hospedeiro 

mais suscetível ao mesmo (Dhama et al., 2020). 

O quadro grave da COVID-19 é associado a formação da tempestade de citocinas 

que se manifesta por meio de uma superprodução de várias moléculas pró-inflamatórios 
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capazes de aumentar a permeabilidade vascular causando falência múltipla de órgãos e, 

eventualmente, óbito (Wang et al., 2020). Desta forma, as abordagens terapêuticas e 

profiláticas para COVID-19 envolvem modulação da resposta imunológica para suprimir 

a inflamação de modo que ocorra a manutenção adequada da mesma para eliminação do 

patógeno sem danos ao hospedeiro, o que torna essencial a compreensão dos mecanismos 

imunes associados a doença (Jose; Manuel, 2020). 

Ao longo da pandemia, o surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2 se 

tornou predominante. Apresentando virulência, transmissibilidade, resistência e afinidade 

de ligação com o ACE2 distintas. As variantes se consolidaram como fator de risco mais 

pronunciado da COVID-19 vez que, apesar de taxas menores de hospitalização e 

mortalidade, conferiram ao vírus certo grau de proteção aos protocolos de vacinação 

(Zhang et al., 2023). 

Frente ao nítido envolvimento do sistema imunológico no desfecho da COVID-

19, elucidar os elementos envolvidos na hiperestimulação imunológica associada às 

disfunções dos casos graves se torna imprescindível para o aperfeiçoamento das 

intervenções clínicas e monitoramento da evolução clínica dos casos. 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 CORONAVÍRUS 

Coronavírus são vírus da família Coronaviridae (subfamília Coronavirinae) que 

possuem RNA de fita simples de sentido positivo e são capazes de causar infecções do 

trato respiratório superior e inferior. Portam o maior genoma não segmentado entre os 

vírus de RNA, o que confere uma elevada plasticidade genômica a estes microrganismos 

e favorece alterações por meio de mutação e recombinação. Desta forma, há maior 

possibilidade de diversidade genética, maiores chances de transmissão cruzada entre 

espécies e, consequentemente, o surgimento de novas cepas (Habas et al., 2020; Li et al., 

2020). 

Ao longo de 20 anos, duas formas altamente patogênicas dos coronavírus foram 

identificadas: o coronavírus associado à síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV) 

em 2003, e à síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS-CoV) em 2012. Em 

dezembro de 2019, uma nova cepa do coronavírus foi isolada de pacientes com 
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pneumonia de etiologia desconhecida na cidade de Wuhan, na China, a qual 

posteriormente foi nomeada de novo coronavírus (SARS-CoV-2). A alta 

transmissibilidade dessa nova cepa resultou na propagação rápida do vírus da China para 

outros continentes ao redor do mundo. Frente a esse cenário, em 11 março de 2020, a 

OMS classificou o SARS-CoV-2 como “uma emergência de saúde pública de interesse 

internacional” e, logo em seguida, declarou o estado mundial de pandemia (Ward; Li; 

Tian, 2020). 

O SARS-CoV-2 é um vírus envelopado de RNA, não segmentado e de sentido 

positivo. Possui diâmetro entre 65-125 nm e é envolvido por uma bicamada fosfolipídica 

caracterizada por espículas projetadas na sua superfície externa. Estruturalmente, o 

SARS-CoV-2 é composto por proteínas acessórias e quatro proteínas estruturais 

principais (figura 1): a glicoproteína spike (S) – comum a todos os coronavírus, a 

glicoproteína de pequeno envelope (E), a glicoproteína de membrana (M) e a proteína de 

nucleocapsídeo (N). Destas, as glicoproteínas S, E e M estão incorporadas no envelope 

viral, e a proteína N protege o genoma do vírus (Li et al., 2020; Samudrala et al., 2020). 

Figura 1 - Estrutura do SARS-CoV-2 

 

Fonte: Li G et al., 2020 

Funcionalmente, cada proteína exerce um papel crucial para a interação do vírus 

com a célula hospedeira. A proteína S é crucial para a entrada das partículas infecciosas 

na célula, assumindo o papel de receptor crítico para o tropismo celular, além de iniciar 
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a resposta imune no hospedeiro. A proteína M se liga ao nucleocapsídeo e atua como o 

centro de montagem para o coronavírus, dando a forma definitiva ao envelope viral e 

promovendo as interações necessárias para a fusão entre as membranas viral e celular. A 

proteína E desempenha um papel multifuncional na patogênese, montagem e liberação do 

vírus. Por fim, a proteína N também assume um papel polivalente ao participar da 

formação de complexos do genoma viral, interagir com a proteína M e E para promover 

a montagem dos vírions, aumentar a eficiência da transcrição do material genético viral e 

ser capaz de modular a resposta antiviral, atuando como antagonista dos interferons no 

hospedeiro (Dhama et al., 2020). 

Adicionalmente, estudos filogenéticos apontaram diferenças estruturais e 

funcionais na proteína S do SARS-CoV-2 quando comparado a outros coronavírus: foram 

identificadas 6 substituições de aminoácidos na região do domínio de ligação ao receptor 

(RBD). Esta divergência demonstrou favorecer a magnitude da infectividade viral, pois 

potencializa a afinidade da ligação entre a proteína viral e receptor celular utilizado pelo 

vírus para infectar a célula hospedeira e iniciar sua replicação (Andersen et al., 2020). 

2.1.1 Ciclo de replicação do SARS-CoV-2 

O coronavírus segue uma estratégia típica de replicação viral que se inicia com a 

ligação entre o microrganismo e a célula hospedeira, e decorre na liberação da progênie 

recém gerada (figura 2). 

Na mucosa respiratória, o vírus atinge principalmente células epiteliais das vias 

aéreas e alveolares, células endoteliais vasculares e macrófagos pulmonares, os quais 

expressam o ACE2. A proteína S se liga ao ACE2 por meio do RBD e desencadeia a 

endocitose do SARS-CoV-2, expondo o vírus às proteases endossomais. Em seguida, as 

proteases promovem a clivagem da proteína S gerando alterações conformacionais nas 

subunidades da proteína S viral que aumentam a afinidade de ligação com o receptor da 

célula hospedeira, e permitem a fusão entre as membranas viral e celular. 

Consequentemente, o vírus é liberado no citoplasma da célula hospedeira (Samudrala et 

al., 2020; Tay et al., 2020). 
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Figura 2 - Ciclo de replicação do SARS-CoV-2. 

 
Fonte: Alanagreh et al., 2020. 

A liberação do vírus para o citoplasma dá início a tradução do RNA viral e 

codificação das proteínas estruturais que, associadas ao RNA genômico (RNAg), irão 

participar da montagem e liberação dos vírions. O RNAg do coronavírus consiste 

principalmente em fases de leitura aberta (ORFs) que traduzem a maior porção do RNA 

em poliproteínas que serão posteriormente clivadas em proteínas não estruturais (NSPs). 

As NSPs compreendem replicases e transcriptases envolvidas no processamento do 

material genético viral, e atuam especificamente na degradação do RNA mensageiro 

(RNAm) celular, inibição da sinalização de interferon e ativação da RNA polimerase. O 

restante do RNAg é transcrito em um RNA antisense (3'-5') que, após seu processamento, 

sintetiza RNAs subgenômicos para tradução das proteínas estruturais e acessórias. Essas 

proteínas são posteriormente isoladas no retículo endoplasmático (RE) e depois movidas 

para o compartimento intermediário retículo endoplasmático-Golgi (ERGIC), onde 

concluem sua maturação e são transportadas para superfície celular onde são liberadas 

por exocitose para infectarem outras células (Alanagreh, Alzoughool, Atoum, 2020; 

Astuti, Ysrafil, 2020). 
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2.1.2 Patologia clínica da COVID-19 

A doença causada pelo SARS-CoV-2 é denominada de síndrome respiratória 

aguda grave (ou COVID-19), transmitida por meio da inalação de partículas virais. O 

período de incubação do vírus varia entre 2 a 14 dias, e a doença apresentou maior 

gravidade quando associada à faixas etárias acima de 50 anos, sexo masculino e existência 

de condições médicas subjacentes (Zhang et al., 2020). 

Apesar de frequentemente assintomática, a COVID-19 pode manifestar quadros 

sintomáticos que variam de leve/moderado a grave/crítico. O quadro leve/moderado cursa 

com febre, mialgia, fadiga, anosmia e ageusia, além dos sintomas respiratórios 

característicos como tosse seca e dispneia; enquanto o quadro grave/crítico configura 

progressão do curso da doença para pneumonia e síndrome respiratória aguda grave, 

podendo evoluir para falência múltipla de órgãos e óbito (Chen, G. et al., 2020; Li et al., 

2020). Com base nas características clínicas e laboratoriais associadas a COVID-19, 

(Yuki et al., 2020) forneceram uma tabela que classifica os pacientes acometidos pelo 

vírus (tabela 1). 

