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RESUMO

A doenga de coronavirus 2019 (COVID-19) é uma das principais doencas respiratorias
emergentes graves em humanos, sendo reconhecida como pandemia pela Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) em Marco de 2020. A pandemia tem evidenciado a vulnerabilidade
dos idosos, principalmente aqueles acima de 75 anos, que apresentam maior probabilidade de
desenvolver a doenca grave e evoluir para 6bito. Numerosos estudos delinearam a acdo da
patogénese do SARS-CoV-2 com a inducgéo de tempestade de citocinas e quimiocinas durante
a fase progressiva da infeccdo como resultado de uma resposta inflamatoria sistémica
descontrolada na senescéncia. O estudo de novos biomarcadores imunoinflamatorios em
idosos é essencial para auxiliar no desfecho do progndstico em tempo habil e no manejo
desses pacientes. Portanto, este estudo teve como objetivo realizar uma andlise do perfil
imunoinflamatdrio sérico em idosos hospitalizados diagnosticados com COVID-19 grave. Foi
realizado um estudo de coorte observacional, longitudinal e prospectivo, no hospital
Metropolitano Dom José Maria Pires, entre junho a agosto de 2020. Foram incluidos 92
pacientes com evolucdo clinica para internacao hospitalar diagnosticados com COVID-19 por
RT-PCR, classificados em graves ou criticos. Os idosos do sexo masculino com mais de 60
anos de idade (média 67,14) foram os mais gravemente atingidos, como evidenciado pela
morbimortalidade significativamente altas nesse grupo. A IL-17A e a quimiocina CXCL9
foram os biomarcadores mais proeminentes correlacionadas a progressao da doenca entre as
formas clinicas de apresentacdo da infecgdo abordadas nesse estudo. Além disso, os niveis
mais baixos da quimiocina CXCL9 nos pacientes que foram a oObito estdo correlacionados
positivamente com RNL. Perfis semelhantes a este estudo de citocinas pro-inflamatdrias
foram observados por outros pesquisadores, cuja elevacdo da IL-17 apresentou uma AUC de
0,926, indicando uma capacidade muito boa de distinguir entre casos graves e leves de
COVID-19. Com base nos valores preditivos e prognosticos do perfil imunoinflamatorio, a
IL-17 A e 0 CXCL9 devem ser incluidos nos testes clinicos de rotina de pacientes com
COVID-19. Uma vez que, esses biomarcadores podem ser uma excelente ferramenta para
ajudar na elucidacdo da patogénese da doenca, diagnostico e progndstico, auxiliando no
manejo clinico de pacientes com COVID-19, contribuindo de forma significativa para a
diminuicdo da morbimortalidade.

Palavras Chave: SARS-CoV-2. Biomarcadores imunoinflamatorios. Senescéncia.



ABSTRACT

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is one of the main emerging serious respiratory
diseases in humans, being recognized as a pandemic by the World Health Organization
(WHO) in March 2020. The pandemic has highlighted the elderly vulnerability, especially
those above 75 years, who are more likely to develop severe disease and progress to death.
Numerous studies have outlined the action of SARS-CoV-2 pathogenesis with the induction
of cytokine and chemokine storm during the progressive infection phase as a result of an
uncontrolled systemic inflammatory response in senescence. The study of new
immunoinflammatory biomarkers in the elderly is essential to assist in the outcome of the
prognosis in a timely manner and in the management of these patients. Therefore, this study
aimed to perform an analysis of the serum immunoinflammatory profile in hospitalized
elderly people diagnosed with severe COVID-19. An observational, longitudinal, and
prospective cohort study was carried out at the Metropolitan Hospital Dom José Maria Pires,
between June and August 2020. The study includes 92 patients with clinical evolution to
hospital admission diagnosed with COVID-19 by RT-PCR test, classified as severe or critics.
Elderly males over 60 years old (mean 67.14) were the most severely affected, as evidenced
by the significantly high morbidity and mortality in this group. IL-17A and the chemokine
CXCL9 were the most prominent biomarkers correlated with the disease progression among
the clinical presentations of the infection addressed in this study. In addition, lower CXCL9
chemokine levels in patients who died are positively correlated with LNR. Similar profiles to
this study of pro-inflammatory cytokines were observed by other researchers, whose elevation
of IL-17 had an AUC of 0.926, indicating a very good ability to distinguish between severe
and mild cases of COVID-19. Based on the predictive and prognostic values of the
immunoinflammatory profile, 1L-17 A and CXCL9 should be included in routine clinical
trials of patients with COVID-19. Since these biomarkers can be an excellent tool to help
elucidate the pathogenesis of the disease, diagnosis, and prognosis, assisting in the clinical
management of patients with COVID-19, contribute significantly to the reduction of
morbidity and mortality.

Keywords: SARS-CoV-2. Immunoinflammatory Biomarkers. Senescence.
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1 INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, na provincia de Hurbei, China, pacientes relataram sintomas
semelhantes a pneumonia, de etiologia até entdo desconhecida. A analise de sequenciamento
profundo indicou um novo coronavirus, que foi nomeado como sindrome respiratéria aguda
grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus.
Pertencente a subfamilia Coronaviridae e a ordem Nidovirales, o Betacoronavirus SARS-
CoV-2 desencadeou um surto de doenca respiratoria grave denominada COVID-19 pela
Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) (DUAN, et al., 2020; YOSHIMOTO, 2020). Em
janeiro de 2020, a OMS considerou a epidemia como uma Emergéncia de Saldde Puablica de
Interesse Internacional (ESPII). Posteriormente, em mar¢o de 2020, a doenca do coronavirus
2019 (COVID-19) foi declarada como uma pandemia, e ja causou, até 0 momento, mais de
469 milhdes de infeccdes, resultando em mais de 6,1 milhdes de mortes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022; WILSON e CHEN, 2020).

O SARS-CoV-2 é um virus envelopado com um genoma de RNA de fita simples de
sentido positivo, e pertence ao género betacoronavirus , juntamente com o SARS-CoV e 0
coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) (com 80% e 50% de
homologia, respectivamente (KIM, et al., 2020). Entre os quatro géneros existentes do
coronavirus, Alfa e Beta podem infectar mamiferos. Inicialmente o virus se liga as células
hospedeiras e, através do processo de replicacdo do RNA viral, produz virions e libera por
exocitose para novas infecgOes. Para isso, Sd0 necessarias proteinas estruturais para a
montagem do virion, e a glicoproteina spike presente na superficie do virion é responsavel
pela sua ligacdo ao receptor do hospedeiro. Logo, a suscetibilidade ao contagio, assim como a
progressdo da doenca, também pode ser influenciada por aspectos do préprio hospedeiro
(MUNIZ et al., 2020; XIA et al., 2020).

Segundo Sette e Crotty et al., (2021) o sistema imunoldgico é amplamente dividido
em sistema imunologico inato e sistema imunoldgico adaptativo, que estdo interligados de
maneiras importantes e poderosas, para o desfecho da resposta imunolégica. Na resposta
imune inata temos trés propositos principais: restricdo da replicacdo viral dentro das células
infectadas, criagdo de um estado antiviral no ambiente tecidual local, incluindo o
recrutamento de células efetoras do sistema imune inato e iniciagdo a resposta imune

adaptativa. Sequencialmente a resposta imune adaptativa consiste em trés tipos principais de
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células: células B, células T CD4 * e células T CD8 *, que s&o importantes para o controle e
eliminacdo de quase todas as infecgOes virais que causam doencas em humanos, e em
conjunto com a meméria imunoldgica sdo fundamentais para o sucesso de todas as vacinas,
bem como a compreensao das respostas adaptativas ao SARS-CoV -2.

Destarte, 0 SARS-CoV-2 mostrou um padrdo semelhante de infeccdo e caracteristicas
clinicas, mas uma taxa de transmissdo ainda mais rapida, quando comparada com os dois
surtos anteriores de coronavirus (SARS-CoV e MERS-CoV). Assim, a superacdo de
citocinas pro-inflamatérias mediadas pela resposta imune precoce pode resultar em uma
tempestade de citocinas, com aumentos significativos de citocinas como IL-2, IL-7, IL-10,
GSCF, IP10, MCP-1, MIP1A e TNF-a , sendo, portanto, conhecida por ser responsavel por
doencas criticas, falhas inflamatdrias, lesdo de maltiplos 6rgéos e, portanto, pela mortalidade
em infec¢bes por covid-19 , apresentando , assim, pior prognostico do que aqueles pacientes
que ndo sdo afetados por eventos hiperinflamatdrios (SONG et al., 2020; PUM et al., 2021 ).

Neste sentido, o0 estudo dos biomarcadores imunoinflamatérios em idosos
hospitalizados diagnosticados com COVID-19, é essencial para auxiliar no desfecho do
prognostico em tempo habil e no manejo desses pacientes, bem como no direcionamento das
pesquisas de tratamentos que sejam eficazes, buscando prevenir a ocorréncia de formas graves

da doenca, contribuindo para um desfecho positivo e diminui¢do da taxa de mortalidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar uma analise do perfil imunoinflamatério sérico em idosos hospitalizados

diagnosticados com COVID-19 grave.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

Realizar um estudo clinico-epidemioldgico a partir de um banco de dados com as
informacdes clinicas de idosos com diagnostico de COVID-19 internados em um
hospital referéncia na cidade de Jodo Pessoa/ PB.

Avaliar o perfil imunoinflamatdrio sérico de idosos com diagndstico de COVID-19
internados em um hospital por meio de dosagem de citocinas (IL-17A, IFN, TNF, IL-
10, IL-6, IL-4, IL-2) por citometria de fluxo.

Avaliar o perfil imunoinflamatorio sérico de idosos com diagndstico de COVID-19
internados em um hospital por meio de dosagem de quimiocinas (IP-10/CXCL-10,
MCP-1/CCL-2, MIG/CXCL-9, RANTES/CCL-5, IL-8) por citometria de fluxo.
Avaliar o potencial uso da dosagem de citocinas e/ou quimiocinas séricas como
marcadores de gravidade de doenca em idosos hospitalizados.

Avaliar o potencial uso da dosagem de citocinas e/ou quimiocinas séricas como

marcadores de mortalidade de doenca em idosos hospitalizados.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Estrutura molecular e genoma do virus

Os coronavirus sdao uma grande familia de virus que podem causar doencas em
animais ou humanos. Desde a descoberta dos primeiros coronavirus por Tyrell e Bynoe em
1965, novas cepas foram descobertas, causando infeccdes respiratdrias que variam do
resfriado comum a doencas mais graves, como a Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SARS), com surtos entre 2002 e 2003, e a Sindrome Respiratdria do Oriente Médio (MERS)
com casos reportados desde 2012 (SANTERRE et al., 2020).

