UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

RAYANE MARTINS BOTELHO

ANALISE SERICA DE CITOCINAS E ANAFILOTOXINAS EM PACIENTES COM
COVID-19

MACEIO
2022



RAYANE MARTINS BOTEHO

ANALISE SERICA DE CITOCINAS E ANAFILOTOXINAS EM PACIENTES COM
COVID-19

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Alagoas, para a obtengdo do Titulo de
Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Urban Borbely
Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Karen Steponavicius Cruz
Borbely

MACEIO
2022



Catalogacao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisao de Tratamento Técnico
Bibliotecaria: Taciana Sousa dos Santos — CRB-4 — 2062

B748a Botelho, Rayane Martins.
Analise sérica de citocinas e anafilotoxinas em pacientes com covid-19 /
Rayane Martins Botelho, — 2022.
111 £z il. color.

Orentador: Alexandre Urban Borbely.

Coorientadora: Karen Steponavicius Cruz Borbely.

Dissertagio (Mestrado em Ciéncias da Saude) —~ Universidade Federal
de Alagoas. Instituto de Ciéncias Biologicas e da Satde, Programa de Pos-
Graduagdio em Ciéncias da Saade. Maceio, 2022,

Bibliografia: £ 96-111.

1. SARS-CoV-2. 2. COVID-19. 3. Prognéstico. 4. Citocinas, 5.
Anafilotoxinas. 1. Titulo.

CDU: 578.834: 612.017




A todas as vitimas da pandemia de
COVID-19.



AGRADECIMENTOS

A Deus, meu eterno guia;

Ao0s meus pais e irmaos, por todo suporte, carinho e amor durante essa intensa caminhada. Ao
meu noivo, Lucas Rodrigues, por trilhar esse caminho ao meu lado, por toda paciéncia, por me

ouvir, sempre me dando forgas e fornecendo incentivo nos momentos mais dificeis.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Alexandre Borbely, por todo conhecimento compartilhado, por
ndo me deixar desistir e sempre incentivar a continuar nessa longa jornada da vida académica.
A minha Coorientadora Dra. Karen Borbely, pelo auxilio fornecido durante a realizacdo dos

experimentos, por tirar tantas davidas imunologicas.

As minhas companheiras de luta, minhas Trofogirls, em especial a Eloiza Tanabe pela ajuda
com os experimentos, pelas rapidas aulas de estatistica, pelo auxilio durante toda a escrita dessa
dissertacdo e pelas caronas até o laboratorio; Ana Lucia Silva, por ser minha grande
companheira, pela ajuda na separacdo das amostras e realizacdo dos experimentos e analises
dos dados; Keyla Nobre por todo suporte durante a realizacdo da pesquisa e durante a escrita
dessa dissertacdo; e Camila Mendes, por todo companheirismo e auxilio durante o0s

experimentos.

Aos membros e professores do LBC, por todo suporte e auxilio durante o mestrado. E agradecer
em especial a técnica Juliane Silva, que proporcionou o pleno funcionamento do laboratério

durante esse periodo de crise que vivemos, permitindo que os experimentos fossem realizados.

Aos funcionarios do HUPAA, por se arriscarem em meio a uma pandemia e por realizarem a
coleta das amostras de sangue dos pacientes com COVID-19. Assim como, ao professor Dr.
Thiago Sotero e as residentes Larrisa Pinto e Juliana Leal que realizaram a notificacdo dos

novos pacientes que eram hospitalizados e as coletas dos dados clinicos.

A todos os professores do programa de pos-graduacdo em ciéncias da saude por todo

conhecimento repassado durante as aulas

E ao ministério da educacgdo e a UFAL, que foram as instituicbes de fomento que permitiram

que esse projeto pudesse ser concluido e executado com tato éxito.

Obrigado a todos!



“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é
sendo uma gota de agua no mar. Mas o0 mar seria
menor se lhe faltasse uma gota”.

(Madre Teresa de Calcuta)



RESUMO

Introducéo: A infeccdo por sindrome respiratoria aguda grave do coronavirus 2 (SARS-CoV-
2) se espalhou rapidamente, resultando na pandemia da doenca do coronavirus 2019 (COVID-
19). A patogénese da COVID-19 esté associada a uma resposta imune inadequada ou exagerada
que pode resultar em niveis significativamente elevados de citocinas, aumento do surgimento
de trombos, lesdo pulmonar, miocardite aguda e faléncia de multiplos 6rgdos. Embora véarios
dados tenham sido publicados, ainda existem lacunas de conhecimento e marcadores de
progndstico. Assim, nosso objetivo foi avaliar o perfil de citocinas e anafilotoxinas em
pacientes com COVID-19 em Alagoas, Brasil, para encontrar marcadores de progndsticos.
Metodologia: Estudo observacional transversal, com 76 participantes, sendo 56 com COVID-
19 com diagnostico confirmado por gRT-PCR e 20 doadores sem COVID-19. O estudo foi
aprovado pelo comité de ética humana (30732120.1.0000.5013). Os participantes do grupo
controle possuiam idade, sexo e comorbidades semelhantes ao grupo COVID-19. As amostras
de sangue foram obtidas assim que os pacientes chegaram ao HUPAA / UFAL e seu plasma foi
quantificado para citocinas (IL-1p, IL-6, IL-8, 1L-10, IL-12p70, IFN-02, IFN-B, IFN-A1, IFN-
A2 / 3, IFN-y, TNF-a, IP-10, GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-17A) e anafilotoxinas (C3a, C4a
e C5a) por ensaios baseados em esferas de citometria de fluxo. Resultados: Os pacientes com
COVID-19 apresentaram niveis reduzidos de GM-CSF e niveis aumentados de C3a e C4a, que
também foram encontrados como marcadores de gravidade. Também encontramos niveis
aumentados de IL-10 e IL-12p70 em pacientes que foram ao 6bito com COVID-19 em
comparacdo com aqueles que receberam alta hospitalar. Idosos com COVID-19 tiveram
aumento de IFN-A1, C3a e C4a em comparagdo com controles idosos. A comparagdo do género
dos pacientes com COVID-19 mostrou que as mulheres tinham niveis aumentados de IFN-a2,
IFN-A2 / 3, IFN-y ¢ GM-CSF. Em comparacdo ao controle do mesmo género, as mulheres
COVID-19 tiveram aumento de IFN-y, C3a e C4a, enquanto os homens tiveram redugao de IL-
1B, IL-12p70 e GM-CSF, e aumento de C3a e C4a. Por fim, a curva ROC das medidas C3a +
Cda teve alta especificidade (100%) e sensibilidade (85%). Conclusdo: lIdade, género e
comorbidades alteram citocinas especificas que podem ser marcadores para elas, enquanto o
aumento de IL-10 e IL-12p70 pode indicar mau prognéstico da COVID-19. C3a e C4a estavam
notavelmente aumentados em pacientes com COVID-19 e poderiam ser marcadores da
severidade da doenca, indicando com alta preciséo os pacientes que necessitariam de internacao
na UTIL.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Marcadores de progndstico; citocinas e anafilotoxinas.



ABSTRACT

Introduction: The severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection
fastly spread, resulting in the pandemic coronavirus disease 2019 (COVID-19). The
pathogenesis of COVID-19 is associated with an inadequate or exaggerated immune response
that can result in significantly elevated levels of cytokines, increased thrombosis, lung injury,
acute myocarditis and multiple organs failure. Although several data have been published,
knowledge gaps still exist and prognostic markers are needed. As such, our aim was to evaluate
the cytokines and anaphylotoxins profile in patients with COVID-19 in Alagoas, Brazil to find
prognostic markers. Methodology: A cross-sectional observational study, with 76 participants,
of which 56 had COVID-19 with diagnosis confirmed by qRT-PCR, while 20 were donors
without COVID-19. The study was approved by the human ethical committee
(30732120.1.0000.5013). Control participants were age, sex and comorbidities-matched to the
COVID-19 group. Blood samples were obtained as soon as patients arrived in the
HUPAA/UFAL and their plasma were quantified for cytokines (IL-1p, IL-6, I1L-8, IL-10, IL-
12p70, IFN-02, IFN-B, IFN-A1, IFN-A2/3, IFN-y, TNF-a, IP-10, GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-6 and
IL-17A) and anaphylotoxins (C3a, C4a and Cb5a) by flow cytometry bead-based assays.
Results: COVID-19 patients had reduced levels of GM-CSF, and increased levels of C3a and
C4a, which were also found as markers of severity. We also found increased levels of IL-10
and 1L-12p70 in COVID-19 diceased patients in comparison to those hospital discharged.
Elderly with COVID-19 had increased IFN-A1, C3a and C4a in comparison to elderly controls.
Sex comparison of COVID-19 patients showed that women had increased levels of IFN-02,
IFN-A2/3, IFN-y and GM-CSF. In comparison to control of the same sex, COVID-19 women
had increased IFN-y, C3a and C4a, while men had reduced IL-1p, IL-12p70 and GM-CSF, and
increased C3a and C4a. Lastly, the ROC curve of C3a+C4a measures had high specificity
(100%) and sensitivity (85%). Conclusion: Age, sex and comorbidities change specific
cytokines that could be markers for them, while IL-10 and IL-12p70 increase could indicate a
bad prognosis. C3a and C4a were remarkably increased in COVID-19 patients and could be
markers of COVID-19 severity, indicating with high accuracy patients that would require ICU
admission.