Tabela 1 - Classificação clínica da COVID-19 

Assintomático 
Teste molecular positivo para COVID-19, sem sintomas e sinais 

clínicos. 

Sintomático 

Leve 

Sintomas de infecção aguda do trato respiratório superior 

(febre, fadiga, mialgia, tosse, dor de garganta, coriza e 

espirros) e sintomas digestivos (náusea, vômito, dor 

abdominal e diarreia). 

Moderado 
Pneumonia sem hipoxemia evidente. Lesões torácicas 

evidentes em tomografia computadorizada. 

Grave Pneumonia com hipoxemia (SpO2 < 92%). 

Crítico 

Síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA), 

lesões miocárdicas, insuficiência cardíaca, disfunção de 

coagulação e lesão renal aguda. 

Fonte: Adaptado de Yuki et al., 2020. 

A fisiopatologia da COVID-19 inclui modulação e liberação de citocinas pró-

inflamatórias que contribuem para uma resposta agressiva, o que pode resultar em lesão 

pulmonar e agravamento das manifestações clínicas da doença. Desta forma, a gravidade 

da doença reflete não somente a infecção viral em si, como também a resposta do 

hospedeiro (Casillo et al., 2020; Tay et al., 2020). 
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O SARS-CoV-2 invade o parênquima pulmonar e promove uma inflamação 

intersticial grave dos pulmões associada a pneumonia, síndrome do desconforto 

respiratório aguda (SDRA) e lesões pulmonares, as quais são evidenciadas em imagens 

de tomografia computadorizada (TC) por meio do achado de opacidade em vidro fosco 

(figura 3) (Kanne et al., 2021). 

Figura 3 - TC evidenciando lesões pulmonares causadas pelo SARS-CoV-2. 

 

Fonte: Kenne et al., 2021 

Também são observadas alterações laboratoriais na infecção pelo SARS-CoV-2. 

Os pacientes geralmente apresentam linfopenia com ou sem anormalidades leucocitárias, 

a qual mostrou correlação positiva com a gravidade da doença visto que pacientes com 

maiores danos pulmonar tendem a apresentar linfopenia de forma mais acentuada com 

níveis significativamente elevados de neutrófilos (Liu et al., 2020). Outras alterações 

laboratoriais predominantes incluem hipoalbuminemia, elevação dos marcadores 

inflamatórios, como proteína C reativa (PCR) e lactato desidrogenase (LDH), e aumento 

dos níveis séricos de D-dímero (Rodriguez-Morales et al., 2020; Xu et al., 2020). 

Embora a fisiopatologia exata da COVID-19 ainda não tenha sido totalmente 

elucidada, é reconhecido que a desregulação da imunidade inata associada à 

hiperinflamação são as causas das manifestações clínicas da doença. 

A coordenação da resposta imunológica é essencial para resolução das infecções 

virais, de modo que alterações na dinâmica desses processos podem gerar respostas 

desajustadas e prejudicais ao hospedeiro (Lin et al., 2020).  Do mesmo modo, a amplitude 
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da patogênese do SARS-CoV-2 também está associada a uma resposta imune 

desfavorável capaz de promover lesão pulmonar, prejuízo funcional e redução da 

capacidade pulmonar. Insuficiências e direcionamento incorreto das respostas 

imunológicas nos pacientes com COVID-19 mostraram contribuir com a ação viral, e 

fortaleceram a hipótese dessas respostas cooperarem para danos ainda mais extensos ao 

organismo do hospedeiro (Li et al., 2020). 

2.1.3 Resposta imune ao SARS-CoV-2  

A patogenicidade imunológica da COVID-19 é uma rede complexa associada à 

virulência do vírus e à má coordenação das respostas imunes. A replicação do SARS-

CoV-2 promove a liberação de mediadores inflamatórios pelas células epiteliais, que 

induz os macrófagos a aumentar a produção de citocinas, sendo marcada por uma resposta 

tardia do IFN tipo I. Usualmente, respostas antivirais mediadas por IFN tipo I e a ativação 

de linfócitos T citotóxicos são suficientes para eliminação viral em indivíduos com 

sintomas leves. Entretanto, comprometimentos nas populações celulares pode levar à 

desregulação da imunidade inata e adaptativa. A resposta antiviral insuficiente, presença 

de autoanticorpos contra IFNs tipo I e um ambiente inflamatório persistente induzido 

pelas células residentes podem contribuir para forma grave (Zhang et al., 2023). 

Em geral, a resposta imune aos vírus se inicia pelos receptores de reconhecimento 

padrão (PRRs), os quais ativam fatores de transcrição que induzem secreção IFN tipo I e 

III com regulação positiva de genes estimulados por IFN (ISGs) que ativam as células 

dendríticas e natural killers (NK), bem como a resposta imune adaptativa. Contudo, as 

respostas às infecções não são lineares, e apresentam diferenças frente aos 

microrganismos, o que exige uma reprogramação da resposta do hospedeiro para gerar 

defesas eficazes (Blanco-Melo et al., 2020; Li et al., 2021). 

A infecção por SARS-CoV-2 apresenta uma resposta inflamatória distinta. 

Frequentemente, uma resposta imune inadequada e fraca favorece a replicação do vírus e 

suas complicações. A COVID-19 promove a mobilização e consumo de uma variedade 

de biomoléculas e componentes celulares, de modo que o esgotamento das defesas 

antivirais frente a uma produção elevada de citocinas inflamatórias pode ser o ponto chave 

para o desfecho mais crítico da doença (Costela-Ruiz et al., 2020). 
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Lin et al. (2020) hipotetizaram a história natural da COVID-19 ser composta por 

3 fases: (1) fase de viremia, (2) fase aguda e (3) uma fase de caráter variável. A fase de 

viremia ocorre até o 7º dia de infecção e compreende a invasão e acúmulo do vírus no 

organismo. A fase aguda é caracterizada pelo estabelecimento dos sintomas respiratórios, 

sendo também denominada como "fase da pneumonia", cuja dinâmica imune efetora 

determina o desfecho clínico do paciente na fase seguinte. Por fim, a terceira fase 

compreende ou a resolução da infecção, quando a resposta imune é efetiva para depuração 

do vírus, ou agravamento da doença, quando a resposta imune falha em regular a atividade 

viral na fase de pneumonia. 

A entrada do vírus no organismo desencadeia o recrutamento das células NK e 

células apresentadoras de antígenos (APC) que apresentam o antígeno do coronavírus às 

células T CD4+ via MHC I estimulando a ativação das células Th1 e promovendo a 

liberação de IL-12 e IFN. O estímulo antigênico promove ainda a ativação da resposta 

humoral através do estímulo das células B, ativação das células T CD8+ e das células T 

auxiliares que liberam citocinas e quimiocinas cruciais para uma resposta antiviral bem-

sucedida (Astuti; Ysrafil, 2020; Li et al., 2020). 

As células T estão envolvidas no equilíbrio entre o combate contra patógenos e os 

riscos de desenvolver inflamação avassaladora. As células T CD4 + promovem a 

produção de anticorpos específicos para vírus, por meio da ativação das células B. Em 

tempo que as células T CD8 +, presentes nos infiltrados inflamatórios encontrados nos 

pacientes com COVID-19, exercem seu potencial citotóxicas sob as células infectadas na 

tentativa de erradicar a infecção (Li et al., 2020). 

O potencial antagonista do SARS-CoV-2 aos IFN não favorece uma resposta 

robusta do hospedeiro. Embora o organismo ainda seja capaz de induzir níveis necessárias 

desta citocina, a ação antagonista do vírus promove retardo deste mecanismo, resultando 

no desbalanço da resposta imune, disfunção da atividade das células T marcada pela 

depleção das células T CD4+, replicação viral sustentada e a promoção de um ambiente 

pró-inflamatório marcado pelo fenômeno da “tempestade de citocinas” (Anka et al., 

2021). 

A “tempestade de citocinas” compreende uma cascata de produção repentina de 

citocinas autoamplificadas devido a uma resposta imune desregulada do hospedeiro, desta 
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forma mecanismos resolutivos são sobrepostos pela sobrecarga do sistema imune. 