No atual contexto global, COVID-19 é uma das principais doencas respiratorias graves
em humanos, sendo reconhecida como doenca infecciosa emergente e como pandemia pela
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) em Marco de 2020 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

Os coronavirus sdo o0 maior grupo de virus da ordem Nidovirales, pertencem a familia
Coronaviridae, e sdo virus de RNA envelopado de fita simples de sentido positivo, com um
genoma de 60-140 nm de didmetro e 26 e 32 quilobases de tamanho. O termo 'coronavirus'
refere-se ao aparecimento virions de coronavirus quando observados em microscopia
eletrbnica, com projecOes espiculares na membrana viral com aparéncia semelhante a uma
coroa (SU et al. 2016; XIE e CHEN et al., 2020; BAKHSHANDEH et al., 2021).

A familia Coronaviridae é um grande grupo de virus que infectam animais e humanos.
Assim, coronavirus sao classificados em quatro géneros: a-CoV, B-CoV, y-CoV e 3-CoV,
sendo o0 a-CoV e o B-CoV capazes de infectar mamiferos, enquanto que o y-CoV e o 3-CoV
tendem a infectar as aves (AL-QAHTANI, 2020; SCHNEIDER, et al., 2021). Neste contexto,
existem 7 tipos de coronavirus humanos que sdo principalmente patdgenos respiratorios:
229E, NL63, OC43, KHU1, Coronavirus da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio
(MERS-CoV), Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV) e
Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2). Assim, MERS-CoV,
SARS-CoV e SARS-CoV-2 pertencem ao género Betacoronavirus e todos apresentam altas
taxas de mutacdo que resultam em diversidade genética viral, plasticidade e adaptabilidade
para invadir uma ampla gama de hospedeiros (PRADO et al., 2020; LIU et al., 2020; ZHU et
al., 2020).
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Nesse contexto, o SARS-CoV-2 foi identificado como um terceiro coronavirus
humano zoonético, sendo 0s morcegos o provavel reservatdrio primario do virus, uma vez que
a analise gendmica descobriu que o SARSCoV-2 ¢ filogeneticamente inter-relacionado aos
virus de morcego semelhantes ao SARS, assim, o genoma do SARS-CoV-2 € 96,2% idéntica
a de um morcego CoV RaTG13 Rhinolophus affinis do morcego ferradura, enquanto
compartilha 79,5% de identidade com o SARS-CoV . Logo, com base nos resultados do
sequenciamento do genoma do virus e na anélise evolutiva o0 COVID-19 pode ser transmitido
de morcegos por meio de hospedeiros intermediarios desconhecidos como pangolins, outros
répteis e cobras, ocorrendo mudancas adaptativas, antes de transmitir aos humanos
(RASTOGI et al., 2020; MADABHAVI et al., 2020; PRASAD et al., 2020; HAAKE et al.,
2020; ZHANG et al., 2021).

Todos os coronavirus compartilham semelhangas na organizacdo e expressao de seu
genoma. E cerca de dois tercos do genoma viral estd principalmente localizado na primeira
fase de leitura aberta (ORFla e ORF1b) na extremidade 5 ', que s&o traduzidos nas
poliproteinas ppla e pplab, as quais sdo processados para codificar 16 proteinas nao
estruturais (nspl a 16), as primeiras formam a NSP1-11, e a outra NSP1-16,
respectivamente. Uma vez que essas proteinas estdo envolvidas no processo de replicacéo e
transcricdo, também sdo chamadas de proteinas replicase e transcriptase (SU et al., 2016;
MASOQOD et al., 2020; ASGHARI et al., 2020; TAHERIZADEH et al., 2020; LAHA et al.,
2020).

Considerando ainda a importante funcdo das proteinas ndo estruturais em muitos
processos em virus e células hospedeiras, a tabela 1 apresenta as nsp e suas respectivas
funcdes.

Tabela 1 — Proteinas ndo estruturais do SARS-CoV-2 e suas respectivas funcdes.

Proteina Funcéo Citacdes
nspl Inibicdo da sinalizacdo do interferon (IFN) e HATMALetal.,,
. . . . 2020; SAKR et
bloqueio da resposta imune inata do hospedeiro por al. 2021
promocgdo da degradacdo celular e bloqueio da
traducdo do RNA do hospedeiro.
nsp2 Vinculando-se a proteina proibicéo. HATMAL et al.,

2020; SAKR et
al., 2021.



nsp3

nsp4

Nsp5

Nsp6

Nsp7

Nsp8

Nsp9

Nsp10

Nspll

Nspl2

Nspl3

Componente essencial do complexo de replicagdo /
transcricdo Bloqueio de resposta imune inata do
hospedeiro, formacdo de vesicula de membrana dupla
(DMV).

Formacdo de vesicula de membrana dupla é crucial
para a formacdo do complexo de replicacéo viral.

Protease Principal, Inibindo Sinalizacdo IFN.

Proteina esqueleto transmembrana que forma um
complexo com nsp3 e nsp4; formacdo DMV.

Um cofator que se liga ao nsp8 formando complexo
hexadecamérico e atua como grampo de
processamento para RNA polimerase multimérico.
Um cofator que se liga ao nsp7 formando complexo
hexadecamérico e atua como grampo de
processamento para RNA polimerase e primase.
Fosfatase de proteina de ligacdo de RNA.

Importante para a ligacdo de RNA / DNA e revisao
de RNA viral.

Uma pequena proteina que acredita-se que atua como
cofator multifuncional. Interage com nspl4 e 16
estimulando a atividade da exonuclease e da O-metil
transferase.

E um peptideo curto no final da ORF1la e representa
o limite de frameshift. E um produto de clivagem pp
1a de funcdo desconhecida.

RNA Polimerase.

Funcdo de helicase; desempenha um papel
importante na replicacdo viral, tendo a capacidade de
desenrolar RNA e DNA.
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O'LEARY etal.,
2020.

O'LEARY etal.,
2020; SAKR et
al., 2021.
O'LEARY etal.,
2020;
CAVASOTTO
et al., 2021.
HATMAL et al.,
2020; CHAN et
al., 2020.
HATMAL et al.,
2020; SAKR et
al., 2021.

CHAN et al.,
2020.

HATMAL et al., 2020;

SAKR et al.,
2021.

SAKR et al.,
2021.

HATMAL et al.,
2020; CHAN et
al., 2020.
HATMAL et al.,
2020;
CAVASOTTO
et al., 2021.
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Nspl4 Modulagéo da resposta imune inata. CAVASOTTO
etal., 2021.

Nsp15 Endoribonuclease. CHAN et al,
2020.

Nspl6 Metiltransferase. O'LEARY et al.,
2020;

Fonte: Propria

Sequencialmente, a parte restante do genoma do virus inclui as proteinas estruturais
essenciais, de modo que, os ORFs da extremidade 3’ codificam quatro proteinas estruturais
principais: Spike (S) receptor de ligacdo glicoproteina (ORF2); proteina nucleocapsida (N)
(ORF9a); proteina de membrana (M) (ORF5), que é uma proteina transmembrana (TM)
envolvida na interacdo com N; um pequeno envelope (E) proteina (ORF4), que participa da
estabilidade da membrana e montagem do virus, conforme apresentado na figura 1, e
algumas proteinas acessorias, incluindo ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9 e
ORF10 (BOUHADDOU et al.,, 2020; SATARKER e NAMPOOTHIRI et al., 2020;
CAVASOTTO et al., 2021).

Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura do SARS-CoV-2
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n
‘

Bicamada Lipidica - Proteina Envelope (E)

Proteina de Membrana (M) Proteina Nucleocapsideo (N)

RNA Gendmico

(S

Fonte: SATARKER e NAMPOOTHIRI , 2020

Do ponto de vista evolutivo, as proteinas ndo estruturais atrairam menos atencéo do
gue 0s componentes estruturais, o que provavelmente estd relacionado ao fato de que as
proteinas expostas na superficie do virus representam os alvos preferenciais da resposta imune
do hospedeiro. Assim, analisar e descrever sua variabilidade e dindmica evolutiva tem uma

relevancia clara para o desenvolvimento de estratégias preventivas no desenvolvimento de
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vacinas, bem como uma alternativa de tratamento, como, por exemplo, administracdo de
anticorpos neutralizantes (FORNI et al., 2017; YEHUALASHET e BELACHEW et al., 2020;
GHODAKE et al., 2021).

As proteinas ndo estruturais (nsps) estdo envolvidas no processamento e na replicacao
do virus, e sdo capazes de blogquear a resposta imune inata do hospedeiro, enquanto as
proteinas estruturais auxiliam na montagem e liberacdo de novas cdpias virais. Além disso, as
proteinas estruturais, e a proteina S em particular, atraiu consideravel atencdo devido ao seu
papel critico no mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 na ceélula hospedeira, e assim,
determinam as primeiras e essenciais etapas da infeccéo e, muito provavelmente, representam
0s principais determinantes do tropismo do hospedeiro e do tecido (FORNI et al., 2017,
PAPAGEORGIOU e MOHSIN et al., 2020).

Durante a infeccdo, a proteina S € clivada por proteases do hospedeiro, como a
protease transmembrana serina 2 (TMPRSS2), em duas subunidades, a subunidade S1 N-
terminal, responsavel pela ligacdo ao receptor e a subunidade S2, C-terminal, responsavel
pela fusdo da membrana, isso faz com que haja uma mudanca de conformacdo do estado de
pré-fusdo para o estado de pds-fusdo (CHI, et al., 2020; YAO, et al., 2020). Portanto, a
glicoproteina S usa seu dominio de ligacdo ao receptor (RBD) para envolver a enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2) do receptor hospedeiro para a entrada viral na célula do
hospedeiro (YUAN et al., 2020; PAPAGEORGIOU e MOHSIN et al., 2020; CHIA et al.,
2020).

Assim, acredita-se que a formacdo de anticorpos neutralizantes direcionados a regiao
RDB-S1 ou S2 pode bloquear a ligacdo da proteina S a ACE2 e prevenir a fusdo da membrana
e a entrada do virus nas células, inibindo a infeccdo por SARS-CoV-2, conforme podemos
observar na figura 2, que representa de forma ilustrativa o ciclo de vida de coronavirus
humanos altamente patogénicos (HUANG et al., 2020 a; CAl et al.; 2020; JIANG et al.,
2020; DOS SANTOS, 2021).