Keywords: SARS-CoV-2; Prognostic markers; cytokines and anaphylotoxins.
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1.INTRODUCAO

Em 2019 em Wuhan houve um surto de pneumonia viral (SHEERVALILOU, et.al.
2020) causado por uma nova cepa de coronavirus (LIU, KUO et.al. 2020). O virus em questao
foi nomeado como Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2)
(CORONAVIRIDAE STUDY GROUP OF THE INTERNATIONAL COMMITTEE ON
TAXONOMY OF VIRUSES, 2020), e a doenca causada por ele foi denominada, pela
organizacdo mundial da saiude (OMS), como doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) (LIU,
KUO et.al. 2020). Esse novo coronavirus pertence a mesma familia de coronavirus ja
conhecidos por causarem alteracdes respiratérias graves, sdo eles Coronavirus da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave-CoV (SARS-CoV) e Coronavirus da Sindrome Respiratoria do
Oriente Médio-CoV (MERS-CoV) (PEIRIS, et.al. 2003; RAJ, et.al. 2014). O novo coronavirus
possui estrutura similar aos demais coronavirus ja identificados, apresentando-se como uma
particula esférica, envolta por um envelope viral com genoma de RNA de fita simples e sentido
positivo (LIU, KUO et.al. 2020).

Ao desenvolver a COVID-19, o paciente pode apresentar a doenca de forma
assintomatica ou iniciar com sintomas predominantemente respiratorios, caracteristicos da
sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA), no entanto em casos graves pode resultar
em Obito (GISONDI, et.al. 2020). Alguns pacientes, durante agravamento do quadro clinico,
apresentam rapida progressdo para lesdo pulmonar aguda, choque séptico, disfuncdo de
maultiplos 6rgdos e estado pro-trombético (MEHTA, et.al. 2021).

Sabe-se que a resposta imune inata e a adquirida estdo sendo ativadas pela infec¢do por
SARS-CoV-2 (MORTAZ, et.al.2020). A imunidade inata é conhecida como a primeira linha
de defesa do organismo, sendo responsavel por gerar uma resposta inflamatéria imediata,
minutos apos a entrada do patdgeno no hospedeiro (ROMO, et.al. 2016; KAUR, et.al. 2019).
Dentro da imunidade inata podemos citar a imunidade celular, gerada por células de origem
hematopoiéticas, como mastocitos, eosinofilos, neutréfilos, macréfagos, células dendriticas e
células natural Killer (NK), capazes de produzirem e liberarem mediadores inflamatorios como
interleucinas (WEISKOPF, et.al. 2009; ROMO, et.al. 2016).

Além da resposta imune por meio da acdo celular, a imunidade inata possui a resposta
humoral, mediada por componentes da cascata do sistema complemento e de coagulacao, assim

como anticorpos naturais (NAb) (MALONEY, et.al. 2020). O sistema complemento pode ser
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ativado por trés vias distintas, conhecidas como via cléssica, via alternativa e via da lectina
(SARMA, et.al. 2011). Com a ativacao das vias, 0 sistema complemento é capaz de gerar a
opsonizacdo de patogenos, causar lise celular e a producédo de anafilotoxinas (SARMA, et.al.
2011).

Ap0s a deflagracdo da resposta imune inata o organismo inicia o desenvolvimento da
resposta imune adaptativa, sendo as células apresentadoras de antigeno a “ponte” entre a
imunidade inata e a adaptativa, capazes de sinalizar e recrutar os linfocitos, os quais se dividem
em linfécitos T e B (BONILLA, et.al 2010; LIONGUE, et. al. 2011). Essas células possuem a
capacidade de produzir componentes importantes para uma resposta imunoldgica efetiva, como
citocinas e anticorpos. As citocinas possuem efeitos autocrinos, paracrinos ou endocrinos, com
capacidade pleiotrépicas em diferentes células, agindo de forma complexa na regulacdo da
resposta imunolégica (DINARELLO, et.al. 2007; RAMANI, et.al. 2015, LIN, et.al. 2019).

E de conhecimento que a COVID-19 é capaz de provocar respostas imunes excessivas
e descontroladas no hospedeiro, como a hipercitocinemia ou “tempestade de citocinas” que ¢é
caracterizada pela superproducdo de citocinas pro-inflamatdrias com alta atividade bioldgica
em diversas células, tendo como consequéncia um dano extenso aos tecidos (DI GENNARO,
et.al. 2020; SONG, et.al. 2020; HU, et.al. 2021). A presenca da tempestade de citocinas esta
associada com os casos graves da COVID-19 (AZKUR, et.al. 2020). Em adi¢do, também foi
encontrado que durante a infeccdo por SARS-CoV-2 ha uma forte ativacdo do sistema
complemento em 6rgdos, como o pulmdo e rins, além de estarem associados com o
desenvolvimento dos trombos durante a COVID-19 (NORIS, et.al. 2020; CONWAY, et.al.
2020)

Diante do apresentado conhecer o perfil da resposta imunoldgica gerada nos pacientes
diagnosticados com a COVID-19 é de suma importancia, visto que a fisiopatologia dessa
doenca ainda ndo se encontra completamente elucidada e ha fortes indicios de que a doenga é
capaz de gerar uma resposta imunologia alterada, com elevados niveis de citocinas e

componentes do sistema complemento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conceitos Basicos de Imunologia

Imunidade significa defesa do hospedeiro contra enfermidades, cujo objetivo é a
manutencdo da homeostase tecidual e integridade do organismo (SATTLER, 2017). Sendo o
desenvolvimento do sistema imune considerado uma vantagem evolutiva para a efetiva
sobrevivéncia do ser humano, sendo composto por diferentes células e moléculas, capazes de
gerar uma resposta imunologia para a defesa do organismo (SATTLER, 2017). A imunidade
pode ser dividida em dois tipos, que variam de acordo com a velocidade e especificidade da

resposta gerada, conhecidas como imunidade inata e adaptativa (PARKIN, 2001).
2.1.1 Imunidade Inata

Imunidade inata ou natural é a primeira linha de defesa do hospedeiro, fornecendo uma
resposta imediata (ROMO, et.al. 2016), capaz de gerar uma resposta inflamatéria em minutos
apos a entrada do patdégeno (KAUR, et.al. 2019). Possui papel principal na manutencdo da
homeostase, na prevencdo da invasdo de microrganismos, assim como € capaz de contribuir
para desencadear a imunidade adaptativa (ROMO, et.al. 2016, KAUR, et.al. 2019). Tal
imunidade é composta por barreiras fisicas, microbioldgicas e quimicas; elementos humorais,
como proteinas componentes do sistema complemento, proteinas de fase aguda e outras
pentraxinas, colectinas e peptideos antimicrobianos como as defensinas; células de origem
hematopoiéticas, como mastocitos, eosinofilos, neutréfilos, macréfagos, células dendriticas e
células natural Killer (NK) (PARKIN, 2001; WEISKOPF, et.al. 2009; ROMO, et.al. 2016;
KAUR, et.al. 2019). O método de atuacdo da imunidade inata é executando a mesma resposta
rotineiramente, possuindo menor especificidade do que a imunidade adaptativa (BOEHM, et.
al. 2014).

O sistema imune inato é capaz de reconhecer e diferenciar moléculas estranhas das
produzidas pelo préprio organismo, identificando padrées moleculares associados a patégenos
(PAMPs) (PARKIN, et.al. 2001; NICHOLSON, 2016). Além destes padrdes, as células da
imunidade natural reconhecem sinais liberados por células proprias quando estdo lesionadas ou
em morte celular, conhecidos como padrées moleculares associados ao dano (DAMPS) ou
alarminas (VENEGAS, et.al. 2016). Para o reconhecimento dos PAMPs e DAMPSs 0 organismo

faz uso dos receptores de reconhecimentos de padrdes, que incluem os receptores semelhantes
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a Toll (TLRs), receptores semelhantes a dominio de oligomerizacdo de nucleotideo (NOD),
receptores de lectina tipo C, entre outros (KAUR, et.al. 2019).

Dentre as células que atuam no sistema imune inato, os fagocitos como macrofagos,
células dendriticas, mondcitos e neutréfilos atuam como a primeira linha de defesa aos
microrganismos que rompem as barreiras fisicas de protecdo (NICHOLSON, 2016;
ROSOWSKI, 2020). Os neutrofilos sdo altamente atuantes na defesa contra infecgdes
bacterianas e fungicas, possuem a habilidade de formar armadilhas extracelulares de neutrofilos
(NETS) para capturar patégenos grandes, assim como durante o desenvolvimento da inflamac&o
aguda, fagocitam e liberam moléculas capazes de matar microrganismos invasores
(WEISKOPF, etal. 2009; NICHOLSON, 2016; ROSOWSKI, 2020). J& os macr6fagos
possuem importante papel na iniciacdo da inflamag&o, por meio da liberacdo de mediadores
inflamatorios como interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), eliminagdo
dos patdgenos invasores, por meio de fagocitose, reparo e remodelacéo tecidual, além de serem
capazes de regular a resposta imune adaptativa, pois estes possuem a capacidade de
processamento e apresentacdo de antigenos (WEISKOPF, et.al. 2009; NICHOLSON, 2016;
ROSOWSKI, 2020). Os monacitos sanguineos sdo desenvolvidos na medula 6ssea adulta e em
homeostase corporal podem se diferenciar em mondcitos de patrulha ndo classicos ou em
macrofagos teciduais em estado estacionario (OZANSKA, et.al. 2020). Essas células também
podem desenvolver atividades inflamatérias, com aumento na producdo de citocinas, como
TNF-0, IL-1p quando expostos ao lipopolissacarideo (LPS), acOes regenerativas ou de
apresentacdo de antigenos quando recrutados para tecidos inflamados (GUILLIAMS, et.al.
2018; OZANSKA, et.al. 2020). Ja as células dendriticas, além da fagocitose, possuem funcao
essencial na ligacdo do sistema imune inato e o adaptativo, processando e apresentando
antigenos, além de regular a funcdo de outras células imunolégicas por meio de citocinas
(WEISKOPF, et.al. 2009; ROSOWSKI, 2020).