Embora a verdadeira natureza da tempestade de citocinas ainda não seja completamente 

compreendida, o estabelecimento de uma tempestade de citocinas é um evento comum 

em pacientes críticos da COVID-19, sendo acompanhado de contagens reduzidas de 

linfócitos e células NK circulantes com elevação de marcadores inflamatórios (IL-2, IL-

7, IL-10, CCL2, CCL3 e TNF-α) e de lesão tecidual (Wang et al., 2020; Zarrilli et al., 

2021). 

Os níveis de IL-6, IL-10 e o fator de necrose tumoral (TNF) aumentam ao longo 

da infecção e tendem a reduzir durante a recuperação da doença. Contudo, os pacientes 

mais graves apresentam superprodução dessas moléculas por macrófagos inflamatórios 

associada a redução da expressão de IFN e linfopenia de células T CD4+ e T CD8+ (figura 

4), enquanto as populações de células B se mantém consistentes. As evidências apontam 

que esta dinâmica alimenta a tempestade de citocinas observada nos casos graves e 

promove, além da redução de células T, exaustão funcional dos componentes celulares 

sobrevivente (Pedersen; Ho, 2020). 

Figura 4 - Mecanismos imunológicos que promovem a tempestade de citocinas associada a COVID-19 

grave. 

 

Fonte: Pedersen; Ho (2020). 
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O evento inicial da tempestade de citocinas parece ser a própria interação entre a 

proteína S do vírus com seu receptor ACE2. Essa interação resulta na internalização do 

receptor, promovendo regulação negativa do mesmo. A redução na expressão de ACE2 

aumenta a permeabilidade vascular, promove edema pulmonar, acúmulo de neutrófilos 

com consequente redução da função pulmonar e leva à ativação dos monócitos e 

macrófagos alveolares com consequente produção das citocinas pró-inflamatórias 

supracitadas (Mahmudpour et al., 2020; Qin et al., 2020; Zarrilli et al., 2021). 

Adicionalmente, uma predominante atividade da via de sinalização da IL-17 proporciona 

um enriquecimento do ambiente inflamatório na infecção por SARS-CoV-2; 

característica não observada nas infecções por SARS-CoV-1 e MERS-CoV. A IL-17 foi 

associada a fatores de progressão da COVID-19, como agregação de leucócitos, 

regulação positiva de granulócitos/neutrófilos e geração de febre (Hasan et al., 2021). 

Além disso, a atividade da IL-17 também foi associada ao aumento da expressão de 

retrovírus endógenos humanos (HERVs) nos pacientes infectados, os quais favorecem 

ainda mais a ativação dos monócitos e aumento do consumo de fatores de coagulação 

(Temerozo et al., 2021). 

Até o momento, não está completamente elucidada a forma como o coronavírus 

interrompe a homeostase imune e promove resposta pró-inflamatória hiperativa. A 

hipótese mais consolidada propõe que o vírus é capaz de mascarar sua presença para o 

sistema imunológico, de modo a ocasionar a replicação viral desenfreada que, 

eventualmente, provoca a resposta inflamatória persistente e de ampla magnitude que 

promove os dados sistêmicos da doença (Zhou et al., 2020). 

2.1.3.1 Retrovírus endógenos humanos (HERVs) 

HERVs são sequências retrovirais que foram integradas ao material genético 

durante a evolução por meio de repetidas infecções das células germinativas ancestrais, e 

compõem cerca de 8% do genoma humano (Küry et al., 2018). 

O processo de integração dos HERVs acumulou mutações que incapacitaram sua 

funcionalidade proliferativa, contudo o potencial transcricional e codificante dos mesmos 

pode ser ativado quando regulados positivamente. A ativação destas sequências tem sido 

frequentemente associada a várias doenças, como câncer, esclerose múltipla, diabetes tipo 
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1 e artrite reumatoide; as quais também são comorbidades apontadas como fator de risco 

para os quadros graves da COVID-19 (Balestrieri et al., 2021). 

Pode-se agrupar os HERVs em 4 classes: HERV-K, HERV-R, HERV-W e 

HERV-H. Sendo o HERV-K o mais abundante em humanos (Kim, 2012) e o HERV-W 

mais associado a doenças crônicas inflamatórias (Li; Karlsson, 2016). 

Os HERVs apresentam expressão variável em diferentes tecidos e possuem uma 

organização genômica clássica dos retrovírus: duas regiões de repetição terminal longa 

(LTR), e os genes gag, pol e env (figura 5). Ocasionalmente, o hospedeiro se beneficia da 

presença desses genomas estranhos em algumas funções fisiológicas, como a 

variabilidade genética, supressão da resposta imune materna durante a gestação e um 

certo grau de proteção contra infecções por retrovírus exógenos (Dolei, 2006). Entretanto, 

os HERVs também carregam um potencial patogênico pró-inflamatório que pode afetar 

a resposta imune do hospedeiro por meio de sinais regulatórios quando associado a 

neuroinflamação, neurodegeneração e desequilíbrios do sistema imunológico (Antony et 

al., 2004). 

Figura 5 - Representação do genoma do retrovírus endógeno humano. 

 

A expressão dos genes HERVs pode influenciar a modulação de outros genes 

próximos e gerar impactos no sistema imune. Os genes gag, pol, pro e env demonstraram 

associação com desregulação imunológica, síntese de proteínas que interferem no ciclo 

dos linfócitos, remodelação vascular progressiva no trato respiratório e promoção do 

processo de fusão célula-célula, respectivamente (Temerozo et al., 2021). 
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Por conto do seu envolvimento com o sistema imunológico, os HERVs compõem 

um ciclo de autoalimentação em processos infecciosos: os transcritos dos HERVs são 

reconhecidos como padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) pelas vias 

imunes inatas, o que induz à ativação da via do IFN com produção de citocinas 

inflamatórias, e migração e ativação de células T e B no local da inflamação (figura 6). 

Por sua vez, os mediadores inflamatórios favorecem ainda mais os transcritos de 

retrovírus, ampliando a magnitude da resposta celular e favorecendo rupturas na 

tolerância imunológica (Grandi et al., 2023). 

Devido a este comportamento, acredita-se que os transcritos de HERV possam 

sinalizar estados de doença e infecções virais, assim como serem utilizados como 

biomarcadores para diagnóstico precoce e avaliação de prognóstico de diversos quadros 

clínicos (Hu et al., 2017). 

A interação promovida pelos transcritos de HERVs é especialmente relevante para 

COVID-19. A presença do SARS-CoV-2 influencia a expressão dos retrovírus a ponto de 

ser possível diferenciar indivíduos já expostos ao vírus (com infecção ativa ou curados) 

daqueles que nunca expostos. A modulação promovida pela expressão dos retrovírus é 

capaz de sustentar e amplificar o ambiente inflamatório característico dos quadros mais 

graves e óbitos, bem como sequelas nos pacientes convalescentes. A presença do vírus 

estimular esse comportamento evidencia que os HERVs podem implicar na gravidade da 

doença (Giménez-Orenga et al., 2022; Grandi et al., 2023). 

Figura 6 - Mecanismo de interação entre HERVs e processo inflamatório. 
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Embora a causalidade direta entre HERVs e condições patológicas ainda não 

esteja completamente elucidada, o envolvimento destas sequências na via de resposta do 

IFN foi demonstrado experimentalmente (Garcia-Montojo; Nath, 2021), e  expressões 

anormais de HERVs já foram observadas em pacientes com câncer, doenças 

neurodegenerativas e infecções por vírus exógenos, fortalecendo os indícios de que a 

desregulação dos transcritos do HERV pode ter um efeito significativo na saúde humana 

(Song et al., 2021). 

A regulação positiva dos genes de HERV-K e -W também foram observadas em 

lavados broncoalveolares de pacientes com COVID-19, sendo a regulação do HERV-W 

expressa em níveis mais significativos (Kitsou et al., 2021). 

O estudo de (Temerozo et al., 2021) trouxe a primeira evidência publicada da 

presença de transcritos de HERV-K em pacientes com a forma grave da COVID-19 

associada a eventos regulatórios e pró-inflamatórios que parecem contribuir com o 

desfecho da doença. Foi demonstrado que pacientes graves, no geral, apresentam uma 

maior expressão de HERV-K do que pacientes leves, e esta expressão se torna ainda mais 

significativa nos pacientes graves que evoluíram para óbito. Esse aumento da expressão 

de HERV-K foi associado a outros fatores envolvidos na resposta imune; fortalecendo a 

relação dos transcritos com o desfecho da doença. 