Figura 2- Ciclo de vida de coronavirus humanos altamente patogénicos (CoVs) e anticorpos

neutralizantes especificos (NAbs) contra esses coronavirus.



22

(A) Human

coronavirus

e Receptor binding, viral entry,

) 5 _and membrane fusion
Cellular

receptor

o

/ Vrial RNA release

Genomic RNA (+ sense)

Cell membrane

Cytoplasm

/' Virus release

Mature virion formation

Viral polymerase protein f
translation Assembly and budding

Viral RNA + f'*
5 J xﬂ J'a“ﬁ Golg
g

( RNA replication

Y Aesd RNA replication and packag
ANAANANAANANNAS

3
2
£
a
=

=
Genomic RNA b é’ 5 'd
(- sense) Tanscription £ ( 3
N: Nucleocapsid @ \ % sW
< NI ™ Gretrer,
- M: Membrane || ( ER )
NN Translation )
Subgenomic or genomic @ Viral structural proteins ="
RNA (+ sense) AV~ S: Spik 7 (S,M,and E) 7~ p——
(B) (a) Receptor binding (b) . | p L 5

2 > Cell membrane ——
va receptor mAb 'scFv HcAb
- A\NTD Membrane P
.9 b RBD] S fusion //"\\I' 4 ' \Nb
Q O O
3 £ s

Fonte: JIANG, et al., 2020.

Satarker e Nampoothiri (2020) e Tang et al., 2020 afirmam que a enzima de
conversdo da angiotensina 2 (ACE2) e a Serina Protease transmembrana Tipo Il (TMPRSS2)
sd0 co-expressas em pneumdcitos do tipo Il. Portanto, 0 TMPRSS2 inicia a clivagem seguida
pela ativacdo da proteina spike que promove a fusdo da membrana e a entrada viral nas
células e também a transmissdo da infeccdo as células vizinhas, especificamente nas
condicdes de baixo pH. Assim, a entrada do SARS-CoV-2 nas células-alvo humana, ocorre
através de trés etapas principais, que incluem ligacao receptora, prote6lise e ativacéo da fusao
de membrana dentro dos endossomos (YUKI et al., 2020; SAKR et al., 2021).

Deste modo, a enzima conversora de angiotensina da peptidase da superficie celular 2
(ACE2) € o receptor primario para a proteina de fusdo spike (S) que facilita a entrada na
celula do SARS-CoV-2, atuando desta forma como um ponto de entrada nos estagios iniciais
da infeccdo. Portanto, a ACE2 é uma vasopeptidase expressa na superficie das células
epiteliais em muitos tecidos, incluindo pulm&o, coragdo, vasos sanguineos, rins e trato
gastrointestinal, sendo os pulmdes, os 6rgaos mais afetados pela SARS-COV-2, cujos (ACE2)
sdo abundantes nos pneumocitos. Além disso, foi demonstrado que as células gliais e
neurdnios do sistema nervoso central também expressam receptores ACE2, tornando o tecido
nervoso um possivel local de infeccdo para SARS-COV-2 (FTIHA et al. 2020; KANNAN et
al., 2020; DEKOSKY et al., 2020; NAQVI et al., 2020; GROSS et al., 2020).
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A préxima etapa é a traducdo da enzima replicase do RNA gendmico do virion e a
traducdo e montagem dos complexos de replicase viral. Assim sendo, o genoma viral é
liberado e traduzido pelo complexo da replicase viral e cortado pelas proteinases. Os
nucleocapsideos virais sdo montados a partir do RNA genémico e ligados a proteina N no
citoplasma. A liberagdo da célula infectada por meio de exocitose segue o brotamento do
reticulo endoplasmético-compartimento de Golgi, completando o ciclo de vida do virus
(PARCZEWSKI e CIECHANOWICZ et al., 2020; SHEREEN et al., 2020).

Considerando ainda a estrutura genémica do coronavirus, é importante enfatizar que
dentro do envelope viral, o coronavirus possui uma proteina do nucleocapsideo (N), € a
proteina mais abundante produzida pelo genoma SARS-CoV-2, cuja funcdo principal €
empacotar o genoma viral em complexos de ribonucleoproteina helicoidal (RNP) longos e
flexiveis, que interagem com a proteina M. Deste modo, a proteina N € muito importante para
replicacdo, antigénese, patogénese, viruléncia, infeccdo e disseminacdo do virus,
determinando, portanto, todos os aspectos da patogénese viral (KANNAN et al., 2020;
(O’LEARY et al., 2021).

A proteina E ¢ a menor de todas as proteinas estruturais, funciona como uma
viroporina, que sdo pequenas proteinas incorporadas & membrana presentes em diferentes
virus patogénicos, incluindo SARS-CoV-2. Deste modo, as viroporinas participam de varias
funcgdes virais, incluindo o estimulo da liberacdo de particulas virais das células hospedeiras,
afetando assim, a vesicularizagdo da membrana, rastreamento de glicoproteinas e
permeabilidade da membrana. O dominio transmembranar pode formar poros hidrofilicos nas
membranas de células infectadas por virus por oligomerizacdo. Essa propriedade de
canalizacdo de ions, afeta a producdo de citocinas, e consequentemente a resposta
inflamatéria (MUKHERJEE et al., 2020; SARKAR e SAHA et al., 2020).

Segundo Bianchi et al., (2020) e Thomas (2020) as proteinas E e M podem ser
importantes para a entrada viral, replicacdo e montagem de particulas nas células humana.
Foi demonstrado ainda que a proteina M € a proteina estrutural mais abundante dos
coronavirus, e é necessaria para a montagem viral e morfogénese. Assim, a proteina M pode
se ligar a todas as outras proteinas estruturais, portanto é considerada como o organizador
central da montagem de coronavirus, devido a sua interagdo com todas as outras proteinas
estruturais, com a propria glicoproteina Nucleocapsideo, Envelope, e Spike, deste modo, a

ligagdo com essa proteina ajuda a estabilizar as proteinas N e promove a conclusdo da
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montagem viral ao estabilizar o complexo proteina N-RNA, dentro do virion interno
(ALHARBI e ALREFAELI, 2021).

3.2  Epidemiologia do COVID-19 no Brasil

O potencial de causar insuficiéncia respiratoria grave com risco de vida e transmissdo
rapida coloca o COVID-19 na lista de Emergéncia de Saude Publica de Interesse
Internacional. Segundo os relatorios de situacdo da OMS, até 11 de fevereiro de 2022, a
pandemia de SARS-CoV-2 afetou 404.910.528 individuos (casos confirmados) e foram
registrados 5.783.776 6bitos em todo o mundo com abrangéncia em mais de 200 paises, no
tocante a vacinacdo foi administrada um total de 10.095.615.243 doses (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

A primeira notificagdo de um caso confirmado de COVID-19 no Brasil registrado pelo
ministério da saude ocorreu no dia 26 de fevereiro de 2020. De acordo com os dados
divulgados pelo ministério da salde, através do boletim epidemiolégico (Semana 10) desde o
inicio da pandemia até 12 de marco de 2022 foram confirmados no Brasil 29.350.134 casos,
com taxa de incidéncia até o 12 de marco de 2022 de 13.860,4 casos por 100 mil habitantes,
enquanto que a taxa de mortalidade é de 309,3 ébitos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2022).

Os dados do boletim epidemioldgico da semana 5 a regido Sudeste apresentou o maior
naumero absoluto de casos novos 482.073, em relacdo as demais regides do pais, seguida pelas
regibes Sul (308.670), Nordeste (266.109) ,Centro-Oeste (117.862), e Norte (83.937); o
namero de 6bitos novos foi 2.783 no Sudeste, 987 no Nordeste, 768 no Sul, 481 no Centro-
Oeste e 259 no Norte. Dessa forma, o Sudeste foi a Regido com maior nimero absoluto de
casos e 6bitos novos (BRASIL, 2021).

Segundo o Centers for Disease Control and Prevention dos Estados Unidos da
América (2021), o principal modo pelo qual as pessoas sao infectadas com o SARS-CoV-2 €
atraves da exposicdo a fluidos respiratorios que contém o virus infeccioso. A exposic¢éo ocorre
de trés maneiras principais: inalagdo de goticulas respiratérias muito finas por meio do
contato proximo através da pessoa infectada, liberadas ao tossir, espirrar ou falar; deposi¢édo
de goticulas e particulas respiratdrias nas membranas mucosas expostas na boca, nariz ou

olhos por respingos diretos e sprays; e tocar membranas mucosas com as mdos que foram
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contaminadas diretamente por fluidos respiratorios contendo virus ou indiretamente tocando
superficies com virus (KUMARI et al., 2020; CHEN et al., 2020).

3.3  Espectro Clinico do COVID-19

Segundo a Sociedade Brasileira de Infectologia (2020), os sintomas mais frequentes da
COVID-19 sao: febre, tosse, dor de garganta, dor “tipo sinusite”, nduseas, perda de apetite,
hiposmia (capacidade reduzida de olfato), hipogeusia (capacidade reduzida de sabor),
cansaco, mialgia, dor tordcica e falta de ar. Alguns pacientes apresentam sintomas
gastrointestinais como nauseas, “dor de estomago” ou diarreia. O espectro clinico da infecgéo
por SARS-CoV-2 varia de infeccdo assintomatica a doenca critica. Entre os pacientes
sintomaticos, o periodo médio de incubacdo é de aproximadamente 4 a 5 dias e 97,5%
apresentam sintomas em 11,5 dias apds a infec¢do. Em alguns pacientes hospitalizados, a falta
de ar desenvolveu-se em média 5 a 8 dias ap6s o inicio dos sintomas, a sua ocorréncia é
sugestiva de agravamento da doenca (GANDHI et al., 2020; ACTER et al., 2020 ; HOMSI et
al., 2020).

As evidéncias atuais mostram que a infeccdo pelo novo coronavirus atinge,
igualmente, todos os ciclos de vida. Todavia, com diferencas significativas na sua
apresentacdo clinica. Na crianca, a doenca €, usualmente, oligossintomatica, simulando um
quadro de resfriado comum ou até mesmo, assintomatico. A medida que a idade avanca, a
infeccdo torna-se mais clinicamente manifesta, os principais sintomas sdo apresentados na
figura 3. Assim, a doenca nesses pacientes pode progredir rapidamente e causar complicacoes
como sindrome do desconforto respiratorio agudo, choque de sepse, faléncia multipla de
orgdos e infeccdo secundaria que pode eventualmente levar a morte em um curto periodo de
tempo. Portanto, o risco de complicacdes estd diretamente relacionado com a idade e com a
presenca de comorbidades como: hipertensdo arterial, diabetes mellitus, doenca arterial
coronariana, doenca arterial periférica, insuficiéncia cardiaca, doenga cerebrovascular, DPOC,
doenca renal cronica, hepatopatia cronica, cancer, entre outras (ALTURKI et al., 2020;
MORAES, 2021).
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Figura 3- Principais sintomas associados a infec¢cdo por SARS-CoV-2
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Fonte: ALTURKI, et al., 2020.