Outra célula atuante no sistema imune inato sdo as células NK, as quais possuem
diversas funcGes biologicas, primordialmente citotoxicas, capazes de reconhecer e matar
células infectadas com virus e células neopléasicas, além de secretar citocinas, como interferon-
vy (IFN-y) (WEISKOPF, et.al. 2009; MANDAL, et.al. 2015; NICHOLSON, 2016). Além das
NKs, também podemos citar os granulocitos, como eosindfilos, mastdcitos e basofilos, células
efetoras conhecidas por desempenhar papéis fundamentais nas respostas contra parasitas e nas

reacOes de hipersensibilidade do tipo | (RIGONI, et.al. 2018). Os eosintfilos dependem de
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citocinas como IL-3, IL-5 e GM-CSF para sua diferenciagdo (ACKERMAN, et.al. 2007). Essas
células sdo encontradas no sangue, assim como em 6rgdos hematopoiéticos (RIGONI, et.al.
2018), e possuem em seu citoplasma granulos que contém diferentes substancia toxicas, que
geram respostas imunes contra helmintos e produzem estresse oxidativo resultando em
apoptose dos patdgenos (CHUSID, et.al. 2018). E a atividade dos eosinofilos podem resultar
no desenvolvimento de doencas alérgicas no organismo (Weller, et.al. 2017). Os mastocitos séo
células residentes teciduais, localizados no tecido conjuntivo (KRYSTEL-WHITTEMORE,
et.al. 2016; RIGONI, et.al. 2018), quando ha a interacdo de alérgenos ou patdgenos com o
receptor presente na superficie, ha a ativacdo dos mastdcitos e consequente liberacdo de
mediadores  pré-formados, como histamina, dopamina, heparina entre  outros
(THEOHARIDES, et.al. 2019; RIGONI, et.al. 2018). Esses mediadores sdo capazes de
aumentar a permeabilidade vascular, causar edema, broncoconstric¢éo e urticaria (KRYSTEL-
WHITTEMORE, et.al. 2016) Ja os baso6filos encontram-se circulantes no sangue e podem ser
rapidamente recrutados para os sitios inflamatorios no corpo (RIGONI, et.al. 2018). Atuam na
resposta contra parasitas secretando de forma rapida e potente citocinas do perfil Th2, como
IL-4 e IL-13, apds seu processo de ativacdo sdo capazes de liberar histamina presente em seus
granulos (STONE, et.al. 2010). Em adigéo, produzem diferentes leucotrienos que séo eficientes
bocroconstrictores e permitem o aumento da permeabilidade vascular, sendo associados com

doencas alérgicas pulmonares (STONE, et.al. 2010)

O sistema imune inato além de executar sua resposta imune por meio da acdo celular,
possui um sistema de resposta humoral, composto pela cascata do sistema complemento e de
coagulacdo, assim como anticorpos naturais (NAb) (MALONEY, et.al. 2020). Em destaque,
temos a cascata do sistema complemento, a qual desempenha papel fundamental nas respostas
da imunidade inata contra patdgenos invasores, entre eles os virus e bactérias piogénicas,
interligando a imunidade inata e adaptativa (WALPOR, 2001; MALONEY, et.al. 2020).

O sistema complemento é composto por grande nimero de glicoproteinas séricas e
proteinas associadas a membrana, que sdo ativadas em sequéncia por mecanismo de cascata
(PARKIN et.al. 2001; SARMA, et.al. 2011; HOLERS, et.al. 2014). A ativacao deste sistema
pode ser deflagrada por trés vias distintas conduzidas pela presenca de um antigeno, via
classica, alternativa e via da lectina (Figural) (PARKIN et.al. 2001; SARMA, et.al. 2011). Apos
a ativacdo das vias do complemento, sera deflagrada a opsonizagdo dos patdgenos e a remocao

destes, por meio das células fagociticas da imunidade inata, assim como a lise celular e a
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producdo de anafilotoxinas altamente potentes (SARMA, et.al. 2011). As anafilotoxinas sdo
pequenos peptideos, com potencial pro-inflamatorio e geradas durante a cascata do sistema
complemento, compreendendo a C3a, C4a e C5a (MARCEAU, et.al. 1987; ZHOU, et.al. 2012).
Elas atuam de forma significativa na inducéo e regulacdo da inflamacdo, sendo capazes de

mediar quimiotaxia e formacao de radicais livres (ZHOU, et.al. 2012).

Figura 1 — Vias de ativacédo do sistema complemento.
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Legenda: As diferentes vias de ativacdo do sistema complemento: Via classica, via da lectina e via alternativa.
Ap6s ativado o sistema complemento libera anafilotoxinas (C3a, C4a e C5a) e forma o complexo de ataque a
membrana (MAC) Fonte: Adaptado de MATHERN, et.al. 2015

O mecanismo de ativacdo por meio da via classica, serd deflagrado quando ha a
formacdo de imunocomplexos, apos a ligagéo de IgG ou IgM a patdgenos ou a outros antigenos
estranhos (SARMA, et.al. 2011). O complexo multimérico C1, composto pelas moléculas C1q,
Clr e Cls, liga-se a porcdo Fc do imunocomplexo, resultando em sua ativacdo
(EBENBICHLER, et.al. 1991; VIGNESH, et.al. 2017; LING, et.al. 2019; BARDHAN, et.al.
2021). Apds ativacdo de Cls ha a clivagem das proteinas do sistema complemento C4 em
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C4a+C4b e C2 em C2a+C2b, para a formacdo do complexo C3 convertase da via cléssica
(C4bC2b), capaz de clivar C3 em C3a e C3b, e levando a ativacdo da via comum. A C3a é uma
anafilotoxina, cuja atuacdo estimula o processo inflamatdrio e recruta neutrofilos, e a C3b é
uma opsonina, a qual ird ligar-se ao antigeno para promover sua fagocitose (GARCIA, et.al.
2016; VIGNESH, et.al. 2017; AFSHAR-KHARGHAN, 2017). Além dos imunocomplexos, as
pentraxinas sdo capazes de eliminar patdgenos apos ligar-se diretamente a C1q e iniciar a

cascata por via classica do sistema complemento (SARMA, et.al. 2011)

J& na via alternativa, a ativacdo do complemento decorre espontaneamente e de forma
continua, ndo havendo uma ativacdo especifica (HOLERS, et.al. 2014, MATHERN, et.al.
2015). Para regulacdo da ativacdo dessa via ha as proteinas do fator H e o fator | (BRILLAND,
et.al. 2019). Na via alternativa a molécula de C3 passa por alteracdes conformacionais e
montagens espontaneas (HOLERS, et.al. 2014), gerando o recrutamento do fator B (fB) e do
fator D (fD) (MATHERN, et.al. 2015). O fD cliva o fB, gerando a molécula Bb, a qual sera
capaz de clivar C3 em C3a e C3b. A molécula C3b se liga a Bb, formando a C3 convertase da
via alternativa (C3bBb) (MATHERN, et.al. 2015), levando a ativacdo da via comum.

J& a via das lectinas, sera ativada por meio da proteina plasmética conhecida como
lectina ligante de manose (MBL), ou através da ficolina, as quais ligam-se a segmentos de
carboidratos presentes nas superficies de patdgenos, tais como leveduras, bactérias, virus e
parasitas (RUNZA, et.al. 2008; SARMA, et.al. 2011; MATHERN, et.al. 2015). ApGs esta
ligacdo, as moléculas de serinoproteases associadas a manose (MASP), ligam-se a MBL para
clivar C4 e C2, gerando o complexo da C3 convertase (C4bC2b) (HOLERS, et.al. 2014;
MATHERN, et.al. 2015) e iniciando a ativacdo da via comum.

Consequentemente, independente da via ativada, a cascata prosseguirad da mesma forma,
onde o complexo C3 convertase gera complexos multiméricos com a adicdo de moléculas extras
de C3b, proporcionando a formagéo do complexo da protease C5 convertase (C4bC2bC3b ou
C3bBbC3b) (MATHERN, et.al. 2015). A C5 convertase € capaz de clivar a molécula de C5 em
Cbha e C5b, sendo C5a uma potente anafilotoxina, cuja atuacdo permite o recrutamento de
neutrofilos para o local do dano tecidual (AFSHAR-KHARGHAN, 2017). Em seguida C5b
associa-se as moléculas C6, C7, C8 e C9 para a formacgdo do complexo de ataque a membrana
(MAC) (Figura 2), (SARMA, et.al. 2011; AFSHAR-KHARGHAN, 2017; BARDHAN, et.al.
2021). O MAC resulta na formagdo de poros nas membranas plasmaticas, permitindo um
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influxo expressivo de calcio, causando perda de potencial da membrana mitocondrial e
rompimento das células (MATHERN, et.al. 2015; AFSHAR-KHARGHAN, 2017).

Figura 2- Representacgdo esquemaética do complexo de ataque @ membrana (MAC)
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Fonte;: AFSHAR-KHARGHAN e colaboradores, 2017.

2.1.2 Imunidade Adaptativa

A imunidade adaptativa possui duas grandes caracteristicas primordiais, a
especificidade e a memoria imunoldgica, pelas quais o organismo pode distinguir um grande
nimero de patdgenos microbianos e desenvolver respostas mais vigorosas, com maior
velocidade e eficacia a repetidas exposicdes ao mesmo agente, permitindo assim protecéo a
reinfeccbes pelo mesmo antigeno (PARKIN, 2001; BONILLA, et.al. 2010; NICHOLSON,
2016). Dentre as principais células da imunidade adaptativa destacamos os linfdcitos, que se
dividem em linfocitos T e B (BONILLA, et.al 2010; LIONGUE, et. al. 2011).