Níveis mais elevados de expressão do HERV-K foram associados positivamente 

a IL-17; e negativamente ao fator de crescimento nervoso (NGF), maior consumo de 

fatores de coagulação e ativação das células NK. Neste contexto, a expressão de HERV-

K na COVID-19 contribuiria para o desenvolvimento de uma resposta antiviral inata 

inadequada, favorecendo a manutenção do ambiente inflamatório crônico característico 

do quadro mais grave da doença (Temerozo et al., 2021). 

Análises imunofenotípicas dos pacientes mais agravados revelaram associação 

entre expressões mais significativa de HERV-W e uma resposta imune desregulada 

caracterizada por linfócitos T CD4 hiperativados ou exaustos, acompanhado de extenso 

envolvimento pulmonar. O aumento de transcritos de HERV-W foi inicialmente 

observado em culturas de células de pacientes infectados por COVID-19, e 

correlacionado com a liberação de mediadores pró-inflamatórios envolvidos na 
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tempestade de citocinas e associados a prognósticos mais desfavoráveis (Balestrieri et al., 

2021). 

Os níveis de HERV-W também se correlacionaram com fatores de diferenciação 

das células T e gravidade da pneumonia devido ao aumento da proteína sincitina-1 nos 

pacientes com COVID-19, a qual é codificada pelo HERV-W e, quando reativada, 

participa da regulação de respostas inflamatórias e autoimunes (Balestrieri et al., 2021). 

A expressão de moléculas pró-inflamatórias envolvidas na tempestade de citocinas e mau 

prognóstico, como IL-6, IL-17 e TNF-a também foram correlacionadas aos transcritos 

(Garcia-Montojo; Nath, 2021). 

Os transcritos de HERV-W env podem manter um nível significativo de expressão 

em períodos pós infecção pelo SARS-CoV-2, acompanhado de níveis sustentados, ou até 

maiores, de imunoglobulinas. Este comportamento se associa a uma capacidade 

prejudicada dos pacientes em realizar atividades diárias básicas devido a persistência de 

sintomas vivenciados durante a infecção (Giménez-Orenga et al., 2022). 

O aumento da expressão dos retrovírus também foi associado às vias de ativação 

do IFN. Genes HERV-K e -W, bem como IFN-1 e -2, foram encontrados regulados 

positivamente no sangue periférico de pacientes pediátricos com sintomas leves da 

COVID-19, porém estavam regulados negativamente nos casos graves (Tovo et al., 

2021). Esses achados contrapõem as evidências de que a regulação positiva dos retrovírus 

contribui apenas para um desfecho desfavorável da doença, conferindo dualidade ao papel 

dos retrovírus na fisiopatologia da COVID-19. 

2.1.3.2 INTERFERON 

Os interferons (IFNs) são as principais moléculas antivirais de fase aguda capazes 

de limitar a disseminação do vírus e modular a resposta imune, além de exercer efeito 

sobre outras células da imunidade inata e adaptativa envolvidas na resposta antiviral. Nos 

humanos, essas citocinas são divididas em 3 famílias: IFN-I, IFN-II e IFN-III.  Os IFN-I 

e III consistem na primeira linha de resposta e podem ser gerados pela maioria das células, 

enquanto o IFN-II são produzidos de forma secundária por células imunológicas 

especializadas (Lazear; Schoggins; Diamond, 2019). A produção dos IFNs promove um 

estado antiviral intrínseco por meio do reconhecimento pelos receptores de IFN 

específicos (INFAR-1 e -2) e da ativação dos ISGs (Schneider; Chevillotte; Rice, 2014). 
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Usualmente, a introdução do material viral promove o aumento dos níveis de IFN 

e suas consequências. O RNA viral é reconhecido pelos receptores Toll-like (TLR) e 

Retinoic Inducible Gene-I (RIG-I) no endossomo e no citoplasma, respectivamente, 

estimulando a produção de IFN pelas células do hospedeiro. O IFN então liga-se aos 

INFAR, ativa a via de sinalização JAK-STAT e induz amplamente os ISGs, promovendo 

a expressão de proteínas antivirais (figura 7). Esse processo representa a principal linha 

de defesa antiviral que é capaz de interferir em cada etapa da replicação do vírus 

(Schneider; Chevillotte; Rice, 2014). 

Figura 7 - Esquema simplificado da ativação da via JAK-STAT. 

 

Fonte: Adaptado de Schneider; Chevillotte; Rice, 2014. 

O papel central do IFN no controle das infecções virais classificou essa citocina 

como um possível componente crítico do controle do SARS-CoV-2. Embora os 

coronavírus sejam sensíveis a ação dos IFN, algumas proteínas do vírus podem fornecer 

uma forma de escape imunológico ao subverter a resposta imune e promover ação 

antagonista ao IFN (Chiale; Greene; Zuniga, 2022).  

O SARS-CoV-2 interfere na via do IFN, reduzindo ou retardando a expressão do 

mesmo e configurando a desregulação da resposta imune inata. Na ausência de uma 

expressão efetiva do IFN, o vírus consegue replicar em títulos elevados, e favorece a 

resposta inflamatória exagerada que é associada a imunopatologia da doença (Kim; Shin, 

2021). 
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A participação dos IFN na infecção pelo SARS-CoV-2 é sustentada por evidências 

da regulação dos genes envolvidos na ativação do IFN e citocinas pró-inflamatórias em 

pacientes com COVID-19. Os dados relatados mostram que infectados com COVID-19, 

leves e graves, apresentam níveis séricos de IFN e citocinas inflamatórias mais elevados 

do que indivíduos saudáveis, porém diferem quanto a expressão de IFN, sendo esta 

significativamente reduzida nos pacientes que manifestaram a forma grave (Galanti et al., 

2021; Huang et al., 2020; Li et al., 2021). As respostas do IFN nos pacientes com COVID-

19 grave também estavam acompanhadas de cargas virais mais elevadas (Zhou et al., 

2020; Zhu et al., 2020) fortalecendo as evidências da contribuição desta via para 

imunopatologia da doença. 

Alguns mecanismos foram propostos para explicar a participação do IFN no 

quadro da COVID-19 (figura 8). Como a replicação do vírus ocorre em vesículas de 

membrana dupla, o reconhecimento do mesmo é dificultado e, consequentemente, 

favorece o aumento da replicação viral, vez que a ação autócrina do IFN é prejudicada. 

Junto a isto, a proteína N do SARS-CoV-2 tem potencial de inibidor químico dos 

receptores de IFN, interferindo nos mecanismos moleculares envolvidos na ativação 

adequada da via, seja por inibição da sinalização JAK-STAT ou supressão da ativação 

dos ISGs (Kim; Shin, 2021). 

Ao inibir a resposta da via do IFN, a replicação viral é sustentada. Em resposta a 

alta carga do vírus no organismo, outras células imunes inatas são estimuladas a 

produzirem IFNs via TLRs, de forma tardia e demasiada. Essa produção não é 

neutralizada pelo SARS-CoV-2 devido à ausência de proteína viral no citoplasma destas 

células, e assim promove o acúmulo e a ativação de monócitos e macrófagos, e a produção 

persistente de citocinas pró-inflamatórias que acabam por causar ruptura na tolerância 

imunológica (Hadjadj et al., 2020; Kim; Shin, 2021). 
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Figura 8 - Hipótese da contribuição do atraso na resposta do IFN no processo hiperinflamatório na 

COVID-19 grave. 

 

Fonte: Adaptado de Kim; Shin, 2021. 

As atividades antivirais dos IFNs e sua associação ao prognóstico dos pacientes 

impulsionou investigações clínicas sobre nebulização de IFNs recombinantes para 

tratamento da COVID-19 (Monk et al., 2021). No entanto, o efeito paradoxal do IFN na 

hiperinflamação torna a compreensão desta via uma ferramenta valiosa e necessária. 

2.1.3.3 INTERLEUCINA 17 (IL-17) 

A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina pró-inflamatória que participa da 

remodelação tecidual, estresse fisiológico e resposta a infecções. É produzida 

principalmente por linfócitos Th17, e também por células T CD8+ e células NK. Suas 

principais funções incluem recrutamento de neutrófilos e monócitos, a produção de IL-6 

e, em conjunto com a IL-22 e TNF, produção de peptídeos antimicrobianos (Costela-Ruiz 

et al., 2020). O papel predominante a IL-17 parece depender do local no qual sua ação é 
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desencadeada (intestino, pulmão ou pele), que pode influenciar o efeito protetor ou 

hiperinflamatório prejudicial (Pacha; Sallman; Evans, 2020). 