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode variar de casos assintométicos e manifestacdes
clinicas leves, até quadros moderados, graves e criticos, sendo necessaria atencao especial aos
sinais e sintomas que indicam piora do quadro clinico que exijam a hospitalizacdo do

paciente, conforme apresentado na tabela 2 abaixo (BRASIL, 2021b).

Tabela 2- Classifica¢do dos sinais e sintomas da infecgdo pelo SARS-COV-2

Classificacéo Sinais e sintomas da infecgdo pelo SARS-COV-2

Caso assintomatico Caracterizado por teste laboratorial positivo para covid-19 e
auséncia de sintomas.

Caso leve Sintomas ndo especificos: tosse, dor de garganta ou coriza,
seguido ou ndo de anosmia, ageusia, diarreia, dor abdominal,
febre, calafrios, mialgia, fadiga e/ou cefaleia.

Caso moderado Podem incluir desde sinais leves da doenga, até sinais de piora
progressiva (adinamia, prostracdo, hiporexia, diarreia), além da
presenca de pneumonia sem sinais ou sintomas de gravidade.

Caso grave Sindrome Respiratéria Aguda Grave (Sindrome Gripal que

apresente  dispneia/desconforto  respiratério ou  pressdo
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persistente no térax ou saturacdo de oxigénio menor que 95%
em ar ambiente ); hipoxemia, desconforto respiratério, alteragdo
da consciéncia, desidratacdo, dificuldade para se alimentar,
lesdo miocardica, elevacdo de enzimas hepaticas, disfuncéo da
coagulacdo, rabdomidlise, cianose central ou SpO2 <90-92%
em repouso e ar ambiente, letargia, convulsdes, dificuldade de
alimentacdo/recusa alimentar.

Caso critico Os principais sintomas sdo sepse, sindrome do desconforto
respiratdrio agudo, insuficiéncia respiratéria grave, disfungéo de
multiplos 6rgdos, pneumonia grave, necessidade de suporte

respiratorio e internagcdes em unidades de terapia intensiva.

Fonte: BRASIL, 2021b

A COVID-19 pode ser classificada em trés estagios clinicos: no estagio 1, cerca de 80
a 84% dos pacientes infectados sdo ligeiramente sintomaticos; o estagio 2, pode ser dividido
em dois momentos , 2 a , onde 0s pacientes apresentam pneumonia ndo hipoxémica, mas
podem evoluir para pneumonia hipoxémica (estagio 2b); e no estagio 3 temos a sindrome do
desconforto respiratério agudo. Deste modo, ap6s 9 a 10 dias (periodo inflamatério da
infeccdo) 17 a 20% dos pacientes podem evoluir para estagios mais graves 2b ou 3, com
aumento da necessidade de oxigénio, e admissdo em unidades de terapia intensiva (UTI) com
ventilacdo mecanica ndo invasiva ou invasiva. Logo, essa progressdo da doenca esta associada
a altos niveis de citocinas pro-inflamatorias circulantes, frequentemente denominadas
“tempestade de citocinas” (CAUCHOIS et al., 2020).

A COVID-19 pode afetar pessoas de qualquer idade, mas a pandemia tem evidenciado
a vulnerabilidade dos idosos, principalmente aqueles acima de 75 anos, que apresentam maior
probabilidade de desenvolver a doenca grave e evoluir para obito. Provavelmente devido a
comorbidades subjacentes, como diabetes, hipertensdo, doencas cardiovasculares e
cerebrovasculares (BONGIOVANNI, et al., 2021 ; OLIVEIRA, 2021). Segundo a OMS entre
2020 e 2030, a porcentagem da populacdo do planeta com 60 anos ou mais aumentara em
34%. Outrossim, as sociedades devem estar preparadas para a mudancga no perfil de demandas
e necessidades decorrentes deste padrdo de envelhecimento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022).
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O sistema imunoldgico senescente sofre alteracbes que afetam criticamente o
desenvolvimento de respostas imunes adaptativas relacionada a involugdo do timo em cerca
de 99% em idosos, em relagcdo aos recém-nascidos, acarretando em frequéncias reduzidas de
células T CD8 + e CD4 + virgens, diminuicdo na producdo de anticorpos e reacOes de
hipersensibilidade do tipo retartadado reduzida, diminuindo assim, a competéncia do sistema
imunolégico para combater infeccbes por patdégenos, como como SARS-CoV-
2. (GORONZY etal., 2001; SANTOS et al., 2021; WESTMEIER et al., 2020).

Embora as células T senescentes ndo respondam a estimulacdo subsequente, assim
como as células T anérgicas, elas sdo, em contraste, metabolicamente ativas e produzem
abundantemente citocinas, incluindo I1L-6 e TNF-a, uma vez que a mudanga mais significativa
relacionada a idade no sistema imunolégico humano € a qualidade e o fendtipo do
subconjunto de células T CD8 citotdxicas. Em infec¢bes cronicas essas células T tornam-se
experimentadas pelo antigeno e adquirem um fenétipo pro-inflamatério desregulado
(VICENTE et al., 2016).

3.4 COVID-19 e biomarcadores imunoinflamatérios

A resposta do organismo contra 0 SARS-CoV-2 envolve diferentes bragos do sistema
imune, incluindo barreiras de tecido, resposta inata e adaptativa, bem como mediadores de
moléculas moduladoras. Assim, a entrada do virus na célula hospedeira desencadeia a
estimulacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro, que serd encontrado primeiro pelas
células do sistema imunolégico inato por meio de células apresentadoras de antigeno (APC),
por exemplo, células dendriticas e macréfagos como linha de frente do sistema imunolégico.
APC tem Receptores de Reconhecimento de Padrées (PRR) incluindo receptores Toll-like
(TLRs), NOD-like receptors (NLRs), RIG-I-like receptors (RLRs) e outras pequenas
moléculas livres que estdo localizadas em varios lugares nas células hospedeiras, como
membranas plasméticas, membrana endossomica, lisossomas, endocitolisossomos e citosol
(ABOUDOUNYA e HEAD et al., 2021; ASTUTI e YSRAFIL et al., 2020).

O sistema imune inato do hospedeiro detecta infecgdes virais usando receptores de
reconhecimento de padrGes (PRRs) para reconhecer padrbes moleculares associados a
patogenos (PAMPs). Os PAMPs reconhecidos por receptores Toll-like (TLRs) incluem

lipidios, lipoproteinas, proteinas e é&cidos nucléicos, bem como, membranas celulares,
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endossomos, lisossomas, endocitolisossomos e outras pequenas moléculas que séo
encontradas nos componentes estruturais de virus ou produtos intermediarios, como dsRNA e
induzem a sinalizacdo em cascata para produzir efetores celulares do sistema imunolégico (Li,
G. etal., 2020).

A resposta do hospedeiro e a eliminagdo de infecgdes virais dependem fortemente da
expressao do interferon tipo | (TLIFN). A expressdo de T1IFN e sinais a jusante modulam as
respostas celulares e reprogramam as células em um "estado antiviral”, subsequentemente
promovendo o controle da infeccdo e a eliminacdo do patdégeno. No entanto, em alguns
individuos infectados pelo SARS-CoV-2, hd uma supressdo desses mecanismos, evitando
assim, o reconhecimento do patégeno pelo sistema imunoldgico. A diminuicdo das respostas
antivirais de IFN resulta em replicacdo viral descontrolada, bem como o blogqueia a maturacao
das células dendriticas e torna o sistema imunoldgico incapaz de montar resposta imune
adaptativa eficiente, estando associado, portanto, a doenca mais grave e pior prognostico
(AHMADPOUR e AHMADPOOR, 2020; FELSENSTEIN et al., 2020).

O sistema imunoldgico inato é a primeira linha de defesa, representa uma resposta
rapida e estereotipada a um ndmero grande, mas limitado, de estimulos, sendo é responsavel
por reconhecer certos componentes estruturalmente conservados de um virus, por
conseguinte, montar uma producdo inicial de interferons, bem como de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias. Os interfeons e outras citocinas recrutam células imunitarias
(macrofagos, neutréfilos, células dendriticas e células Natural Killer — NK) para as respostas
celulares citotdxicas e adaptativas subsequentes. Assim, a apresentacdo do antigeno
subsequentemente estimula a imunidade humoral e celular do corpo, que sdo mediadas por
celulas B e T especificas do virus e fazem parte do sistema imune adaptativo, que tem como
objetivo a producdo de anticorpos neutralizantes especificos contra o virus e o
desenvolvimento de memoria duradoura contra o patégeno (CRUVINEL et al., 2010; DOS
SANTOS, 2021).

O segundo braco da imunidade do hospedeiro contra a infeccdo viral é a imunidade
adaptativa que envolve as respostas das células T e B. A entrada do virus e a infeccao celular
desencadeiam a resposta imune do hospedeiro, e a cascata inflamatoria € iniciada pelas
células apresentadoras de antigeno (APC). Assim, 0 processo comega com a APC realizando
duas funcBes: inicialmente apresentam o antigeno estranho as células CD4" (Thl), por

conseguinte, liberaram interleucina-12 para estimular ainda mais a célula Thl, essas células
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que estimulam células CD8". As CD8" terdo como alvo quaisquer células contendo o antigeno
estranho, podendo matar diretamente as células infectadas por virus. Além disso, as células
Th1 ativadas estimulam as células B a produzir anticorpos especificos para o antigeno (RABI
et al., 2020; WANG et al., 2020; FELSENSTEIN et al., 2020).

As proteinas estruturais sdo 0s principais determinantes antigénicos responsaveis por
induzir uma resposta imunoldgica contra infecg¢Ges virais, l0ogo, as respostas imunes humorais
ao SARS-CoV-2 sdo mediadas por anticorpos que sao direcionados as glicoproteinas de
superficie viral, principalmente a proteina S e a proteina do nucleocapsideo (N). Dentre elas, a
proteina S é a proteina viral com epitopos mais antigénicos para induzir respostas de células T
e B. Esses anticorpos se ligam ao virus, mas apenas alguns sdo capazes de neutralizar a
infeccdo viral de células e tecidos humanos que expressam a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2) (POLAND et al., 2020; VERMA e SUBBARAO, 2021).