Os linfocitos T sdo formados na medula Ossea e possuem seu processo de
amadurecimento no timo. Essas células sdo responsaveis por organizar as respostas imunes
adaptativas, por citotoxicidade e permitem o desenvolvimento da memoria imunoldgica e
autotolerancia. ApoOs processo de maturacdo intratimica, a partir de selecdes positivas e
negativas, os linfocitos T podem ser classificados em subpopulag¢fes, com distintas fungdes
especializadas (LIONGUE, et.al. 2011; BRUMMELMAN, et. al. 2018), entre as quais podemos
citar os linfocitos T CD8" e CD4+ naives (virgem). Os linfocitos T CD8" e CD4" liberados no
sangue periferico sdo ceélulas mantidas em quiescéncia, com baixa atividade metabolica e
transcricional, migrando para os linfonodos (BRUMMELMAN, et.al. 2018; CHAPMAN, et.al.

2019). Nos linfonodos, ap6s apresentacdo de antigeno, assim como ajustes nas expressdes de
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citocinas tais como IL-2, TGF-B e IL-10 e alteracBes metabdlicas hd a saida do estado
quiescente dessas células, permitindo que iniciem a expansdo clonal e diferenciagdo em células
efetoras que migram para locais em processo de inflamacdo (BRUMMELMAN, et.al. 2018;
CHAPMAN, et.al. 2020).

Os linfécitos T CD4", ao tornarem-se efetores, podem ser diferenciados em varios
subconjuntos: T auxiliares 1 (Thl), Th2, Thl7, Th9 e Treg (LUCKHEERAM, et.al. 2012;
BRUMMELMAN, et.al. 2018). Para a sinalizacdo da diferenciacdo dos linfocitos T CD4* em
Thl e Th2 ha a atuacdo das citocinas IL-12 e IL-4, respectivamente (HIRAHARA, et.al. 2016).
As células Thl sdo importantes para a defesa contra patdgenos intracelulares, como virus e
bactérias, pela ativacdo de macrofagos e produzem citocinas como IFN-y, IL-2 e fator de
necrose tumoral (TNF) (ROMAGNANI, et.al. 1994; BRUMMELMAN, et.al. 2018). As células
Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, e sdo associadas com o desenvolvimento
de respostas imunes contra helmintos parasitarios e com a estimulacédo de reparos em tecidos
danificados (ROMAGNANI, et.al. 1994; WALKER, et.al. 2017). Entre as fun¢des das células
Th17, estas atuam no recrutamento de neutrofilos contra bactérias extracelulares e fungos, com
aexpressao das citocinas IL-17, IL-22 e IL-23 (WALKER, et.al. 2017; BRUMMELMAN, et.al.
2018; LEE, et.al. 2018). Ja as Treg, as quais sdo um subconjunto especializado de linfocitos T
CD4*, séo capazes de suprimir as respostas imunes adaptativas e participarem da manutencao
da homeostase imunoldgica, além de produzirem citocinas anti-inflamatérias como 1L-10 e
TGF-p (LEE, et.al. 2018; KUMAR et al. 2018; OWEN, et.al. 2019). J4 os linfécitos T CD8,
atuam na eliminacdo de células tumorais e células infectadas por patégenos intracelulares como
virus. Essas células sdo conhecidas como linfocitos T citotdxicos por possuirem a capacidade
de induzir a morte das células infectadas, além de secretarem citocinas como IFN-y ¢ TNF-q,
(MITTRUCKER, et.al. 2014; GERRITSEN, et.al. 2015).

Apos a eliminagéo dos antigenos alvo, parte dos linfécitos permanecem no hospedeiro,
como linfécitos T de memoria, geradas a partir de uma ativacdo anterior e permitindo a
manutencdo da imunidade por um amplo periodo, com cinética de resposta mais acelerada
(ROSENBLUM, et.al. 2016; KUMAR et al. 2018; BRUMMELMAN, et.al. 2018). Os linfocitos
T de memoria podem ser classificados em dois tipos distintos, células T de memdria efetoras
(TEM) e células T de memoria central (TCM), as quais desenvolvem suas func¢des em tecidos
periféricos e em o6rgdos linfoides secundarios, respectivamente (SALLUSTO, et.al. 2004,
ANDO, et.al. 2019).
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Com relacéo aos linfocitos B, eles sdo formados na medula 6ssea e possuem como
principal funcdo a producéo de imunoglobulinas (lg), apresentam antigenos, sdo capazes de
desenvolverem memoria imunoldgica, e dependendo do estagio de diferenciacéo e ativacao
podem secretar citocinas (BONILLA, et.al 2010; LIONGUE, et.al. 2011; KUMAR et al. 2018;
VAZQUEZ et al. 2015). Sabe-se que a memoria imunoldgica as doencas infecciosas esta
relacionada com a presenca dos linfécitos B de memoria, 0s quais atuam nas respostas durante
reinfeccOes a patdgenos e suas variantes, ao entrarem em contato com esses agentes infecciosos
retornam para o estado de plasmocito, capazes de produzir 0s anticorpos necessarios
(AKKAYA, et.al. 2020)

Na resposta imune adaptativa quando ha o reconhecimento de antigenos estranhos por
intermédio dos linfocitos B, sera gerada a resposta humoral mediada pela secre¢do de Ig
(ABBAS, et.al. 2015). O antigeno liga-se as imunoglobulinas IgM e IgD, expressas na
superficie dos linfocitos B naives, e inicia a sua ativacao e posteriormente a sua diferenciacéo,
onde ocorre a troca das Ig, substituindo a regido da cadeia pesada por v, a. ou € (PIEPER, et.al.
2013; YU, et.al. 2019). As trocas das imunoglobulinas permitem a geracdo de anticorpos com
fungdes distintas a diferentes agentes infecciosos (ABBAS, et.al. 2015). Diferentes fatores
influenciam esse processo, como a atuagéo de IFN-y para a troca por IgG, atuante na resposta
a virus e bactérias intracelulares; e 1L-4 para a substituicdo por IgE, e a alteracdo para IgA sera
influenciada pelo fator transformador de crescimento-B (TGF-B) (BORISH, et.al. 2003;
RAMANI, et.al. 2015). Vale ressaltar que em testes clinicos o aparecimento de IgM é associado
com infec¢do ativa ou recente, enquanto IgG aparece posteriormente, sendo correlacionada com
infeccdes passadas (MAHAJAN, et. al. 2020).

2.1.3 Citocinas

Em ambos os tipos de imunidade ocorre a atuacdo de citocinas, proteinas sollveis
produzidas e secretadas por uma grande variedade de células imunes e ndo imunes, capazes de
regular e coordenar a atividades das células pertencentes a imunidade inata e adaptativa. As
citocinas estdo presentes em diferentes processos como na apresentacdo de antigeno, na
diferenciacdo da medula 6ssea, na inflamacg&o, no reparo tecidual, no controle da proliferacéo e
diferenciacdo celular, na regulacdo da angiogénese e entre outros processos fisioldgicos e
patolégicos (BORISH, et.al. 2003; TISONCIK, et.al. 2012; RAMANI, et.al. 2015). As citocinas
possuem efeitos autocrinos, paracrinos ou endécrinos, com capacidade pleiotropicas em
diferentes células, agindo de forma complexa na regulagdo da resposta imunolégica
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(DINARELLDO, et.al. 2007; RAMANI, et.al. 2015, LIN, et.al. 2019). As citocinas sdo moléculas
efetoras e mensageiras poderosas do sistema imune (OUYANG, et.al. 2019). Parte das citocinas

atuantes no organismo, serdo brevemente destacadas a seguir.
2.1.3.1 Interleucina-1 g (IL-1p)

Interleucina-1 B (IL-1pB), trata-se de um agonista pré-inflamatorio (PALOMO, et.al.
2015), induzida por sinais inflamato6rios, como endotoxinas, microrganismo, entre outros, em
diversos tipos celulares do sistema imunoldgico, sendo produzida principalmente por células
da linhagem fagocitica mononuclear (BORISH, et.al. 2003; BENT, et.al. 2018). Tal citocina
possui capacidade de ativar células da imunidade inata, como as células apresentadoras de
antigeno, assim como atua no direcionamento e polarizacdo de células T CD4+, para que estas
se diferenciem no perfil Thl e Th17; e possui atuacdo sobre o aumento na proliferacdo de
linfocitos B (BORISH, et.al. 2003; BENT, et.al. 2018). Essa citocina também atua de forma
efetiva na inducdo de respostas inflamatorias locais e sistémicas e na deflagracdo da resposta
antitumoral (GABAY, et.al. 2010; PALOMO, et.al. 2015; BENT, et.al. 2018).

2.1.3.2 Interleucina 2 (IL-2)

Interleucina 2 (IL-2) foi a primeira molécula sinalizadora do sistema imune a ser
descoberta (VALENCIA, et.al. 2020). A IL-2 é produzida a partir de linfécitos T auxiliares
CD4+, por meio da ativacdo destas células pelo TCR e moléculas coestimuladoras (BORISH,
et.al. 2003; MALEK, et.al. 2008; VALENCIA, et.al. 2020). Ela possui efeitos sobre muitas
células, como inducdo da proliferacdo de linfocitos T e B, assim como das células NK, além de
realizar a inducdo da morte de células danosas ao organismo (GAFFEN, etal. 2004,
VALENCIA, et.al. 2020).