Níveis elevados de IL-17 foram relatados em pacientes infectados com SARS-

CoV-2 como parte da tempestade de citocinas responsável pela lesão pulmonar 

característica da forma grave da COVID-19, sugerindo uma associação entre os níveis 

desta citocina e a gravidade da doença (Wu; Yang, 2020). No entanto, as evidências da 

associação entre IL-17 e gravidade da COVID-19 são muito controversas. 

Os estudos que relatam diferenças significativas nos níveis de IL-17 entre 

pacientes leves e graves divergem entre si. Se por um lado as evidências apontam para 

níveis mais baixos de IL-17 nos gases graves (Grifoni et al., 2020; Ouyang et al., 2020; 

Tufa et al., 2022), outros estudos trazem relatos sobre níveis mais elevados desta citocina 

nos pacientes mais críticos (Fadlallah et al., 2021; Shibabaw, 2020). Confrontando todos 

os relatos, também há investigações que apontam para aumentos dos níveis de IL-17 em 

todos os quadros da COVID-19, sem distinção entre eles e sem nenhuma correlação com 

gravidade ou curso clínico (Abers et al., 2021; Wan et al., 2020). 

Portanto, as evidências apontam que associação entre níveis séricos IL-17 e 

gravidade da COVID-19 não é consistente, estando essa citocina elevada nos infectados 

na fase aguda a infecção independentemente da gravidade (Abers et al., 2021). 

2.1.3.4 INTERLEUCINA 2 (IL-2) 

A interleucina 2 (IL-2) está envolvida na imunidade adaptativa e promove 

maturação e proliferação de células T, B e NK. Assim, a IL-2 é essencial para controle 

das respostas imunes e manutenção da autotolerância, e sua ausência está associada a um 

mau controle das células efetoras (Rosenberg, 2014). 

As evidências de níveis elevados de IL-2 em pacientes com COVID-19 grave são 

bem consistentes e foram reproduzidas em diversos estudos, exibindo um certo padrão de 

proporcionalidade com a gravidade da doença (Chen, G. et al., 2020; Huang et al., 2020; 

Liu et al., 2020; Qin et al., 2020; Wan et al., 2020). A elevação da IL-2 e sua associação 

com a gravidade da infecção também foi relatada com outros coronavírus (Li et al., 2008). 
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2.1.3.5 Proteína quimioatraente de monócitos-1 (MCP-1/CCL2) e proteína 

inflamatória de macrófagos 1α (MIP-1α/CCL3) 

A CCL2 é uma quimiocina que regula o recrutamento de células imunes para os 

sítios específicos. É produzida em resposta e estresse oxidativo, citocinas ou fatores de 

crescimento, sendo expressa por vários tipos de célula, principalmente, monócitos e 

macrófagos (Deshmane et al., 2009). A CCL3 também participa do recrutamento dos 

polimorfonucleares, com ênfase em contextos envolvendo a resposta inflamatória 

(Ghafouri-Fard et al., 2021). Ambas foram encontradas em níveis elevados em pacientes 

com prognóstico desfavoráveis da COVID-19, juntamente com a CCL2 (Chi et al., 2020; 

Chua et al., 2020; Zhou et al., 2020). 

Em estudos comparativos analisando o PBMC de pacientes com COVID-19, os 

casos graves e críticos apresentaram níveis mais elevados em relação a forma leve da 

doença, sugerindo uma associação da CCL2 com a gravidade da doença (Abers et al., 

2021; Chen, G. et al., 2020; Kwon et al., 2020). Ao estratificar pacientes com COVID-19 

de acordo com o grau dos sintomas, foi revelado que as expressões de CCL2 e CCL3 

eram significativamente maiores em pacientes com desfechos e evolução clínica mais 

desfavoráveis (Sierra et al., 2020). 

A participação das quimiocinas na resposta a COVID-19 foi evidenciada pelo 

aumento de transcrição dos receptores CCL2 e CCL3 no PBMC de pacientes infectados, 

configurando a ativação dessa via frente a presença do SARS-CoV-2 (Yang et al., 2020). 

A expressão dos genes das quimiocinas/receptores foi correlacionada com a gravidade da 

doença após a identificação de uma indução ainda mais significativa dos genes CCL2 e 

CCL3 dos pacientes críticos (Chua et al., 2020). 

3 OBJETIVOS 

3.1 GERAL 

Avaliar a expressão dos genes IFN e seus receptores (IFNAR1 e IFNAR2), IL-17, 

HERV-K e HERV-W em amostras de células de mucosa nasal, e os níveis plasmáticos 

de IL2, IL-17 e quimiocinas (CCL2 e CCL3) dos indivíduos diagnosticados com as 

formas leve e grave da COVID-19. 
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3.2 ESPECÍFICOS 

• Caracterização do perfil socioepidemiológico e clínico da população de estudo; 

• Identificar possíveis fatores associados à gravidade da doença; 

• Identificar genes expressos diferencialmente comparados com a forma leve da 

COVID-19. 

• Identificar diferentes níveis plasmáticos de citocinas e quimiocinas entre as 

formas leve e grave da COVID-19. 

• Verificar provável associação entre a expressão dos genes de interesse e a 

gravidade da doença. 

4 METODOLOGIA 

4.1 DESENHO DO ESTUDO 

Foi realizado um estudo do tipo caso-controle coordenado pela Universidade 

Estadual de Feira de Santana (UEFS) em parceria com a Universidade Federal da Bahia 

(LABIMUNO-UFBA). A coleta de dados foi feita no Hospital EMEC, situado na cidade 

de Feira de Santana-BA, e no Hospital Couto Maia, situado em Salvador - BA. O grupo 

caso é composto por indivíduos que apresentaram a forma grave da COVID-19 e o grupo 

controle compreende aqueles que apresentaram a forma leve da doença. 

4.2 TAMANHO DA AMOSTRA 

O tamanho da amostra foi calculado com base nos valores de fold change do gene 

INFA2 identificados no estudo de (Li et al., 2021). Assim, considerando a diferença 

mínima a ser detectada de 3,3 unidades e estimativa de desvio padrão de 3,5 unidades, 

para um nível de significância de 95% e poder de 80% seriam necessários, pelo menos, 

19 indivíduos em cada grupo. 

4.3 PARTICIPANTES DO ESTUDO 

O projeto foi submetido para apreciação do Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Estadual de Feira de Santana. Todos os participantes e responsáveis 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APÊNDICE I). 
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Adicionalmente, foi aplicado um questionário estruturado (APÊNDICE II) para a 

coleta de dados relativos a condições socioeconômicas e demográficas, condições de 

saúde e hábitos de vida. 

Participaram do estudo os voluntários que se enquadraram nos critérios de 

elegibilidade descritos a seguir: 

4.3.1 Critérios de inclusão 

a) Idade igual ou superior a 18 anos; 

b) Diagnóstico laboratorial de infecção ativa por SARS-CoV-2 durante avaliação 

ambulatorial ou hospitalização. 

4.3.2 Critérios de exclusão 

a) Assintomáticos; 

b) Gestação; 

c) Portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV); 

d) Indivíduos em uso de imunossupressores; 

e) Doença autoimune em atividade; 

f) Neoplasia maligna em tratamento. 

4.4 DIAGNÓSTICO DA COVID-19 

A detecção da presença do SARS-CoV-2, agente etiológico da COVID-19, foi 

realizada com a coleta de secreção da nasofaringe seguida da detecção do RNA viral por 

biologia molecular. As amostras foram coletadas entre o 3º e o 10º dia de sintomas, por 

profissional de saúde devidamente treinado e em uso de equipamento de proteção 

individual apropriado: avental, óculos de proteção, touca, luvas descartáveis e máscara 

N95 (BRASIL, 2020). Um swab de Rayon estéril (ABSORVEⓇ) era inserido na narina 

até a parede posterior da nasofaringe e, em seguida, eram realizados leves movimentos 

rotativos, objetivando a coleta da secreção nasal no local. O mesmo procedimento era 

repetido na outra narina utilizando o mesmo swab. Posteriormente, a amostra era 

armazenada em tubo Falcon contendo 3mL de salina sob refrigeração de 4 a 8°C até o 

momento da análise. 
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Foram diagnosticados com a forma grave da doença aqueles indivíduos que 

apresentaram infecção por SARS-CoV-2 cursando com saturação de oxigênio inferior a 

94%, frequência respiratória persistentemente acima de 24 incursões por minuto ou 

indicação de internação hospitalar. A forma leve da doença foi considerada quando a 

infecção por SARS-CoV-2 não apresentou os fatores de risco supracitados. A 

classificação dos pacientes seguiu as características clínicas apresentadas na tabela 

fornecida por (Yuki et al, 2020). 