O principal papel dos anticorpos neutralizantes é a ligacdo ao antigeno e a interagéo
com células que contém receptores Fc y para modular as respostas imunes subsequentes. O
estudo de coorte realizado por Jiang et al., (2020) mostrou que na fase de convalescenca
foram detectados em amostras de soro de pacientes que se recuperaram do COVID-19
respostas 1gG/IgM ao SARS-CoV-2, especialmente a proteina N, S1, ORF9b, nsp5. Assim, 0s
anticorpos neutralizantes funcionais especificos para SARS-CoV-2 que sdo produzidos apos
infecgdo, vacinagdo ou ambos (glicoproteina anti-Spike e anti-RBD) séo considerados
importantes para a neutralizacdo e depuracao viral e sdo quantificados pelo uso de ensaios de
neutralizacdo in vitro. Por essas razdes, os titulos de anticorpos podem ser bons
biomarcadores para a eficacia protetora dos anticorpos e respostas imunes humorais bem-
sucedidas ap0s a exposicdo ao SARS-CoV-2 (POLAND et al., 2020).

Um estudo realizado inicialmente com 173 pacientes com infeccdo por SARS-CoV-2
mostrou soroconversdao em 93% dos pacientes com um tempo médio de 11 dias apos o inicio
dos sintomas. O pico de resposta de anticorpos entre a segunda e a terceira semana apos a
infeccdo diminui posteriormente e € caracterizado pela presenca de IgA, IgM e IgG no plasma
e na saliva. Embora IgM seja a primeira linha de resposta humoral, uma particularidade da
infeccdo por SARS-CoV-2 é que todos os trés isotipos podem ser detectados em um intervalo
de tempo estreito na soroconversdo. Na verdade, 1gG e IgA podem ser frequentemente
detectados antes mesmo de IgM, indicando que a resposta IgM inicial pode ser fraca, que IgG

especifico ou precursor de célula B de IgA existem no compartimento de célula B de memoria
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ou que a troca ocorre rapidamente apds o encontro com o antigeno. Portanto, a detec¢do de
IgG ou IgA pode mostrar maior sensibilidade do que IgM nos estdgios iniciais da infeccdo
(ALIPOOR et al., 2021).

O SARS-CoV infecta principalmente as células epiteliais do pulmao, assim, o virus é
capaz de entrar em macrofagos e células dendriticas, sendo, portanto, um fator limitante na
inducdo de citocinas pré-inflamatorias que podem contribuir para a evolucdo doenca, deste
modo, muitas citocinas e quimiocinas sdo produzidas por esses tipos de células e estdo
elevadas no soro de pacientes infectados com SARS-CoV. Logo, entender 0os mecanismos
imunolégicos subjacentes as vérias apresentagdes clinicas de COVID-19 é uma etapa critica
no delineamento de estratégias terapéuticas racionais (FEHR e STANLEY, 2015).

As primeiras citocinas liberadas sdo a interleucina 1 (IL1B) e o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), que atraecm os leucoécitos circulantes para o local da infec¢do, incluindo
neutro6filos, mondcitos , macrdfagos e células natural killer (NK). E importante destacar ainda
gue o0 TNF-a é uma citocina pleiotropica, induzindo a producédo de IL-1 e IL-6, e juntos, esses
fatores promovem processos celulares como quimiotaxia, aumento da permeabilidade
vascular e hiperalgesia (DA SILVA, et al., 2022). Essa resposta imunoldgica inicial adjacente
ao sistema complemento constitui a resposta imune inata. Sequencialmente essas células
atacam diretamente o patdgeno invasor e também liberam citocinas adicionais, principalmente
a interleucina-6 (IL-6), a qual pertence a familia das glicoproteinas e est4 envolvida em varios
processos imunomoduladores e inflamatorios. A IL-6 é produzida como resultado de lesbes e
infeccdes teciduais, e é essencial para invocar a resposta imune adaptativa, que recruta células
T e células B para o local da infeccdo. Portanto, a IL-6 desempenha um papel significativo
tanto na fase aguda quanto no processo inflamatorio em si (GARG et al., 2021; LEVY e
SANCHEZ, 2020).

Segundo Arunachalam, et al., (2020) a maioria dos pacientes com COVID-19 grave
exibe niveis aumentados de marcadores pré-inflamatdrios, incluindo IL-6 e IL-1p, bem como
MCP-1, IP-10 e fator estimulador de coldnia de granulécitos (G-CSF) no plasma. Deste
modo, o0s niveis aumentados de mediadores pré-inflamatoérios no plasma, incluindo IL-6, TNF
e oncostatina M , associados a respostas imunes inatas suprimidas em mondcitos sanguineos e
céluas dendriticas sugerem uma condicdo clinica semelhante a sepse.

Numerosos estudos delinearam a acéo da patogénese de COVID-19 com a inducdo de

tempestade de citocinas durante a fase progressiva da infec¢do. Assim, a sindrome do
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desconforto respiratério agudo (SDRA) é uma complicagdo imunopatolégica comum para
infeccOes por MERS-CoV, SARS-CoV e SARS-CoV-2, como resultado de uma resposta
inflamatdria sistémica descontrolada resultante da liberacdo de grandes quantidades de
citocinas pro-inflamatérias (IFN-a, IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-12 , receptor de IL-2 (IL-2R), IL-
10, IL-18, 1L-33, TNF-a, TGFB, etc.) e quimiocinas (CCL2, CCL3, CCLS5, CXCLS8, CXCL9,
CXCL10, etc.) por células efetoras imunes na infeccdo por COVID-19. Logo, altos niveis
dessas moléculas, incluindo IL-6, IL-2, receptor de IL-2 (IL-2R), IL-10, TNF-a e IFN-y, foi
descrito em pacientes com COVID-19 grave e refratario. Da mesma forma, os pacientes que
tiveram o 6bito como desfecho, também exibiram niveis elevados de IL-6, IL-2R, I1L-8, IL—
10 e TNF—a em comparacdo com pacientes recuperados (MOORE E JUNE et al., 2020;
SLOMK et al., 2020; LI, X. et al., 2020; ELSHAZLI et al., 2020; MANGALMURTI et al.,

2020), conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Principais biomarcadores imunoinflamatérios associados a gravidade e/ou
mortalidade de COVID-109.

Biomarcadores Principais funcdes associadas a COVID-19  Referéncias

imunoinflamatorios

IL-1 Niveis aumentados em pacientes com COVID- COSTELA-
19 grave. Tem sido associada a SARS, ZROUZIOZ etal,
hipercoagulacdo e coagulacdo intravascular
disseminada, aumento da carga viral, perda da
funcdo pulmonar, dano pulmonar e risco de
mortalidade.

IL-2 Niveis elevados de IL-2 ou seu receptor IL-2R  COSTELA-
em pacientes com COVID-19 sdo diretamente 2R$J2IOZ etal.,
proporcionais a gravidade da doenca.

IL-4 Em relacdo ao COVID-19 vérios estudos COSTELA-
detectaram niveis elevados de IL-4 como parte ZR(EJZIOZ etal.,
da tempestade de citocinas associada a
sintomas respiratorios graves.

IL- 6 Associado a senescéncia e a exaustio de GUBERNATO
células T em pacientes idosos com COVID-19, 2R(§)2\5A etal.,

sendo detectada em elevados niveis basais e COSTELA-
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IL-8

IL-10

IL-17

IFN-y

MCP-1

apresentando associacdo com danos cardiacos.

Tem sido associada a danos nos tecidos. Os
niveis sericos de IL-8 foram notavelmente
mais altos em pacientes com COVID-19 com
doencas leves ou graves em comparagdo com
controles saudaveis.

Atua em sinergia com IL-6 e IL-17 na fibrose
pulmonar, promovendo a deposicdo de
colageno.

Niveis aumentados na segunda semana apos 0
inicio dos sintomas, embora sem associcao
com imunodepressdo. Acredita-se ter fungéo
como mecanismo de controle da tempestade de
citocinas pro-inflamatérias observada em
pacientes graves e criticos.

Associada com  fase hiperinflamatoria,
tempestade de citocinas, com provavel
aumento da patologia pulmonar ou dano
pulmonar e diminuicdo da sobrevida. Interacdo
sinérgica com IL-6 e IL-8 para o
desenvolvimento da fibrose pulmonar.

Niveis elevados foram associados o aumento
da carga viral e a gravidade da doenca. O pico
tardio, paralelamente a queda na contagem de
linfocitos, parece promover aumento na
infiltracdo de neutréfilos nos alvéolos
pulmonares, juntamente com agravamento do
estado do paciente.

Aumenta rapidamente na fase aguda inicial da
infeccdo e depois diminui progressivamente

com o avanco da doencga; niveis elevados de

RUIZ et al.,
2020;

Ll etal., 2021.

FARA et al.,
2020;

SHIBABAW,
T. 2020;

FARA et al.,
2020;

COSTELA-
RUIZ et al.,
2020;
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IP-10

TNF-a

CXCL9/ MIG

RANTES

MCP-1 no liquido do lavado broncoalveolar de
pacientes com COVID-19 estdo associados a
patogenia do virus.

Os niveis séricos elevados em pacientes com
COVID-19 estdo associados a uma carga viral
mais alta, bem como, pacientes que
necessitaram de internacdo na UTI, sugerindo
sua relacdo com danos pulmonares e gravidade
da doenga.

Niveis séricos mais elevados em pacientes com
COVID-19 grave admitidos na UTI e
inversamente correlacionados com a contagem
de células T.

Possivel associacdo com elevado numero de
macrofagos e com recrutamento de células
inflamatdrias para o pulmado em pacientes com
COVID-19 grave e moderada.

Niveis elevados na doenca leve em relagdo aos
casos graves e correlagdo com a contagem de

linfocitos.

COSTELA-
RUIZ et al.,
2020;

COSTELA-
RUIZ et al.,
2020.

KHALIL et al.

2021.

ZHAO etal.,
2020.