2.1.3.3 Interleucina 4 (IL-4)

A IL-4 é produzida por células Th2 e células da imunidade inata como mastdcitos,
basofilos e eosindfilos (HO, et.al. 2016). Possui efeito essencial na imunidade adaptativa
atuando na promocdo do crescimento e sobrevivéncia de linfécitos B e na regulacdo da
producéo de anticorpos, nos quais permite a troca de classe da imunoglobulina para IgE, desta
forma estando presente no desenvolvimento das respostas contra hipersensibilidade (HO, et.al.
2016; BROWN, et.al. 2017; YOON, et.al. 2019). Quando ocorre alteracdo na expresséo de IL-
4 pode haver desenvolvimento de alergias (BROWN, et.al. 2017).
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2.1.3.4 Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 sera produzida mediante a infeccdes e lesbes teciduais, sendo produzida por
mondcitos e macrofagos (TANAKA, et.al. 2014; TANAKA, et.al. 2016). Tal citocina possui
amplo efeito sobre células inflamatorias, contribuindo para a remocéo de agentes infecciosos e
restauracdo dos tecidos lesionados, além de atuar na ativacdo de células hepaticas para a
producdo de proteinas de fase aguda, desta forma possuindo efeitos locais e sistémicos
(BORISH, et.al. 2003; HUNTER, et.al. 2015; TANAKA, et.al. 2016). Dentre os efeitos da IL-
6 nas células imunoldgicas, podemos destacar a estimulacdo para a diferencia¢do dos linfocitos
B em plasmacitos maduros secretores de Ig e a manutencdo do equilibrio entre os subtipos de
linfécitos T (BORISH, et.al. 2003; ROSE-JOHN, 2018). Atualmente, IL-6 é vista como um
importante alvo para intervengdes clinicas, principalmente por meio de seu bloqueio em
doengas autoimunes (HUNTER, et.al. 2015; ROSE-JOHN, 2018).

2.1.3.5 Interleucina 8 (IL-8)

A IL-8 é também conhecida como CXCLS8 e pertence a familia das quimiocinas que
atua nos receptores CXCR1 e CXCR2 (RUSSO, et.al. 2014). Sendo responsavel pela atracao
de leucdcitos desenvolvendo um infiltrado leucocitario inflamatério polimorfonuclear, atuacédo
na eliminacdo de patdgenos, além de contribuir para processos associados ao desenvolvimento
de patologias, como lesdo tecidual, fibrose e, transi¢do epitélio mesénquimal e formacdo de
neoplasias (RUSSO, et.al. 2014; ALFARO, et.al. 2017; BIE, et.al. 2019).

2.1.3.6 Interleucina 10 (I1L-10)

A IL-10 é uma citocina com funcéo anti-inflamatoria, atuando significativamente nos
processos de manutencdo e restabelecimento da homeostase imunoldgica no organismo, por
meio da promog¢do de mecanismos utilizados em reparos teciduais, controle da inflamacéo e na
modulacéo de resposta do sistema imune adaptativo (YAO, et.al. 2013; BEDKE, et.al. 2019;
OUYANG, et.al. 2019). Tal citocina possui efeito pleiotropico, diante disso uma ampla
variedade de células € capaz de produzir IL-10, entre elas linfocitos associados com processos
de regulacdo imunoldgica, monocitos e células B (BORISH, et.al. 2003; YAO, et.al. 2013,
BEDKE, et.al. 2019).
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2.1.3.7 Interleucina 12p70 (IL-12p70)

Atualmente a familia de citocinas da IL-12 possuem 5 componentes, os quais sdo IL-
12, 1L-23, IL27, IL-35 e IL-39 (FLOSS, et.al. 2020) A IL-12p70 trata-se da expressao conjunta
de duas subunidades p35 e p40 (ZHANG, WANG, 2008; GEE, et.al. 2009). Tal citocina sera
produzida principalmente por fagdcitos e células dendriticas (HAMZA, et.al. 2010), ou seja,
apos a exposicdo a PAMPs as células dendriticas podem produzir 1L-12p70 (MAROOF, et.al.
2008; GORIELY, et.al. 2008), assim como as células NK apds o contato com antigenos
bacterianos intracelulares (KEEGAN et al. 2019). Ao ser produzida IL-12 est4 associada com
ainducdo de proliferacao das células NK e linfécitos T, possibilita 0 aumento da citotoxicidade,
da expressdo de moléculas de adesdo nos linfécitos T e de mediadores citotoxicos como o INF-
vy, favorecendo a formacgdo de células Thl (GORIELY, et.al. 2008; ZHANG, WANG, 2008;
GEE, et.al. 2009; HAMZA, et.al. 2010; KEEGAN et al. 2019). Outras células podem ser alvos
da atuacdo da IL-12, entre elas os linfocitos B, nos quais ha o aumento na producdo de
imunoglobulinas ligadas com o perfil Thl de resposta imunolégica e podemos citar também a
atuacdo dessa citocina no aumento de atividade antimicrobiana nos macréfagos (HAMZA, et.al.
2010). Diante disso, a IL-12 pode ser associada com o desenvolvimento de doencas
inflamatdrias autoimunes, como colite e encefalite autoimune (WOJNO, et.al. 2019), atuando
também contra doencas virais, associadas ao virus influenza A e virus herpes simples, e
bacterianas, como tuberculose (HAMZA, et.al. 2010).

2.1.3.8 Interleucina 17 A (IL-17A)

Os linfécitos Th17 sdo células produtoras de Interleucina-17A (IL-17A) (MIOSSEC,
et.al. 2009; CHEN, KOLLS, 2017; RODRIGUES-DIEZ, et.al. 2021). A IL-17A possui papel
importante contra antigenos bacterianos e flngicos, assim como durante o processo de
inflamacéo tecidual, induzindo a expressdo de outras citocinas pro-inflamatérias, como TNF,
IL-1B, IL-6 e GM-CSF; induz a expressdao de peptideos antimicrobianos, entre eles as
defensinas; estimula a liberacdo de metaloproteinases de matriz de fibroblastos, celulas
endoteliais e epiteliais, atua no processo de recrutamento de neutrofilos, e no desenvolvimento
de doencas autoimunes e alérgicas (IWAKURA, et.al. 2011; GU, et.al. 2013; CHEN, KOLLS,
2017).
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2.1.3.9 Fator de necrose tumoral- a (TNF- a)

O TNF- o trata-se de uma citocina com atividade pro-inflamatoria, produzida por
diversas células no corpo (BALKWILL, et.al. 2006; AGGARWAL, et.al. 2011; MEHAFFEY,
et.al. 2017). Essa citocina pode ter sua expressao induzida por fatores como LPS bacterianos,
antigenos virais e parasitarios, por anafilotoxina C5a, complexos imunes e pelo préprio TNF-a
(ZELOVA, et.al. 2013). Dentre as fungdes do TNF- a, podem ser citadas, a capacidade de
mediar processos inflamatdrios agudos e crénicos, atua na reparacdo tecidual, atuagdo sobre a
proliferacdo fisioldgica na diferenciacdo dos linfocitos B, atividade antitumoral, atuagcdo em
diversas doencas pulmonares e cardiovasculares (PALLADINO, et.al 2003; AGGARWAL,
et.al. 2011; MEHAFFEY, et.al. 2017).

2.1.3.10 Fator estimulador de coldnia de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF)

O GM-CSF pertence a superfamilia do fator estimulador de coldnias, envolvido na
hematopoiese a partir de precursores da medula 6ssea, com a geracao de mondcitos, macréfagos
e celulas dendriticas (BURGESS, 1980; BECHER, et.al. 2016; DOUGAN, et.al. 2019). A
producdo de GM-CSF ocorre por diferentes tipos celulares como macréfagos, linfocitos T,
fibroblastos e células endoteliais (BURGESS, 1980; MEHTA, et.al. 2015). O GM-CSF é
atuante nos locais em inflamacdo, frequentemente associados com processos regulatérios da

inflamacdo na resposta a patdgenos, em doencas autoimunes e cancer (DOUGAN, et.al. 2019).
2.1.3.11 Interferon-a (IFN- a)

Sabe-se que a resposta inicial do hospedeiro quando hd uma infec¢do viral sera a inducao
de interferons do tipo | (GIBBERT, et.al. 2012), um deles o IFN- a, o qual possui mais de 12
formas distintas (ZHANG, et.al. 2008; LIU, DIEDRICHS-MOHRING, 2019). O IFN- «
também pode vir a ser induzido em resposta a infeccBes bacterianas, neoplasias e células
heter6logas (LIU, DIEDRICHS-MOHRING, 2019), sendo derivado, principalmente de
monocitos, macrdfagos e linfécitos B (BORISH, et.al. 2003). O IFN-a possui diversos efeitos
imunomoduladores, dos quais podemos citar a regulacdo da atividade de células NK e regulacédo
positiva das moléculas de MHC classe I, além de exercer atividades antivirais e antitumorais,
por meio da inibicéo da replicacdo viral em células infectadas e proporciona a estimulacado dos
linfocitos T citotoxicos (BORISH, et.al. 2003; LIU, DIEDRICHS-MOHRING, 2019).
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2.1.3.12 Interferon-p (IFN-B)

O interferon-p pertence ao tipo I dos interferons (SCHRODER, etal. 2003;
MARKOWITZ, et.al. 2007). Ele é produzido pela maioria das células em reposta a infeccdes
virais, dentre elas os fibroblastos, leucocitos e células endoteliais (MARKOWITZ, et.al. 2007;
GONZALEZ-NAVAJAS, etal. 2013; MASTRANGELI, etal. 2014). Entre as respostas
geradas pelo IFN-B podemos citar a capacidade destes de reduzir a apresentacdo de antigenos,
por meio da reducdo da expressdo de moléculas de MHC de classe 11, inibir a proliferacéo dos
linfocitos T, de interferir na producdo de citocinas como a IL-10 (MARKOWITZ, et.al. 2007;
AXTELL et al. 2011; GONZALEZ-NAVAIJAS, etal. 2013; MASTRANGELI, et.al. 2014;
KAPLAN, et.al. 2017; JAKIMOVSK]I, et al. 2018).