4.5 COLETA DE SECREÇÃO DE NASOFARINGE 

Uma nova coleta da secreção de nasofaringe dos participantes foi realizada entre 

o 10º e o 15º dia do início dos sintomas por profissional de saúde devidamente treinado e 

em uso de equipamento de proteção individual apropriado, com o objetivo de analisar a 

expressão gênica. Os swabs de Rayon (ABSORVEⓇ) contendo as secreções dos 

participantes foram acondicionados em microtubo estéril com 1mL de Trizol, e 

armazenados a -70ºC até o momento da extração dos ácidos nucleicos. 

4.6 EXTRAÇÃO DE RNA E SÍNTESE DO cDNA 

O RNA total das células da nasofaringe foi isolado seguindo o protocolo do 

reagente TRIzolTM (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Após a 

extração, as amostras de RNA foram avaliadas pelo espectrofotômetro Nanodrop Lite 

(Thermo Fischer Scientific®), sendo selecionadas aquelas com razão 260/280 de cerca de 

2,0 e concentração de, pelo menos, 100 ng/mL. 

A síntese do DNA complementar (cDNA) foi realizada por meio do kit QuantiTect 

Reverse Transcription (QIAGEN, Valencia, California, USA) de acordo com as 

orientações do fabricante. Inicialmente, foi realizada a remoção adicional de DNA 

genômico da amostra de RNA, e posteriormente a solução principal de transcrição reversa 

foi preparada e adicionada a amostra para obtenção do 20uL de cDNA. O biobanco de 

cDNA foi acondicionado a -70ºC para posterior análise por qPCR. 

4.7 REAÇÃO EM CADEIA DE POLIMERASE EM TEMPO REAL (qPCR) 

Para a análise da expressão gênica foi utilizado a técnica de reação em cadeia de 

polimerase em tempo real (qPCR) utilizando o sistema SYBR Green para análise dos 06 
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genes envolvidos em respostas antivirais humanas proposto neste estudo. Além dos genes 

de interesse, também foram incluídos 03 controles endógenos que garantem sensibilidade, 

especificidade e alta reprodutibilidade dos resultados. Os genes avaliados estão descritos 

na tabela 2. Também foi utilizado controle negativo para verificar possíveis 

contaminações.  

As reações foram realizadas em duplicata, sendo utilizado: 6uL de mix SYBR 

Green, 3uL do pool de primers (forward + reverse) e 3uL da amostra de cDNA. Após 

padronização, foi estabelecida a concentração de 10ng de cDNA para reação. As 

concentrações adequadas para os primers foram avaliadas por meio da curva de melting. 

As amplificações foram realizadas no termociclador QuantStudio™ 5 Real-Time 

(Applied Biosystems™) empregando o ciclo de 2 minutos a 50ºC, seguido por 2 minutos 

a 95ºC e 40 ciclos nas seguintes condições: 15 segundos a 95ºC e 1 minuto a 60ºC. Para 

curva de melting foi empregado o ciclo de 1 minuto a 60ºC e 15 segundos a 95ºC. 

Tabela 2 - Relação dos genes avaliados por qPCR 

Gene Descrição Sequência 

HERV-K (GAG) Retrovírus Endógeno Humano da família K 
For: GCCTTCACATATTCTGTAATT 

Rev: GCAAGGTTGCAAGATGCAGCTC 

HERV-W 
Retrovírus Endógeno Humano da família 

W 

For: GTATGTCTGATGGGGGTGGAG 

Rev: CTAGTCCTTTGTAGGGGCTAGAG 

INFA1 Interferon Alpha 1 
For: GCCTCGCCCTTTGCTTTACT 

Rev: CTGTGGGTCTCAGGGAGATCA 

IL-17 Interleukin 17 
For: CGGACTGTGATGGTCAACCTGA 

Rev: GCACTTTGCCTCCCAGATCACA 

INFAR1 
Homo sapiens interferon alpha and beta 

receptor subunit 1 

For: AACAGGAGCGATGAGTCTGTC 

Rev: TGCGAAATGGTGTAAATGAGTCA 

INFAR2 
Homo sapiens interferon alpha and beta 

receptor subunit 2 

For: GCGAGAGCTGCAAAGATGTAA 

Rev: TCCCATGATAAGATGGACCG 

PSMB2 Proteasome subunit beta type-2 
For: ATCCTCGACCGATACTACACAC 

Rev: GAACACTGAAGGTTGGCAGAT 

HPRT-1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 
For: ACCAGTCAACAGGGGACATAA 

Rev: CTTCGTGGGGTCCTTTTCACC 

RPL-19 Ribosomal protein, large, P19 
For: ATGTATCACAGCCTGTACCTG 

Rev: TTCTTGGTCTCTTCCTCCTTG 

Os genes com valores de ciclo threshold (Ct) acima de 35 foram considerados não 

expressos. A expressão gênica relativa realizada pelo método 2∆∆-Ct. Desta forma, os 
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dados são representados pela diferença na expressão gênica (fold regulation) entre os 

grupos, normalizada pela média geométrica dos genes de controle endógeno. 

4.8 ELISA 

Os níveis plasmáticos de IL-2, IL17, CCL2 e CCL3 no plasma de pacientes com 

formas grave e leve da COVID-19 foram determinados pelo kit ELISA (Invitrogen®, 

EUA) com sensibilidade de 4 pg/mL. As análises foram realizadas de acordo com as 

instruções do fabricante. A absorbância foi medida pelo espectrofotômetro Multiskan GO 

(Thermo Scientific®, Germany). 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS 

Para as variáveis geradas com os valores de expressão gênica, cada conjunto de 

dados foi testado quanto à sua normalidade com o teste Kolmogorov-Smirnov. As 

comparações entre os grupos foram feitas com o teste T de Student para amostras 

independentes, caso a distribuição se apresentasse dentro da normalidade. Nos casos em 

que este pressuposto não foi atendido, foi empregado o teste Mann-Whitney. As análises 

estatísticas foram feitas no software SPSS v.21 software (SPSS Inc, Chicago, Illinois, 

USA), sendo consideradas estatisticamente significantes as diferenças com p ≤ 0,05. 

4.10 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

O estudo foi conduzido com aprovação da Comissão Nacional de Ética em 

Pesquisa, ratificada pelos Comitês de Ética em Pesquisa das instituições envolvidas. 

Todos os participantes receberam um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) contendo explicação sobre a realização do estudo, objetivos, riscos e benefícios 

aos quais estariam expostos, de acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras do 

Conselho Nacional de Saúde (Resolução nº 466/12 e Norma Operacional 001/13). O 

TCLE foi impresso em duas vias: a primeira está em posse do participante da pesquisa e 

a segunda foi arquivada pelo pesquisador responsável, permanecendo assim por cinco 

anos após o término da pesquisa. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Caracterização da população de estudo 

Foram avaliados 71 indivíduos diagnosticados com COVID-19, agrupados de 

acordo com os critérios estabelecidos por Yuki et al. (2020) em casos leves (n=46) e casos 

graves (n=25). Foi observado que os grupos apresentaram diferenças estatisticamente 

significantes em relação ao sexo (p=0,046), presença de diabetes (p=0,001), idade igual 

ou superior a 65 anos (p=0,03), hábito de fumar (p=0,002), etnia (p=0,017) e escolaridade 

(p=0,001). As medidas epidemiológicas de comparação entre os grupos relacionadas a 

essas covariáveis estão dispostas na tabela 3. 

Tabela 3 - Distribuição das características socio-demográficas, estilo de vida e condição de saúde 

agrapadas de acordo com a gravidade da COVID-19. 