Fonte: Propria

A infeccdo por betacoronavirus de mondcitos, macréfagos e células dendriticas resulta

em sua ativacdo e secrecdo de IL-6 e outras citocinas inflamatdrias. Assim, a IL-6 tem

propriedades pré-inflamatérias proeminentes e pode sinalizar através de duas vias principais

conhecidas como sinalizaco cis classica ou sinalizagdo trans. A ativagdo da sinalizag&o cis

resulta em efeitos pleiotropicos no sistema imune adquirido (células B e T), bem como no

sistema imune inato [neutréfilos, macréfagos e células natural killer (NK)], que podem

contribuir para a sindrome de liberagéo de citocinas. Na sinalizacéo trans, altas concentracdes

circulantes de IL-6 ligam-se a forma soltvel de IL-6R (SIL-6R), formando um complexo com

um dimero gp130 em potencialmente todas as superficies celulares. Isso resulta em uma

"tempestade de citocinas" sistémica envolvendo a secrecdo de fator de crescimento endotelial
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vascular, proteina quimioatraente de mondécitos—1 (MCP-1), IL-8 e IL-6 adicional, bem como
expressdo reduzida de E-caderina em células endoteliais (MOORE e JUNE et al., 2020).

O acimulo de evidéncias sugere que os pacientes com infeccdo pelo covid-19 que
necessitaram de internacdo em unidades de terapia intensiva (UTI), apresentaram maiores
concentracOes de fator estimulador de coldnia de granulécitos (G-CSF), proteina induzida por
interferon gama 10 (IP10), proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP1), proteina
inflamatdria de macréfagos lalfa (MIP1a) e TNFo em comparagdo aos pacientes que nao
foram admitidos na UTI. Niveis mais elevados de IL-2R, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-o foram
encontrados em pacientes que foram a oObito (idade média 68 anos) em comparacdo com
pacientes que se recuperaram da doenca (idade média 51 anos) no Hospital Tongji em Wuhan,
China (MAHMUDPOU, et al., 2020; CHEN, T. et al., 2020).

E importante destacar ainda a importancia do papel do TGF-p na diferenciagio de
celulas T auxiliares 17 de células T CD4 + naive, de modo que, as células Th-17 geram IL-17,
GM-CSF, IL-21 e IL-22. Assim, a IL-17 (formalmente, IL-17A) é 0 membro mais conhecido
de uma familia de citocinas multifuncionais, que promove a producdo de uma grande
quantidade de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias, e estd entre as citocinas que foram
significativamente correlacionadas com o escore de Murray de lesdo pulmonar e gravidade da
doenga em COVID-19. Portanto, para MERS-CoV, SARS-CoV e SARS-CoV-2, a gravidade
da doenca mostrou se correlacionar positivamente com os niveis de IL-17 e outras citocinas
pro-inflamatorias  relacionadas aThl7, como IL-1, IL-6, IL-15, TNF e IFNy
(MAHMUDPOUR et al., 2020; PACHA et al., 2020).

De forma anéloga a outros coronavirus e infecgdes virais, uma caracteristica comum
dos pacientes com COVID-19 ¢ a linfocitopenia, aumento da PCR, aumento da VHS e
aumento das enzimas hepaticas e mioenzimas. Nesses pacientes, o numero total de linfécitos,
T CD4", TCD8", células B e células Natural killer (células NK) diminui, sendo a reducéo de
células T CD8" mais significativa. Assim, varios estudos relataram a prevaléncia de
linfopenia entre 40% e 91,6% dos pacientes com COVID-19 e sugeriram que a linfopenia
pode ser usada como um fator de predigdo progndstica para COVID-19, bem como as
alteracOes de proporcdo de neutréfilos / linfécitos (NLR) pode ter algum valor preditivo no
diagnostico e gravidade da doenca. A deplecdo linfocitica nesses pacientes pode ser causado
por ataque direto do coronavirus nos linfocitos ou por apoptose imunomediada dos linfocitos.

Além disso, os mondcitos desencadeiam a inflamacdo por meio da produgéo de citocinas e da
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ativacdo de linfocitos. Neste sentido, estudos mostraram que a lesdo pulmonar aguda e a
sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) em pacientes com COVID-19 sdo
consistentes com a ativacdo excessiva de mondcitos/macrdéfagos e tempestades de citocinas
(KARIMI et al., 2020; SHANG et al., 2020; YUAN et al., 2020).

A importancia de uma baixa contagem de linfocitos como sintoma hematolégico de
infeccdo por COVID-19 tornou-se evidente em varios estudos, a exemplo do estudo de
Slomk et al (2020) e Elshazli et al (2020) que reforcam segundo os pesquisadores, que a
gravidade entre os pacientes com COVID-19 pode estar correlacionada com niveis mais altos
de contagem de leucdcitos e niveis mais baixos de linfdcitos, células T CD4" e contagens de
células T CD8". A este respeito, poderiamos especular que a deple¢do no nimero de
contagem de linfécitos € diretamente proporcional a gravidade da infeccdo por COVID-19 e a
alta taxa de sobrevivéncia da doenca estd associada a capacidade de renovar células
linfocitérias, particularmente linfécitos T que sdo crucial para destruir as particulas virais
infectadas.

Segundo Alipoor et al ., (2021) em pacientes graves com COVID 19, as respostas
celulares T CD8+ foram mais frequentes e robustas do que as respostas de células T CD4+ e
um aumento precoce no numero de células T CD8+ foi correlacionado com a gravidade da
doenca. As células T CD8+ continham um grande nimero de granulos citotoxicos que podem
ter induzido lesbes imunoldgicas graves nos pacientes. Nesse sentido, a COVID-19 também
induz o esgotamento das células T, logo, a exaustdo celular é um estado de disfuncdo dessas
células que surge durante muitas infeccdes crbnicas, bem como durante infeccdes virais
persistentes. Além disso, a tempestade de citocinas também pode promover apoptose ou
necrose das celulas T e, assim, reduzir seus nimeros.

O achado mais comum em pacientes com COVID-19 € coagulopatia, apresentando um
aumento da concentracdo de dimero D, diminuicdo relativamente modesta na contagem de
plaquetas e um prolongamento do tempo de protrombina. Assim, estritamente ligada ao dano
endotelial estd a coagulopatia por ativacdo da cascata de coagulacdo, que pode favorecer a
trombose arterial e venosa e, por fim, ocasionar a coagulagédo intravascular disseminada
(CID). Outras anormalidades laboratoriais que podem ser relevantes para a coagulopatia séo o
aumento da enzima lactato desidrogenase (LDH), como marcador confiavel de hemolise e, em
alguns pacientes, concentracdes notavelmente altas de ferritina que lembram os achados na
microangiopatia trombotica (LEVI et al.; 2020; KREIDIEH e TEMRAZ, 2020).
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Neste sentido, niveis elevados de dimero D, LDH e ferritina ganharam atengdo na
infeccdo por COVID-19 como um preditor de SDRA, risco de admissdo em unidade de
terapia intensiva (UTI) e risco de morte (CAVEZZI, et al., 2020 ; LEVI, et al.; 2020). Logo,
mudancas nos parametros fisiopatoldgicos, como hematologicos e histopatoldgicos, podem
atuar como uma medida para detectar a SARS-CoV-2. Assim, 0 monitoramento dos
pardmetros hematoldgicos pode servir como indicador clinico de gravidade e prognostico da
doenca para intervencdo precoce do tratamento, mas ndao como ferramenta diagndstica
(KUMARI et al., 2020).

Diversos estudos apresentam similaridades no diagnostico laboratorial, o que contribui
para uma melhor compreensdo para o desfecho clinico laboratorial do SARS-CoV-2, e
também sdo ferramentas cruciais no manejo clinico e evolucdo da doenca. Nesse sentido, 0s
estudos realizados por (GANDHI et al. 2020; KREIDIEH e TEMRAZ, 2020) relatam que 0
nivel de procalcitonina é geralmente normal, 0 que é esperado em pacientes com infec¢cdo ndo
complicada por SARS-CoV-2, ao passo que pacientes com coinfec¢do bacteriana sobreposta
e, portanto, desenvolvendo uma infec¢do grave sdo mais propensos a ter um nivel elevado de
procalcitonina, uma vez que durante as infec¢Bes bacterianas, a producdo de procalcitonina é
amplificada e sustentada pelo aumento da producéo de IL-1p3, TNF-a e IL-6, por outro lado,
sua producdo é regulada negativamente pelo INF-y, que aumenta nas infecgdes virais.

Diante  desse contexto, esse trabalho buscou estudar biomarcadores
imunoinflamatérios em idosos hospitalizados diagnosticados com COVID-19, e avaliar a
correlacdo das alteracfes dos biomarcadores como preditores no desfecho de progndsticos de
maior gravidade, uma vez que , niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias
correlacionam-se com pneumonia grave e evolucdo com Sindrome respiratoria aguda grave,
que favorecem aumento da morbidade e mortalidade nesse grupo de risco. Assim, podemos
destacar a necessidade e importancia de estudos clinicos controlados para elucidar o papel dos
biomarcadores inflamatérios no COVID-19 para o direcionamento das pesquisas de
tratamentos que sejam eficazes, buscando prevenir a ocorréncia de formas graves da doenca,

contribuindo para um desfecho positivo e diminuicdo da taxa de mortalidade.
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizacao da pesquisa e da populacéo do estudo

Foi realizado um estudo de coorte observacional, longitudinal e prospectivo,
compreendendo o periodo entre junho e agosto de 2020, em 92 pacientes com evolugdo
clinica para internacdo hospitalar diagnosticado com covid-19 por Rt-pcr, no hospital
Metropolitano Dom José Maria Pires, um hospital terciario de referéncia em Jodo Pessoa,
Paraiba, Brasil, que é um hospital designado para tratar pacientes com pneumonia por SARS-
CoV-2. Foi obtido um termo de consentimento por escrito dos participantes ou representante
legal. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do
Hospital Universitario Lauro Wanderley (CAAE:31562720.9.0000.5183) (BELTRAO et al.,
2021).

As amostras foram obtidas com auséncia de aleatoriedade, e foram incluidos no estudo
todos os pacientes que testaram positivo para SARS-CoV-2 usando a reacdo em cadeia da
polimerase da transcriptase reversa quantitativa em tempo real (rRT-qgPCR) com amostras do
trato respiratério e, em casos de rRT-gPCR negativo, usando exames clinicos, radiol6gicos
(opacidades em vidro fosco, com ou sem consolidacao, localizadas proximas as superficies
pleurais viscerais e distribui¢do bilateral multifocal — CO-RADS 5) e critérios soroldgicos
(IgG positivo para SARS-CoV-2). O kit rRT-PCR utilizou Biomol OneStep/COVID-19,
IBMP, Parana, Brasil. O acompanhamento dos pacientes internados compreendeu desde o
inicio do processo de internacdo a alta hospitalar ou 6bito. Como critério de exclusdo os
pacientes que nao foi confirmado diagnostico clinico e/ou laboratoriais e radioldgicos para
SARS-CoV-2, de acordo com as orienta¢bes provisérias da organizacdo mundial da satde
(BELTRAO et al., 2021).