2.1.3.13 Interferon- y (IFN- y)

O IFN-y é o representante dos IFN tipo II (SCHRODER, et.al. 2003; GONZALEZ-
NAVAJAS, et.al. 2013; FENIMORE, et.al. 2016). Dentre as principais células responsaveis
por produzir IFN-y estdo os linfocitos T, as células NKs, macrofagos, células dendriticas e
linfécitos B e esta producdo sera regulada por interleucinas como IL-12 e IL-18 (SCHRODER,
et.al. 2003; ZHANG, et.al. 2008; KAK, et.al. 2018). O IFN-y ¢ conhecido por seu papel critico
na sinalizacdo de células imunoldgicas e na regulacdo do sistema imunol6gico (FENIMORE,
et.al. 2016), atuando no reconhecimento e eliminacdo de patdgenos, aumentando a expressao
de MHC na superficie celular, também sendo capaz de possuir papel antitumoral, por atuar
sobre a proliferacdo de células neoplasicas, permite a estimulacdo de macrofagos, induzindo
mecanismos antimicrobianos e possui atividade antiviral (SCHRODER, et.al. 2003;
FENIMORE, et.al. 2016; KAK, et.al. 2018). O sistema imunolégico depende de uma expressdo
controlada de IFN-y, quando ha uma expressdo excessiva pode haver danos teciduais, necrose
e inflamacao, contribuindo assim para a patologia de doencas (FENIMORE, et.al. 2016; KAK,
et.al. 2018).

2.1.3.14 Interferon- A (IFN- %)

Pertencente aos interferons do tipo Ill, o interferon-A (IFN-A) (ZHANG, et.al. 2008;
LAZEAR, et.al. 2015) pode ser subdividido em quatro subtipos IFN-A1 (IL-29), IFN-A2, IFN-
A3 e IFN-A4 (ZANONI et al. 2017). Os IFN-A1 e IFN-A2 compartilham 81% dos aminoacidos,
enquanto os IFN-A2 e IFN-A3 compartilham mais de 90% dos seus aminodacidos, e o IFN-A4 ¢

0 mais diferente, possuindo apenas 28% de similaridade com os aminoacidos encontrados nos
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demais IFN-A (HEMANN, et al, 2017). Inicialmente foi reconhecido o potencial do IFN-A em
fornecer protecdo antiviral menos agressiva nas superficies epiteliais, atuando em locais de
barreiras anatbmicas, resultando em menos danos colaterais, quando comparado com os IFN
dotipo I (LAZEAR et al. 2019), além de atuar na resposta contra infec¢des bacterianas, atuacédo

antitumoral, por inducéo de apoptose das células tumorais (ESLAM, et.al. 2016).
2.2. Coronavirus (CoV)

Os coronavirus sdo pertencentes a ordem Nidovirales, na familia Coronaviridae e sdo
subdivididos em quatro géneros distintos baseados nas caracteristicas genotipicas e
filogenéticas. Dessa forma, sdo classificados como coronavirus alfa (a-CoV), beta (B-CoV),

gama (y-CoV) e delta (3-CoV) (MAIER et.al. 2015; CUI, et.al. 2019; MIN, 2020).

Os diferentes géneros de coronavirus sdo capazes de infectar uma grande variedade de
animais, causando alteracdes respiratorias, entéricas, hepéaticas e neuroldgicas (WOO et.al.,
2012), sendo os géneros a-CoV e B-CoV predominantemente encontrados em mamiferos (CUI,

2019), enquanto os géneros y-CoV ¢ 6-CoV sdo detectados em aves (WOO et. al., 2012).

Dentre os coronavirus encontrados em mamiferos podemos destacar inicialmente 6
cepas distintas que sdo capazes de infectar seres humanos: HCoV-229E, HCoV-0OC43, SARS-
CoV, HCoV-NL63, MERS-CoV e HCoV-HKU1 (HOEK, et.al., 2004; HOEK, et.al., 2006;
ZUMLA, et.al., 2016). Comumente os coronavirus sdo bem tolerados pelos humanos, sendo
considerados virus endémicos na populacdo (ZAKI, etal. 2012), causando alteracdes
respiratdrias leves, semelhantes a gripe (COPRECHINI, et.al. 2020). Entretanto, desde 2002 as
cepas SARS-CoV e MERS-CoV foram associadas com o desenvolvimento de alteragdes
respiratorias graves (PEIRIS, et.al. 2003; PEIRIS, et.al. 2003 (a); RAJ, et.al. 2014; ASSIRI,
et.al. 2013).

Como visto acima, os CoVs muitas vezes sdo bem tolerados pelos seres humanos, mas
nas Ultimas duas décadas foram observados o surgimento de epidemias associadas a diferentes
cepas do coronavirus. Entre eles, 0 SARS-CoV, foi o responsavel pelo grande numero de casos
de sindrome respiratoria aguda grave (SARS) na provincia de Guangdong na China e conseguiu
atingir mais de vinte paises no mundo, em diferentes continentes, nos anos de 2002-2003
(PIRES, et.al. 2003; RABAAN, et.al. 2020; YAN, et.al. 2020), sendo considerada a primeira
pandemia do século XXI (PIRES, et.al. 2003). Os portadores de SARS-CoV apresentam
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sintomas respiratérios, como tosse, pneumonia, taquipnéia, dispnéia, entre outros, podendo

ocorrer deterioracdo da funcdo pulmonar (PIRES, et.al. 2003; SIMS, et.al. 2007).

Dez anos apos o surto de SARS-CoV, em 2012 na regido do Oriente Médio, uma nova
epidemia foi associada aos coronavirus, dessa vez associada a cepa MERS-CoV, iniciando na
Arébia Saudita e Catar (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2012;
RAJ, et.al. 2014). Filogeneticamente correlacionado com CoVs encontrados em camelos e
dromedarios, estes foram considerados o0s possiveis hospedeiros intermediérios que
propiciaram a disseminacéao do virus para os humanos (RAJ, et.al. 2014). Ap6s o0 aparecimento
do primeiro caso de MERS-CoV, o virus foi detectado em mais de 27 paises no Oriente Médio,
na Europa, Norte da Africa e na Asia (CHAFEKAR, et.al. 2018). Dentre as caracteristicas
clinicas manifestadas por pacientes destacam-se febre, calafrios, mialgia, diarréia, alteracGes
pulmonares unilaterais ou bilaterais, SDRA, com rapida progressdo (RAJ, et.al. 204;
CHAFEKAR, et.al. 2018).

Por meio de metodos fenotipicos, estudos mostraram que 0s coronavirus formam
particulas esféricas, com presenca de envelope com diametro entre 120-160 nm, com 0 aspecto
de coroa ou do latim Corona, o que dé& origem a nomenclatura destes virus (LA, et.al. 1997;
WOO, et.al. 2010). O CoV contém genoma longo de &cido ribonucleico (RNA) de fita simples
ndo segmentado, com até 32 quilobases (Kb), de sentido positivo (FORNI, et.al. 2017; CUI,
2019). O genoma viral é composto em sua maior parte por duas grandes estruturas de leitura
aberta (ORF — Open Reading Frames) localizadas na extremidade 5°, as quais sdo responsaveis
por gerar dezesseis proteinas ndo estruturais (NSP 1 a 16) (SU, et.al. 2016; FORNI, et.al. 2017),
enquanto na extremidade terminal 3° ha as ORF responsaveis por codificar proteinas presentes
na estrutura viral, entre elas a proteina Spike (S), de Envelope (E), de Membrana (M) e de
Nucleocapsideo (N) (Figura 3) (SU, et.al. 2016). Em adicdo, nesta regido nos coronavirus
pertencentes ao género B-CoV ha a codificagdo da proteina hemaglutinina esterase (HE)
(WEISS, et.al. 2011).
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Figura 3 — Representacdo da estrutura do virion do coronavirus (CoV)
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Fonte: Belouzard e colaboradores, 2012

Tratando-se das proteinas estruturais, inicialmente podemos destacar as proteinas E e
M, as quais sdo pequenas proteinas transmembrana presentes em todos os coronavirus (WOO,
et.al. 2010). Também sdo importantes para a replicacdo viral e formacdo de particulas
semelhantes a virus (VLP) (CORSE, et.al. 2003). A proteina E esta envolvida em diversos
aspectos do ciclo de vida viral, sendo responsavel pela montagem e morfogénese do virion e
participa do brotamento viral (DeDIEGO, et.al. 2006; LIU, et.al. 2007; SCHOEMAN, et.al.
2019). Ja a proteina M é mais abundante e relaciona-se com a definig¢do da forma do envelope
viral (NEUMAN et.al. 2011).

Além das proteinas citadas, a regido 3’ do genoma viral também codifica a proteina N,
(SU, et.al. 2016) sendo a mais abundante nas células infectadas (CHANG, et.al. 2014), tanto
no citoplasma como no nacleo celular (HISCOX, 2001). A proteina N tem como principal
fungdo o empacotamento da molécula de RNA viral, no complexo ribonucleicoproteina
helicoidal (RNP), conhecido como capsideo ou nucleocapsideo (CHANG, et.al. 2014,
MCBRIDE, et.al. 2014). A formagdo do nucleocapsideo protege o genoma viral e garante a
replicacdo do mesmo (MCBRIDE, et.al. 2014). Além da atuagdo da proteina N frente a
replicacdo viral, a interacdo desta proteina com as demais proteinas estruturais € essencial para
a montagem do CoV (MCBRIDE, et.al. 2014).
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Dentre as proteinas estruturais do CoV hé ainda a proteina S (SU, et.al. 2016), uma
glicoproteina de membrana com a presenca de peptideos de sinal, possuindo a maior variagao
gendmica entre os coronavirus (WOO, et.al. 2010). Ao analisar o CoV na microscopia
eletronica, € possivel observar que a proteina S fornece ao virus a aparéncia de coroa, pois
forma trimeros na superficie viral (WOO, et.al. 2010; BELOUZARD, et.al. 2012; LI, 2016).
Trata-se de uma molécula multifuncional, cujo principal papel é mediar a adeséo, ligacdo ao
receptor e entrada do CoV na célula hospedeira (WOO, et.al. 2010; LI, 2016; NEUMAN, et.al.
2016). Além de permitir a entrada do virus na célula, a proteina S € responsavel pelo tropismo
do virus por tecidos especificos e € uma das moléculas mais significativas para a inducéo da
resposta imune do hospedeiro, o qual ird produzir anticorpos neutralizantes especificos para a
proteina S (HOFMANN, et.al. 2004; L1,2016).