 
Leve 

(n = 46) 

Grave 

(n = 25) 
  

Dados sociodemográficos 

Sexo N N OR (IC) P 

Masculino 18 16 
2,765 (0,009 – 7,583) 0,045 

Feminino 28 9 

Etnia N N OR (IC) P 

Amarelo/Branco 18 3 
4,71 (0,230 – 18,072) 0,017 

Pardo/Preto 28 22 

Idade N N OR (IC) P 

18 – 64 43 16 7,167 (1,688 – 

30,422) 
0,03 

≥ 65 3 8 

Escolaridade N N OR (IC) P 

Ensino superior completo 29 3 
9,098 (2,310 – 

35,832) 
<0,001 Ensino superior 

incompleto 
17 16 

Fumo N N OR (IC) P 

Sim 44 16 9,925 (1,808 – 

51,252) 
0,002 

Não 2 7 

Etilismo N N OR (IC) P 

Sim 23 11 
0,786 (0,295 – 2,091) 0,635 

Não 23 14 

Manifestações clínicas 

Tosse seca N N OR (IC) P 

Sim 23 6 
3,167 (1,070 – 9,368) 0,034 

Não 23 19 

(Continua) 
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Tosse produtiva N N OR (IC) P 

Sim  4 2 
0,913 (0,155 – 5,370) 0,921 

Não 42 23 

Dispneia N N OR (IC) P 

Sim 8 17 10,094 (3,245 – 

31,392) 
0,000 

Não 38 8 

Febre N N OR (IC) P 

Sim 14 19 7,238 (2,380 – 

22,010) 
0,000 

Não 32 6 

Mialgia e fadiga N N OR (IC) P 

Sim 32 11 
0,344 (0,125 – 0,943) 0,042 

Não 14 14 

Anosmia e disgeusia N N OR (IC) P 

Sim 20 8 
0,553 (0,193 – 1,582) 0,273 

Não 26 17 

Coriza N N OR (IC) P 

Sim 8 1 
0,198 (0,023 – 1,683) 0,108 

Não 38 24 

Cefaleia N N OR (IC) P 

Sim 20 1 
0,054 (0,007 – 0,435) 0,000 

Não 26 24 

Dor de garganta N N OR (IC) P 

Sim 4 1 
0,438 (0,46 – 4,142) 0,810 

Não 42 24 

Diarreia N N OR (IC) P 

Sim 5 0 
0,342 (0,38 – 3,100) 0,327 

Não 41 25 

Dor abdominal N N OR (IC) P 

Sim 2 0 0,917 (0,079 – 

10,638) 
0,945 

Não 44 25 

Dor nos olhos N N OR (IC) P 

Sim 2 0 
0,638 (0,534 – 0,762) 0,297 

Não 44 25 

Dor torácica N N OR (IC) P 

Sim 2 7 8,556 (1,620 – 

45,195) 
0,004 

Não 44 18 

Desconforto respiratório N N OR (IC) P 

Sim 1 8 21,176 (2,461 – 

182,24) 
0,000 

Não 45 17 

     

(Continua) 
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Saturação O2 < 92% N N OR (IC) P 

Sim 0 21 
0,08 (0,31 – 0,205) 0,000 

Não 46 4 

Vômito N N OR (IC) P 

Sim 3 1 
0,597 (0,59 – 6,063) 0,644 

Não 43 24 

Desorientação N N OR (IC) P 

Sim 0 2 
0,333 (0,239 – 0,465) 0,053 

Não 46 23 

Tremores N N OR (IC) P 

Sim 1 0 
0,643 (0,540 – 0,766) 0,323 

Não 45 25 

Comorbidades 

Hipertensão N N OR (IC) P 

Sim 8 7 
1,847 (0,580 – 5,887) 0,302 

Não 38 18 

Diabetes N N OR (IC) P 

Sim 1 10 30,000 (3,540 – 

254,237) 
0,001 

Não 45 15 

Doença renal N N OR (IC) P 

Sim 1 2 4,091 (0,352 – 

47,597) 
0,233 

Não 45 22 

Doença cardiovascular N N OR (IC) P 

Sim 1 7 18,529 (2,119 – 

162,012) 
0,001 

Não 45 17 

Doença hepática N N OR (IC) P 

Sim 0 0 
- - 

Não 46 24 

DPOC N N OR (IC) P 

Sim 5 3 
1,171 (0,255 – 5,382) 0,845 

Não 45 21 

Alergia N N OR (IC) P 

Sim 24 2 
0,083 (0,18 – 0,396) 0,000 

Não 22 22 

Obesidade N N OR (IC) P 

Sim 8 4 
0,950 (0,255 – 3,545) 0,940 

Não 38 40 

Doença autoimune N N OR (IC) P 

Sim 3 0 
0,642 (0,537 – 0,768) 0,083 

Não 43 24 

(Continua) 
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Câncer N N OR (IC) P 

Sim 0 4 
0,303 (0,210 – 0,437) 0,043 

Não 46 20 

Doença neurológica N N OR (IC) P 

Sim 0 2 
0,324 (0,229 – 0,456) 0,048 

Não 46 22 

Doença hematológica N N OR (IC) P 

Sim 0 1 
0,333 (0,239 – 0,465) 0,168 

Não 46 23 

(Conclusão) 

5.2 Expressão de IFN-a1, IFNA1, IFNA2 e IL-17 nas células da mucosa nasal de 

indivíduos com COVID-19 

A comparação entre os grupos mostrou que não houve diferença estatisticamente 

significante na expressão gênica de INFA-1 (p=0,288), IL-17 (p=0,376) e INFAR-1 

(p=0,201), conforme demonstrado na figura 9 (A-C). Como observado na figura 1D, a 

expressão do gene INFAR2 foi mais elevada nos indivíduos com o a forma leve da 

COVID-19 (p<0,001). 

Figura 9 - Comparação da expressão de INFA-1, INFAR-1, INFAR-2 e IL-17 entre os pacientes leves e 

graves. 
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5.3 Expressão de HERV-K e HERV-W nas células da mucosa nasal de 

indivíduos com COVID-19 

A análise da expressão gênica dos vírus endógenos HERV-K (p=0,474) e HERV-

W (p=0,348) nas células epiteliais dos participantes também não encontrou diferenças 

estatisticamente significantes entre os grupos com as formas leve e grave de COVID-19 

(Figura 10 A-B). 

Figura 10 - Comparação da expressão de HERV-K e HERV-W entre os pacientes leves e graves. 

 

5.4 Níveis plasmáticos de citocinas 

Para a determinação da concentração plasmática de citocinas, um número maior 

de participantes pôde ser utilizado: foram avaliados 58 indivíduos com a forma leve da 

COVID-19 e 81 indivíduos com a forma grave. 

Como pode ser observado na figura 11A, o grupo com a forma grave da COVID-

19 apresentou maior concentração de CCL3 - com mediana de 9,80 pg/mL (IQ: 7,65 

pg/mL-9,82 pg/mL) - quando comparado ao grupo com a forma leve - com mediana de 

7,64 pg/mL (IQ: 7,62 pg/mL -7,65 pg/mL). No entanto, com relação à IL-2, os dados 

foram opostos (figura 11C): o grupo com a forma grave apresentou uma concentração 

menor em comparação com o grupo com a forma leve (mediana 3,47 pg/mL; IQ: 3,47-

4,21pg/mL vs mediana 4,21 pg/mL; IQ:4,20-4,21 pg/mL). Não houve diferença 

estatisticamente significante entre os dois grupos na concentração de CCL2 e IL17 

(Figura 11 B e D). 



42 
 

Figura 11 - Comparação das concentrações de CCL3, CCL2, IL-2 e IL-17 entre os pacientes leves e 

graves. 

 

6 DISCUSSÃO 

Um dos principais achados do presente estudo revelou que as células epiteliais da 

mucosa nasal das pessoas com a forma leve da COVID-19 têm expressão gênica 

aumentada do gene INFAR2, em comparação com a forma grave da doença. Esses dados 

corroboram com outros estudos que associaram o gene a redução do risco da forma grave 

da doença (Gaziano et al., 2021; Hernández Cordero et al., 2021; Pairo-Castineira et al., 

2021; Zhang et al., 2023). Esse gene codifica uma das proteínas que forma um receptor 

de IFN do tipo I (alfa e beta), cuja mutação pode estar ligada a estados de 

imunodeficiência (Genecards, 2023). O funcionamento inadequado da via de indução do 

IFN e seus receptores foi associado ao aumento progressivo da carga viral, 

hipercitocinemia e desfechos desfavoráveis da COVID-19 (Pairo-Castineira et al., 2021). 

Além disso, o quadro grave da infecção por SARS-CoV-2 é marcado pela indução de 

uma tempestade de citocinas e linfopenia, acompanhada da supressão da produção de IFN 
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pelas células T CD4+ (Fadlallah et al., 2021). Assim, os achados fortalecem o conceito 

da desregulação do IFN como ponto central da fisiopatologia da COVID-19, visto que o 

funcionamento regular desta via foi associado a chances reduzidas do quadro grave da 

doença. 

Outro resultado relevante deste estudo foi o aumento da concentração plasmática 

de CCL3 no grupo com a forma grave da COVID-19, consistindo com achados crescentes 

que apontam que esta quimiocina estaria associada à manutenção da inflamação 

sustentada e infiltração pulmonar observadas nas formas graves da COVID-19, sendo os 

macrófagos ativados encontrados no fluido de lavagem broncoalveolar destes pacientes a 

principal fonte deste mediador inflamatório (Alosaimi et al., 2021; Olivarria e Lane, 2022; 

Xiong et al., 2020). 