As informagdes clinicas detalhadas de cada paciente foram obtidas a partir da analise
do prontuério durante o periodo de internagcdo, por meio de um questionario padrdo. Dois
sistemas de pontuacdo de gravidade foram usados na admissdo: (i) a avaliacdo rapida de
faléncia de 6rgdos relacionada a sepse, (ii) o National Early Warning Score 2. Os pacientes
foram submetidos a tomografia computadorizada (TC) de torax na admissao hospitalar para
investigar uma suspeita de SARS-CoV- 2 pneumonia.
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4.2  Classificagdo do espectro clinico da doenga com base nos sintomas

Todos os casos foram divididos em duas classificacbes clinicas: graves e
criticos. Casos graves (ndo criticos) foram classificados para pacientes que preencheram
qualquer um dos seguintes critérios: frequéncia respiratéria >30 ciclos/min, saturacdo de
oxigénio <93% em repouso, pressdo arterial parcial de oxigénio (PaO2)/concentracdo de
oxigénio (FiO2) <300 mmHg (1 mmHg = 0,133 kPa) e extensdo da lesdo pulmonar
(opacidade em vidro fosco) estimada >50%. Foram considerados casos criticos 0s pacientes
que preencheram algum dos seguintes critérios: manifestacdo de insuficiéncia respiratoria
com necessidade de ventilacdo mecanica, presenca de choque e outras falhas orgénicas que
necessitem de acompanhamento e tratamento em UT]I. Para os pacientes que atenderam aos
critérios de inclusdo, amostras de sangue foram coletadas antes de intervencdes ou terapias

que poderiam interferir ou alterar os niveis séricos de citocinas (BELTRAO, et al., 2021).

4.3 Anélise laboratorial

As amostras de soro dos pacientes foram submetidas a avaliacdo do perfil
imunoinflamatorio, por dosagem de citocinas (IL-17A, IFN, TNF, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2) e
quimiocinas (IP-10/CXCL-10, MCP-1/CCL-2, MIG/CXCL-9, RANTES/CCL-5, IL-8), por
técnica de citometria de fluxo, utilizando kit BD Human TH1/Th2/Thl7 e BD Human
Chemokines (BD Biosciences, USA), respectivamente. As amostras foram incubadas com
coquetel de esferas do kit para detec¢do das citocinas, segundo fabricante. Foram analisadas
em aparelho citdbmetro de fluxo (BD Accuri C6, USA), utilizando painel de analise que
acompanha o kit. A concentracdo de cada citocina foi determinada de acordo com a curva de

regressao linear obtida pelos padrdes que acompanham os kits (NECO et al., 2017).

4.4 Anélise estatistica

As variaveis foram analisadas quanto a distribuicdo de normalidade pelo teste Shapiro-
Wilk, sendo consideradas ndo paramétricas. ComparacBes entre 0s niveis de citocinas e
guimiocinas entre os individuos graves e criticos e entre sobreviventes e ndo sobreviventes
foram avaliados pelo teste de Mann-Whitney. O teste de correlacdo de Spearman foi usado

para observar qualquer correlacdo dos niveis de citocinas e quimiocinas entre si e com
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pardmetros bioquimicos e hematoldgicos dentro dos grupos. As diferencas foram
consideradas significativas em p<0,05, usando o software GraphPad Prism 9.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado um total de 92 amostras de pacientes com evolucao clinica
para internacdo hospitalar diagnosticados com COVID-19 por RT-PCR conforme apresentado
na (Tabela 4).

Os pacientes foram distribuidos em dois grupos, os pacientes graves, que contemplam
os que nao foram admitidos na unidade de terapia intensiva (UTI), e 0s pacientes criticos, que
representa o grupo que evoluiram com entrada na UTI. Dentre esses dois grupos, ainda foi
realizada uma analise dos pacientes que receberam alta hospitalar e os que tiveram o 6bito
como desfecho final. A distribuicdo das formas de apresentagdo da COVID-19 para esse
estudo contemplaram 66 casos de pacientes com quadro clinico grave e 26 pacientes com a
forma critica de apresentacdo da doenca. A tabela 4 apresenta os dados sociodemograficos

dos idosos com COVID-19 de acordo com o desfecho 6bito.

Tabela 4- Dados sociodemograficos dos idosos com COVID-19

Desfecho

Sobrevivente Nao sobrevivente

(N=79) (N=13)

Sexo, n (%)

Feminino 36 (87,80) 5(12,20)

Masculino 43 (84,31) 8 (15,69)
Idade, média (desvio padrao) 67,14 (10,89) 70 (13,12)
Forma clinica, n (%)

Grave 65 (98,48) 1(1,52)

Critico 14 (53,85) 12 (46,15)

Fonte: dados da pesquisa

Os resultados apresentados na tabela 4 corroboram os dados existentes em outros
estudos, onde os idosos com mais de 60 anos de idade foram os mais gravemente atingidos,
com uma média de idade entre 64 e 66 anos, com piores desfechos no sexo masculino (YUAN
et al., 2020; FOGARTY et al., 2020).

Para avaliar se 0s niveis séricos das citocinas poderiam servir como marcador de

gravidade da COVID-19, elas foram analisadas nos 92 pacientes do estudo, de forma isolada,
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sem levar em consideracdo as demais varidveis do estudo. Logo, a IL-17 A, foi a Unica que
apresentou diferenca estatistica, com aumento significativo nos pacientes criticos em

comparacado aos pacientes graves conforme apresentado na figura 4.

Figura 4 - Biomarcadores inflamatorios em soro de pacientes idosos diagnosticados com
COVID-19 segundo classificacdo entre graves e criticos.
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Como niveis mais altos de IL-17 A foram associados ao pior prognéstico dos
pacientes, foi feito ainda a andlise da curva ROC (Caracteristica Operacional do Receptor)
para confirmar a capacidade de discriminacdo dessa citocina como um biomarcador
importante no diagnostico e progndstico desses pacientes, a area sob a curva (AUC) foi 0,65,

conforme a presentado na figura 5.

Figura 5 - Curva de ROC IL-17A
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Perfis semelhantes a este estudo de citocinas pré-inflamatorias foram observados por
Pacha e colaboradores (2020), ao analisar amostra de pacientes com COVID-19, a elevacéo
de IL-17, além de outras citocinas distintas, foi positivamente correlacionada com um
aumento da pontuacdo de Murray para lesdo pulmonar. A IL-17 apresentou uma AUC de
0,926, indicando uma capacidade muito boa de distinguir entre casos graves e leves de
COVID-19. Em conjunto, essas anélises de pacientes com doenca pulmonar induzida por
coronavirus sugerem que a IL-17 pode servir como um biomarcador de gravidade da doenca e
um alvo potencial de terapia para mitigar os danos do SARS-CoV-2, particularmente no
pulméo.

Um estudo de meta-analise realizado por Fadlallah et al., (2021) também esta

consistente com nossos dados, o grupo de pesquisa investigou a relagdo entre niveis elevados
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da IL-17 A e gravidade da doenca, e indicou que 0s niveis de IL-17 A s&o um pouco mais
altos no grupo grave do que no grupo moderado. Embora o aumento dos niveis séricos em
individuos com doenca grave em relacdo aqueles com doenca moderada tenha sido
estatisticamente significativo, a associacdo nao foi tdo robusta quanto as outras comparaces.

Segundo Azevedo et al., (2020) a reacdo inflamatoria pulmonar a agentes infecciosos,
tem inicio com uma resposta Th1/Thl7, produzindo IL-17 e estimulando citocinas pro-
inflamatdrias, com consequente aumento da permeabilidade vascular permitindo que os
intensos infiltrados neutrofilicos déem o primeiro combate na infeccéo viral .

Funcionalmente, as células Th17 desempenham um papel na defesa do hospedeiro
contra patdgenos extracelulares em virtude de sua producédo de 1L-17 e IL-17F e mediando o
recrutamento de neutréfilos e macréfagos para tecidos infectados, deste modo, a IL-17 € um
mediador notavel e predominante da inflamacéo pulmonar, em conjunto com a IL-6 e IL-8, e
sdo sinergicamente responsaveis pela fibrose pulmonar secundéria a funcdo aberrante de
fibroblastos e células epiteliais ou derrame pleural do pulmao, e a persisténcia viral resulta em
dispneia e provoca SARS. Portanto, as respostas imunes desreguladas e exuberantes induzidas
por IL-17 demonstraram potencialmente causar a doenca COVID-19 em estagio 3
(caracterizada por uma fase hiperinflamatéria, tempestade de citocinas), provavelmente
através do aumento da patologia pulmonar ou dano pulmonar e diminui¢do da sobrevida
(SHIBABAW, T. 2020; MENDOZA, 2020).

Além de IL-17 A identificamos outro biomarcador inflamatério com significancia
estatistica na infeccdo por COVID-19 e fortemente correlacionadas com a gravidade clinica.
Assim, a analise dos niveis plasmaticos da quimiocina CXCL-9 também conhecida como
monocina induzida por interferon gama (MIG), estdo altamente associados a gravidade da
doenca e predizem a progressdo do COVID-19, uma vez que a correlacdo dos pacientes que
receberam alta hospitalar e dos que evoluiram com G@bito, independe da admissdo na UTI,
apresentou niveis mais baixos nos pacientes que foram a ébito conforme apresentado na
figura 6; e a analise de ROC mostrou uma area sob a curva (AUC) de 0,70, conforme a
presentado na figura 7, podendo portanto, ser um indicativo de progndstico nesses pacientes
auxiliando na identificagédo daqueles com maior risco de desenvolver complicagdes em casos

graves.
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Figura 6 - Biomarcadores inflamatorios em soro de pacientes idosos diagnosticados com

COVID-19 segundo desfecho de sobrevivente ou ndo sobrevivente.
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Figura 7 — Curva de ROC MIG/CXCL-9
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De acordo com a figura 8 que apresenta os biomarcadores inflamatérios de pacientes
idosos com a forma clinica critica de COVID-19 segundo desfecho de sobrevivente e os que
evoluiram com ébito, os resultados foram que entre os pacientes com forma clinica COVID-

19 critica ndo houve diferenca entre 0s niveis de citocinas ou quimiocinas detectadas no soro,
ndo apresentando diferenca estatistica.
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Figura 8- Biomarcadores inflamatorios em soro de pacientes idosos com a forma clinica
critica de COVID-19 segundo desfecho de sobrevivente ou ndo sobrevivente.
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Deste modo, as quimiocinas, desempenham um papel critico no combate a infec¢oes
virais, recrutando células imunes inatas e adaptativas para os locais de infecgdo e aumentando
sua funcdo citotoxica e sua capacidade de produzir mediadores antivirais. Embora as
quimiocinas sejam vitais para atrair células imunes para eliminar o virus, a expressao
exacerbada leva a inflamacdo excessiva e, consequentemente, SDRA. Assim, o controle de
quimiocinas e seus efeitos inflamatorios sdo cruciais para 0 manejo da doenca. Além disso,
estudar o perfil de quimiocinas de maneira temporal em pacientes com COVID-19 pode
melhorar nossa compreensdo dos processos imunopatologicos da infeccdo por SARS-CoV-2 e
pode servir como um importante marcador progndstico para progressao e desfecho da doenca
(BARIAA et al., 2021).