A proteina S contém trés divisdes, um grande ectodominio, uma ancora transmembrana
e uma cauda curta intracelular (L1, 2016). O Ectodominio possui dois dominios funcionalmente
distintos, dominio N-terminal conhecido como S1 e dominio C-terminal denominado S2,
envolvidas no reconhecimento do receptor e na facilitacdo da fusdo das membranas virais e do
hospedeiro permitindo a entrada do genoma viral, respectivamente (WOO, et.al. 2010;
BELOUZARD, et.al. 2012; HULSWIT, et.al. 2016; L1,2016). No dominio S1 é observado uma
maior divergéncia entre as sequéncias, variando entre as espécies de um mesmo género de CoV,

que funciona como dominio de ligagdo ao receptor (RBD) (BELOUZARD, et.al. 2012).

Sabendo que a proteina S liga-se nos receptores das células hospedeiras € imprescindivel
0 conhecimento destes receptores, atualmente o nimero conhecido de receptores utilizados pelo
CoV é limitado. No entanto, sabe-se que o tipo de receptor ndo é conservado entre as diferentes
cepas de coronavirus, onde 0 HCoV-229E utiliza a proteina aminopeptidase N (APN), o HCoV-
NL63 e SARS-CoV faz uso da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e 0 MERS-CoV
se liga a dipeptidil peptidase 4 (DPP4) (BELOUZARD, et.al. 2012; YANG, et.al. 2014;
HULSWIT, et.al. 2016). Com relagdo a ACE2, esta é homologa a carboxipeptidase ACE,
responsavel pela formacao a angiotensina Il, o qual esta ativa no sistema renina-angiotensina
(SRA) (KUBA, et.al. 2010). A ACE2 mantém a homeostase do SRA regulando negativamente
esse sistema (LI, ZHOU et.al. 2020). Alguns estudos identificaram a presenca da ACE2 em
células epiteliais dos alvéolos pulmonares, no endotélio de artérias e veias, assim como em
enterdcitos do intestino delgado, células do miocéardio, nas células do tabulo proximal nos rins
e em células uroteliais (HAMMING, et.al. 2004; XU, et.al. 2020).
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A partir da identificagdo dos coronavirus como responsaveis pelos dois surtos citados,
foi evidente a alta transmissibilidade e patogenicidade desses virus (YAN, et. al. 2020).
Recentemente houve ainda a descoberta de mais uma cepa de coronavirus capaz de infectar
seres humanos e responsavel pela pandemia mundial iniciada em 2019 em Wuhan, na China,
conhecido como sindrome respiratéria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
(HARRISON, etal. 2020; CHEN, et.al. 2021), causadora da doenca provocada pelo
coronavirus de 2019 (COVID-19).

2.3 SARS-CoV-2 e suas Caracteristicas clinicas

Em dezembro de 2019 houve a notificacdo na China de grande nimero de casos de
pneumonia de origem viral em Wuhan, na provincia de Hubei, (PHELAN, et.al. 2020;
SHEERVALILOU, et.al. 2020) e por meio de sequenciamento gendmico foi constatado que
uma nova cepa de coronavirus era a causa (LIU, KUO et.al. 2020). Inicialmente esse novo virus
foi nomeado pela organizacdo mundial da satde (OMS) como novo coronavirus 2019 (2019-
nCoV) e nomeou a doenca originada desse virus como doenca do coronavirus 2019 (COVID-
19) (LIU, KUO et.al. 2020), representada como uma doenca respiratria aguda, com potencial
fatal (SHEERVALILOU, et.al. 2020). Em seguida, esse virus foi renomeado para Coronavirus
da sindrome respiratéria aguda grave do coronavirus 2 (SARS-CoV-2), pelo comité
internacional de taxonomia de virus (CORONAVIRIDAE STUDY GROUP OF THE
INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2020).

Assim como o0s demais coronavirus, 0 SARS-CoV-2 apresenta-se como uma particula
esférica envelopada com genoma de RNA com fita simples de sentido positivo (LIU, KUO
et.al. 2020), o qual faz parte do género B dos coronavirus (SAMUDRALA, et.al. 2020).
Estruturalmente, possuem as proteinas Spike ou de pico (S), Envelope (E), Membrana (M) e
nucleocapsideo (N) (figurad) (NAQVI, et. al. 2020). O passo inicial para a infeccdo do SARS-
CoV-2 é a ligacdo especifica da proteina Spike ou de pico (S) ao receptor da enzima conversora
de angiotensina 2 (ACE2) para entrada na celula (Figura 4), onde o virus libera seu genoma e
se replica, resultando na formacao de novas particulas virais e a propagacao do virus para as
outras células (SOY, et.al. 2020; V’KOVSKI, et.al. 2021). O receptor ACE2 para entrada do
SARS-CoV-2 no organismo esta localizado nos pulmées (CLERKIN et. al, 2020), coracéo, rins
(TIKELLIS, et.al. 2012), células epiteliais da mucosa oral (XU, et.al. 2020), nas células
endoteliais (XU, et.al. 2017) e no trato gastrointestinal (GALANOPOULOS, et.al. 2020).
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Figura 4 — Representacéo esquematica da entrada do virus SARS-CoV-2 na célula hospedeira.
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Legenda: Representacdo da entrada do virus SARS-Cov-2 na célula hospedeira humana por meio do receptor
ACE2. Fonte: NAQVI, et. al. 2020

A infeccdo causada pelo SARS-CoV-2 conseguiu se disseminar rapidamente para outras
regides da China e atingir diferentes continentes, tornando-se uma ameaga global (WU, et al.
2020; LIU, KUO et.al. 2020). Com a rapida expansdo dos casos de COVID-19, a OMS
classificou esse surto como uma pandemia em marco de 2020 (SAMUDRALA, et.al. 2020).
Em 12 de junho do mesmo ano, segundo dados da OMS, ja haviam sido notificados
mundialmente mais de 7 milhdes de casos de COVID-19, com nimero superior a 400 mil 6bitos
causados pela infeccéo pelo SARS-CoV-2 (OMS,2020).

No Brasil o primeiro caso de infecgdo pelo SARS-CoV-2 foi detectado em fevereiro de

2020 (OLIVEIRA, et.al. 2020; TANG, et.al. 2020), em um paciente na cidade de Sao Paulo, do
sexo masculino, 61 anos, que havia retornado de uma viagem da Italia (ARAUJO, et.al. 2020)
e a infeccdo rapidamente se disseminou pelo territorio nacional, atingindo S&o Paulo, Rio de
Janeiro e outros estados em algumas semanas (TANG, et.al. 2020). No periodo de realizacédo
deste estudo foram registrados o total de 2.074.860 casos de COIVD-19 no Brasil, no dia 18 de
junho de 2020, colocando o Brasil como o segundo pais com maior nimero de casos no mundo,
ficando atras dos Estados Unidos da América (EUA), que totalizaram 3.647.715 casos
(BRASIL, 2020). De acordo com dados do Ministério da Saude, o coeficiente de incidéncia
bruto do Brasil era de 9.873 casos/1 milhdo de habitantes (BRASIL, 2020). Ao observarmos o
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namero de dbitos acumulados, no mesmo periodo, foram registrados 78.772 6bitos por COVID-
19, com coeficiente de mortalidade de 374 6bitos/1 milh&o habitantes (BRASIL, 2020). Dentre
as regides brasileiras, o Nordeste ocupava a segunda posicao de acordo com o coeficiente de
incidéncia, com 1.214,3 casos/100 mil habitantes e mortalidade de 44,1 0bitos/100 mil
habitantes (BRASIL, 2020). Ja o estado de Alagoas, apresentou 49.583 casos da COVID-19
desde o inicio da pandemia (BRASIL, 2020). Em relac&o aos ébitos foram notificados o total
de 1.381 obitos (BRASIL, 2020). Desde o inicio da pandemia até o dia 25 de dezembro de 2021
no brasil haviam sido confirmados 22.234.626 casos de COVID-19 e 618.424 o6bitos por essa
doenca no pais (BRASIL, 2021). Enfatizando o grave problema de salde publica que o Brasil
e 0 mundo enfrentam desde o inicio da pandemia pela COVID-19.

O virus SARS-CoV-2 tem sua transmissdo por meio de goticulas e aerossois
respiratorios e entra no corpo através das mucosas nasal, nasofaringe e orofaringe (CLERKIN
et. al, 2020; GISONDI, et.al. 2020). Ao desenvolver a COVID-19, esta pode variar com
apresentacdo assintomatica ou sintomas predominantemente respiratorios, caracteristicos da
sindrome do desconforto respiratoria aguda (SDRA). Em casos graves pode evoluir para
faléncia de multiplos 6rgédos e morte (GISONDI, et.al. 2020; MEHTA, et.al. 2021). A evolugdo
para casos mais graves da COVID-19 é associada com a idade mais avancada dos pacientes e
a presenca de comorbidades (SOY, et.al. 2020). Os sintomas mais comuns sao febre, tosse seca,
perda do olfato e paladar, conjuntivite, fadiga e dispnéia (CLERKIN et. al, 2020; GISONDI,
et.al. 2020 PANDEY, et.al. 2020). Também podem se manifestar com dores de cabeca, dor de
garganta e rinorréia, assim como sintomas nao respiratorios, tais quais nausea, diarréia e lesdes
cutaneas (DI GENNARQO, et.al. 2020; GISONDI, et.al. 2020).