Outra citocina bem documentada nas formas graves da COVID-19 é a IL-2 (Chen, 

G. et al., 2020; Huang et al., 2020; Tovo et al., 2021; Wan et al., 2020). No entanto, no 

presente estudo as maiores concentrações plasmáticas de IL-2 foram observadas no grupo 

leve, e não no grupo grave. Esta citocina atua na proliferação de células T e ativação das 

células T, B e NK; assim envolvida na imunidade adaptativa (Rosenberg, 2014). 

Considerando que a ausência da IL-2 é associada a um mau controle das células efetoras 

(Abbas et al., 2018), é possível que a expressão adequada desta citocina contribua de 

alguma forma para equilíbrio necessário para resolução da infecção por SARS-CoV-2. 

A infecção pelo SARS-CoV-2 parece ser capaz de induzir o aumento na expressão 

dos HERVs (Giménez-Orenga et al., 2022; Grandi et al., 2023; Guo et al., 2022; 

Temerozo et al., 2021), o que foi observado em ambos os grupos de comparação do 

presente estudo, porém sem distinção de expressão entre as formas leve e grave. Assim, 

embora exista relato de que a presença dos transcritos de HERVs seja suficiente para 

diferenciar indivíduos saudáveis de infectados (Guo et al., 2022), as evidências não 

sustentam uma possível ligação entre estes marcadores e a gravidade da doença. 

Além dos marcadores estudados, foram avaliadas variáveis socioeconômicas, 

demográficas, de condições de saúde e estilo de vida, para uma melhor compreensão do 

perfil dos participantes dos dois grupos. No presente estudo, em ambos os casos – leves 

e graves – os sintomas foram típicos, porém, inespecíficos. Apesar dos pacientes 

apresentarem sintomas em comum (tosse, febre e mialgia/fadiga), as alterações 
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respiratórias eram mais evidentes nos pacientes graves (dispneia e/ou saturação de O2 < 

92%), como observado desde o período mais primordial da pandemia (Guan et al., 2020; 

Yuki et al., 2020). 

Consistente com outros estudos observacionais, a forma grave da COVID-19 foi 

majoritariamente apresentada por indivíduos do sexo masculino (Alkhouli et al., 2020; 

AL-Rousan e AL-Najjar, 2020; Chen, G. et al., 2020; Guan et al., 2020; Petrilli et al., 

2020; Wang et al., 2020). Essa diferença parece ser explicada por uma combinação de 

fatores biológicos específicos e propensão dos homens em se envolver com 

comportamentos de saúde precários, como tabagismo, consumo excessivo de álcool e 

negligência com o próprio estado de saúde (Haitao et al., 2020). Sob o ponto de vista 

biológico, a regulação diferencial do ACE2 por hormônios sexuais parece ser relevante. 

O estrogênio pode reduzir a expressão do ACE2, refletindo em uma maior disponibilidade 

destes receptores nos homens em comparação com as mulheres (Bukowska et al., 2017; 

Wei et al., 2020). Adicionalmente, os esteroides sexuais são potentes reguladores da 

resposta imune (Gaskins et al., 2012). Estudos clínicos evidenciam que o estrogênio 

influencia significativamente a resolução do processo inflamatório, em tempo que a 

testosterona foi associada ao aumento do risco de dano pulmonar e regulação positiva de 

marcadores inflamatórios, principalmente em homens idosos (Al-Lami et al., 2020; 

Medina; Strasser; Kincade, 2020). 

A gravidade da infecção aumenta significativamente em indivíduos mais velhos e 

nos que apresentam comorbidade. Essas condições aumentam as chances de internamento 

hospitalar e necessidade de suplementação com oxigênio (Clark et al., 2020). No presente 

estudo, o grupo com COVID-19 grave apresentou mais indivíduos com idade superior a 

50 anos, corroborando com o padrão relatado em outros estudos observacionais (Chen, 

G. et al., 2020; Clark et al., 2020; O’Driscoll et al., 2021; Verity et al., 2020; Wu e Yang, 

2020; Zhou et al., 2020; Zhu et al., 2020). A imunosenescência é marcada pela redução 

da quantidade e diversidade de receptores das células T, diminuição da plasticidade 

celular dos linfócitos T virgens e anticorpos menos funcionais, apesar das células B se 

manterem consistentes com a idade (Frasca et al., 2016; Gustafson et al., 2020). Essas 

alterações podem resultar em deficiência no controle da replicação viral e respostas pró-

inflamatórias mais prolongadas (Opal; Girard; Ely, 2005). Podem, ainda, afetar a resposta 

desses indivíduos a protocolos profiláticos, afetando a eficácia das vacinações (Soiza; 

Scicluna; Thomson, 2021). 
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Dentre as comorbidades, o diabetes mellitus se mostrou positivamente associado 

com a maior gravidade da COVID-19, concordando com a literatura sobre o tema (Bode 

et al., 2020; Lazarus et al., 2021; Wang et al., 2020; Zhou et al., 2020). A hiperglicemia 

e resistência insulínica presentes nos casos de diabetes descontrolados são associados à 

disfunção endotelial crônica, que contribuindo para patogênese da síndrome respiratória 

aguda (Kazakou et al., 2022), e estado inflamatório crônico de baixo grau inerente ao 

diabético, pode favorecer a tempestade de citocinas característica dos casos grave (Kumar 

et al., 2020). 

O hábito de fumar foi relatado tanto pelo grupo leve quanto pelo grave da 

população de estudo, sendo supreendentemente mais frequente nos indivíduos com o 

quadro leve da infecção. O risco menor de infecção por SARS-CoV-2 em fumantes já foi 

relatado previamente (Semenzato et al., 2022; Simons et al., 2021), porém outros estudos 

apontam a relação positiva entre fumo e gravidade da doença e mortalidade, em fumantes 

e ex-fumantes (Gallus; Lugo; Gorini, 2020; He et al., 2022). Pode-se perceber que as 

evidências científicas disponíveis ainda não permitem traçar uma relação direta entre 

fumo e gravidade da COVID-19, contudo, é indiscutível as consequências desfavoráveis 

do tabagismo e o envolvimento do fumo em comorbidades associadas a piora clínica de 

doenças respiratórias (Shastri et al., 2021). 

As variáveis etnia e escolaridade também se mostraram positivamente associadas, 

com uma maior chance de desenvolvimento da COVID-19 grave nas pessoas que tinham 

até o ensino superior incompleto e naquelas que se auto referiram como pardas ou negras. 

No Brasil, a proporção de pessoas em situação social mais vulnerável é mais significativa 

entre pretos e pardos, grupos estes que também tiveram maior taxa de mortalidade por 

COVID-19 (Teixeira et al., 2022). Essa população geralmente tem menor grau de 

escolaridade, o que reflete em dificuldades de compreensão das informações sobre 

prevenção da COVID-19, somado a outros fatores de risco que podem resultar em piores 

desfecho da doença (Teixeira et al., 2022). Os dados epidemiológicos sugerem que esses 

grupos podem ser mais suscetíveis aos desfechos mais grave da COVID-19 devido a uma 

relação complexa entre outros fatores sociais, como acesso limitado a cuidados médicos, 

múltiplas comorbidades e insegurança alimentar (Borret et al., 2020; Garg et al., 2019). 

Vale destacar algumas limitações desta investigação, como o tamanho da amostra, 

que dificultou a realização de uma análise estatística múltipla, que pudesse verificar o 
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efeito das covariáveis socioeconômicas, demográficas, de hábitos e condição de saúde 

citadas na comparação entre a expressão gênica e a produção das citocinas nos dois 

grupos. No entanto os dados demonstrados contribuem para o entendimento da 

patogênese da COVID-19, especialmente para as possíveis divergências na resposta do 

indivíduo infectado pelo SARS-CoV-2 que alterem a gravidade da doença. 

7 CONCLUSÕES 

• A expressão do gene INFAR-2 aumentada, bem como a maior produção de IL-2 

contribuem para um desfecho favorável da COVID-19, enquanto a produção 

aumentada da quimiocina CCL3 está associada à COVID-19 grave. 

• A infecção pelo SARS-CoV-2 aumenta a expressão de retrovírus endógenos, 

porém esta ocorrência não se relaciona com a gravidade da COVID-19. 

• A forma grave da COVID-19 é mais frequente em indivíduos com idade a partir 

de 65 anos, etnia parda ou negra e com diagnóstico de diabetes mellitus. 
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