Além disso, a idade representa um fator chave na morbidade e mortalidade por
COVID-19, deste modo, uma coorte realizada por Angioni, et al., (2020) avaliou o perfil
imunoldgico de pacientes hospitalizados com COVID-19, identificou um perfil de
biomarcadores inflamatérios distinto dependente da idade associada a gravidade da doenca .
Logo, concluiram que fatores circulantes definidos - CXCLS8, IL-10, IL-15, IL-27 e TNF-a,
bem como reducdo significativa no nimero total de linfocitos T e um aumento da expressdo
de marcadores de exaustdo de células T - correlacionam-se positivamente com idade mais
avancada, maior tempo de hospitalizacdo e uma forma mais grave da doenca.

Bariaa, et al., (2021) afirmam que entre as quimiocinas significativamente elevadas em
casos fatais de COVID-19, CXCL8, CCL2 e CCL3 aumentaram de forma semelhante em
casos leves e graves durante os estagios iniciais da infeccdo e permaneceram em niveis
estaveis posteriormente em casos leves. No entanto, essas moléculas aumentaram ainda mais
durante os estagios finais da infeccdo nos pacientes que foram a 6bito. Por outro lado, 0s
niveis de CXCL9, CXCL10 e CCL7 ndo mudaram durante os estagios finais da doenca e sua
regulacdo positiva significativa para niveis mais altos em pacientes fatais os tornam
importantes preditores da gravidade do COVID-19.

E importante destacar ainda que o acimulo de células T efetoras em locais de
inflamacdo autoimune esta fortemente correlacionado com a expressdo de CXCR3, que é um
receptor de quimiocina que é altamente expresso nessas células e desempenha um papel
importante no trafego e funcéo dos linfocitos T. Logo, 0 CXCR3 é rapidamente induzido em
células virgens apos a ativacdo e, preferencialmente, permanece altamente expresso em

células T CD4+ do tipo Thl e células T CD8+ efetoras. No tocante as quimiocinas 0 CXCR3
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é ativado por trés ligantes induziveis por interferon CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-10) e
CXCL11 (I-TAC) (GROM:; LUSTER, 2011).

Em relacdo ao perfil inflamatério dos pacientes com COVID-19, é importante destacar
que a sindrome de liberacdo de citocinas, a superativacdo das células T CD4 " e
CD8 " efetoras e a producéo de citocinas e quimiocinas geram uma lesdo hiperinflamatoria
descontrolada em nivel tecidual, resultando em lesdo local em virtude do recrutamento de
células. O aumento da inflamacéo esta associado a linfopenia no sangue periférico, que € uma
das caracteristicas imunologicas mais importantes da doenca que esta associada a gravidade,
com uma queda significativa na proporcao linfocito/neutréfilo e disfuncio de células T CD4 *
(COPAESCU et al.; 2020).

Deste modo, no caso de uma resposta imune defeituosa, hd& um aumento do acimulo
de células imunes nos pulmdes, superproducéo de citocinas pro-inflamatérias levando a danos
nos tecidos pulmonares, SDRA e danos em multiplos érgaos devido a tempestade de citocinas
resultante que pode culminar no 6bito. Assim, o sistema imunolégico inato tende a se
desregular com o envelhecimento e adquire fendtipos pro-inflamatérios acompanhados de
inflamacao tecidual (BAJAJ, et al., 2021). Consistente a isso, diferencas conhecidas na funcéo
imune das células T e células B relacionadas a idade podem levar a um controle insuficiente
da replicagéo viral, aumentando a gravidade da doenga. (NETEA et al., 2020).

Portanto, a relacdo neutrdfilo-linfocito (NLR) é um pardmetro usado para avaliar o
estado inflamatério de um sujeito. Um estudo desenvolvido por Prozan, et al., (2021) foi
comparado diretamente a associacdo entre a NLR e um escore composto de resultados
adversos entre trés virus (SARS-CoV-2, virus da gripe (A e B) e virus sincicial respiratorio
(VSR). No grupo COVID-19, o resultado clinico ruim foi associado a maior NLR. Além
disso, ao realizar a analise ROC, apenas no grupo COVID-19 a NLR teve capacidade de
discriminacdo entre pacientes com resultados ruins e favoraveis. Logo, esses resultados
sugerem fortemente que a NLR é um marcador progndstico mais valioso no COVID-19 em
comparacdo com a gripe e 0 RSV.

Portanto, diante desse contexto os niveis mais baixos da quimiocina CXCL9 nos
pacientes que foram a Obito estdo correlacionados positivamente com RNL, deste modo,
quanto maior a quantidade de neutrofilos no sangue, maior a quantidade de CXCL9. Como 0s
pacientes criticos evoluiram para oObito, tendo provavelmente como um dos determinantes a

liberacdo em massa de citocinas e quimiocinas , o recrutamento de células para o local da
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infecdo pelo sistema imunoldgico , na tentativa de regular o cenério critico inflamatorio, pode
levar a exaustdo de células circulantes. Conforme apresentado na figura 9, a diminuigdo de
neutrofilos circulantes, culmina em niveis séricos baixos de CXCL9. Ja em relacdo a IL-8
estd correlacionado de maneira invertida, logo, a neutrofilia produz menos IL-8, acarretando
em uma resposta imunoldgica deficiente, pode se justificar , pelo fato de que , como os
pacientes foram a ébito, a IL-8 que poderia ajudar a eliminar a infecgdo esta presente em
niveis baixos na circulagdo do paciente.

Figura 9 - Correlagdes entre os biomarcadores inflamatorios séricos e variaveis de interesse
clinico em pacientes idosos diagnosticados com COVID-19.
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De fato, muitas quimiocinas elevadas no sangue de pacientes com COVID-19, como
CXCL9 e CXCL10, estdo envolvidas no recrutamento e/ou diferenciacdo de células T virgens
em Thl células (BARTLESON et al., 2021). Assim, a deplecdo linfocitica em pacientes
infectados, pode ser explicado pelo mecanismo de que pode ser causado por ataque direto do
coronavirus nos linfécitos ou por apoptose imunomediada dos linfécitos (YUAN et al., 2020).

Em conformidade com o apresentado nesse estudo, a gravidade da COVID-19 esta
associada a linfopenia, e muitos estudos mostraram uma correlacdo entre 0 mau prognostico
da doenca e a reducdo do numero total de células T periféricas no sangue. Ademais, a
linfopenia observada no COVID-19 grave pode ser ainda mais prejudicial para individuos
idosos, pois a imunossenescéncia leva a respostas mais fracas das células T que podem ser
ainda mais exacerbadas por um declinio no nimero de células T (BARTLESON et al., 2021).

Deste modo, com a senescéncia a imunidade inata e a funcdo da imunidade adaptativa
diminuem. Isso é caracterizado por: reconhecimento diminuido do patdégeno; quimiotaxia e
fagocitose de macréfagos, células natural Killer e neutréfilos; uma diminuicdo na diversidade
(TCR) de receptores de células T que reconhecem virus; e o timo, que € o principal
responsavel pela producdo de células T imaturas, comeca a ser substituido por tecido adiposo
naqueles com mais de 60 anos, de modo que a reserva de células T imaturas diminui. Ao
mesmo tempo, a capacidade de secrecdo de anticorpos das células B diminui com a idade, o
que pode levar a diminuicdo da resposta imune e a degradacéo irreversivel da imunidade inata
e adquirida. Essas mudancas impossibilitam que os idosos combatam e resolvam a infeccdo
por COVID-19 de maneira eficaz e eficiente (LI, Q.; CHENGYU, Z., 2021; BARTLESON, et
al., 2021).

Deste modo, a identificacdo de indicadores de gravidade da doenca, podem ser uma
excelente ferramenta para ajudar na elucidacdo da patogénese da doenca , diagndstico e
prognostico , auxiliando no manejo clinico de pacientes com COVID-19, com grande impacto

na tomada de deciséo que refletirdo no desfecho final de cada paciente.
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6- CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalno permitem inferir no tocante ao perfil
imunoinflamatdrio sérico em idosos hospitalizados diagnosticados com COVID-19, que a IL-
17A e a quimiocina CXCL-9 foram os biomarcadores mais proeminentes correlacionadas a
progressao da doenca entre as formas clinicas de apresentacdo da infeccdo abordadas nesse
estudo. Além disso, os niveis mais baixos da quimiocina CXCL-9 nos pacientes que foram a
Obito estdo correlacionados positivamente com RNL, que pode ser consequéncia do
recrutamento de células com receptor CXCR3 para o sitio da infeccdo, exacerbando a resposta
inflamatoria no local.

Portanto, foi possivel discutir os perfis de citocinas e quimiocinas e de suas
correlacdes entre si e com parametros bioquimicos e hematoldgicos referentes aos diferentes
estagios da infeccdo por SARS-CoV-2 abordados nesse estudo (grave e critico) e sua
importancia na estratificacdo de pacientes em risco de desenvolver complicacbes na
populacdo do estudo, considerando ainda a importdncia da imunossenescéncia e
envelhecimento inflamatério e como esses processos influenciam na resposta imune dos
idosos frente a infecgdes virais.

Com base nos valores preditivos e progndsticos do perfil imunoinflamatério, esses
biomarcadores devem ser incluidos nos testes clinicos de rotina de pacientes com COVID-
19. Uma vez que a analise desses biomarcadores inflamatérios durante os estagios da
infeccdo ajudard a identificar o possivel desfecho da doenca e a probabilidade de
desenvolvimento de complicagBes, sendo, portanto um cerne para tomada de decisdes e
conduta clinica direcionada para a prevengdo da ocorréncia de formas graves da doenca,

contribuindo de forma significativa para a diminuicdo da morbimortalidade.
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