A COVID-19 é capaz de provocar respostas imunes excessivas e descontroladas no
hospedeiro, a hipercitocinemia ou “tempestade de citocinas”, tendo como consequéncia um
dano extenso aos tecidos (DI GENNARO, et.al. 2020; HU, et.al. 2021). Alguns pacientes,
durante agravamento do quadro clinico, apresentam rapida progressdo para lesdo pulmonar
aguda e sindrome da insuficiéncia respiratoria aguda com choque séptico, disfuncdo de

multiplos 6rgéos e estado pro-trombético (MEHTA, et.al. 2021).

Diante das alteracdes evidenciadas durante a infeccéo pelo virus SARS-CoV-2, as quais
sdo similares a diversas outras infeccOes respiratorias, é de suma importancia avaliarmos como

0 organismo reage frente a outras infeccgdes virais.
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2.4 Resposta imune antiviral

Sabe-se que 0s virus sdo importantes causadores de doencas infecciosas e a forma como
0 organismo humano detecta e responde a esses invasores determina o desfecho dessas
infeccdes (CARTY, et.al. 2021). Os virus possuem variadas estruturas genémicas, podendo ser
compostos por fita positivas ou negativas, dupla ou simples, de acido ribonucléico (RNA) ou
acido desoxirribonucléico (DNA) (AOSHI, et.al. 2011). O sistema imunolégico inato é a
primeira linha de defesa do organismo contra os patdgenos invasores e é essencial para o
desenvolvimento de repostas imunolégicas antivirais, que finalizam com a eliminacdo desse
patégeno (ZAHID, et. al. 2020).

Sabe se que as células hospedeiras reconhecem os virus por meio de diversos receptores
imunes inatos de reconhecimento de padrées (PRRs), transmembrana ou citosélicos, que
desencadeiam varias vias de sinalizacdo, fazendo uso de proteinas adaptadoras, quinases e
proteinas regulatdérias (AOSHI, et.al. 2011; YANG, SHU, 2020). Os receptores de membrana
incluem os TLRs e os receptores de lectina do tipo C (CLRs), ja os receptores localizados no
citoplasma das células, podemos citar os receptores semelhantes a dominios de oligomerizacéo
de ligacdo a nucleotideos (NLRs), receptores semelhantes ao gene | induzidos por acido
retindico (RIG-1/ RLRs) e sensores citosélicos de DNA (MA, et.al. 2018; BRIARD, et.al.
2020). Esses receptores reconhecem PAMPs especificos, como os acidos nucléicos do genoma
viral, estruturas de superficie como capsideo, e produtos da replicacdo viral (KOYAMA, et.al.
2008; ZAHID, et. al. 2020).

A partir da ativacdo dos receptores, durante a infeccdo viral, ocorre a cascata de
sinalizacdo associada as respostas inatas, resultando na producdo de INFs, quimiocinas e
citocinas (CARTY, et.al. 2021), desenvolvendo respostas de citocinas dependentes do fator
nuclear kappa B (NF-kB) e repostas de INF-a e IFN-f dependentes de fatores reguladores de
interferons (IRF) (AOSHI, et.al. 2011). De forma geral, os INF do tipo | e do tipo Il sdo
poderosas citocinas antivirais, capazes de induzir a expressao de genes que atuam como fatores
diretos para que seja limitada a replicacdo viral e disseminacdo para outas células (ZAHID, et.
al. 2020; CARTY, et.al. 2021). Citocinas como IL-6, TNF-a e IL-1B s@o responsaveis por
recrutar leucdcitos para o local da infeccdo e desencadear um processo inflamatorio (AOSHI,
et.al. 2011).
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Desta forma o sistema imune inato atua para que haja posterior ativacdo da resposta
adaptativa, a qual permite a producdo de anticorpos pelos linfécitos B, os quais podem ser
classificados em anticorpos neutralizantes ou ndo neutralizantes, responsaveis por mediarem a
resposta imune humoral contra virus (AL, et.al. 2020; STAMBAS, et.al. 2020). Os anticorpos
neutralizantes irdo se ligar a um epitopo do envelope viral causando assim a neutralizagdo da
infeccdo viral, por bloquear a interacdo do virus com o receptor celular ou impedir a liberagdo
do genoma viral (ALI, et.al. 2020). Ja os anticorpos ndo neutralizantes se ligam a areas na
superficie do virus, porém nao removem totalmente o virus ou impedem a infeccdo. Deste

modo, o imunocomplexo (virus-anticorpo) entra na célula por endocitose (AL, et.al. 2020).

Na resposta imune adaptativa também ocorre a ativacdo de linfocitos T citotdxicos, os
quais eliminam as células infectadas por virus, sendo indispensaveis para que haja uma resposta
imunologica antiviral eficaz e especifica (KOYAMA, et.al. 2008; CARTY, et.al. 2021). Apds
a infeccao, os linfécitos T CD3*CD8* serdo estimulados por sinais emitidos pela ligacdo dos
antigenos aos TCRs, moléculas coestimuladoras e citocinas inflamatérias (HASHIMOTO, et.al.
2019). Essa infeccdo viral provoca respostas do tipo 1, que irdo promover a ativagdo dos
linfocitos T CD3*CD8" em linfdcitos T citotdxicos (CTLs) capazes de provocar a morte das
células infectadas por atuacdo de granzimas e perforinas, além de secretar citocinas como IFNy
e TNF (KAECH, et.al. 2012). Além da atuacdo de CTLs, os linfécitos T CD3*CD4" sdo
estimulados a se diferenciar em linfécitos Th1, os quais atuam produzindo IFN-y, TNF-a e IL-
2, promovendo a coordenacao da resposta imune antiviral e proporcionando a morte das células
infectadas pelos virus (KAECH, et.al. 2012). Podemos citar também a atuacdo dos linfdcitos
foliculares T que sdo responsaveis por formarem e iniciarem as respostas do centro germinativo
dos linfécitos B, proporcionando a elaboracdo de anticorpos neutralizantes com alta afinidade
viral (KAECH, et.al. 2012). Apoés a eliminagdo do virus invasor, grande parte das células
efetoras sofrem apoptose, no entanto cerca de 5 a 10% das células permanecem no organismo
para posterior formacdo das células de memdria da imunidade (HASHIMOTO, et.al. 2019).
Desta forma a imunidade adaptativa é necessaria para a eliminacdo do virus e o estabelecimento

da memoria para protecdo contra futuras invasdes (STAMBAS, et.al. 2020).

InfeccOes causadas por virus de DNA podem se manifestar de forma aguda, levando a
doencgas graves e potencialmente fatais, ou crénica quando o virus é capaz de manipular as
respostas imunes do hospedeiro (MA, et.al. 2018). Essas proteinas que reconhecem o DNA

podem ser divididas de acordo com seu padrao de expressao e localizagao subcelular, a primeira
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categoria sdo os sensores de DNA endossdmicos (membros da familia TLR) e a segunda
categoria sdo 0s sensores responsaveis por detectar &cidos nucléicos citoplasméatico na maioria
dos tipos celulares (ZAHID, et. al. 2020). Ou de acordo com sua resposta final, entre os sensores
de DNA que permitem a producdo de INF do tipo | e aqueles que resultam na ativacdo de
inflamassoma (BRIARD, et.al. 2020).

Iremos destacar os virus cujo genoma é composto por RNA, como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), virus ebola, virus da influenza (CHEN, et.al. 2017).
Dependendo da rota de entrada do virus e o local de replicacdo, 0 RNA viral podera ser
detectado por um ou mais receptores especificos resultando na elaboracdo de respostas
imunoldgicas coordenadas (LIU, et.al. 2020). Diversos sensores de RNA viral sdo conhecidos,
0s quais sdo capazes de detectar o RNA gendmico dos virions invasores, os fatores
intermediéarios da replicacdo de RNA ou produtos de sua transcri¢do, que permitem subsequente
ativacdo de respostas imunes por intermédio de IFN do tipo | ou a ativacdo de inflamassoma
(CHAN, et.al. 2016). Os TLRs sdo a familia de receptores de maior importancia para a
deflagracdo da resposta antiviral ap6s a infeccdo (JENSEN, et.al. 2012). A familia dos TLR
humanos é composta por 10 membros, do quais TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 e TLR8 sédo
conhecidos por atuarem no processo de reconhecimento de estruturas dos virus de RNA,
incluindo o seu genoma e glicoproteinas de superficie (JENSEN, et.al. 2012). Sabe-se que a
invasdo de virus de RNA regula positivamente a expressdo de IFN do tipo | por meio dos TLR7,
TLR8 e TRL3 (JENSEN, et.al. 2012).

Dentre os mecanismos de deteccdo de RNA viral de forma independente de TLR ndés
temos os receptores da familia RLR e os NLRs que sdo conhecidos por serem receptores
citosélicos (JENSEN, et.al. 2012). A familia dos RLRs é composta por trés membros, RIG-I,
proteina 5 associada a diferenciacdo do melanoma (MDADS) e laboratério de genética e
fisiologia 2 (LGP2), as quais sdo proteinas capazes de realizar ligacdo com RNA de dupla fita
(dsRNA) (JACOBS, et.al. 2012; REHWINKEL, et.al. 2020) Todos os membros possuem um
dominio helicase central e um dominio conhecido como carboxi-terminal (CTD), no entanto,
RIG-I e MDAS ainda possuem dois dominios de ativacdo e recrutamento de caspases amino-
terminais (CARDs), (REHWINKEL, et.al. 2020). Apds os RLRs reconhecerem o RNA
presente no genoma viral, principalmente RIG-1 e MDADS, estes induzem respostas de IFN do
tipo | e tipo 111 (LIU, et.al. 2020; REHWINKEL, et.al. 2020). Estudos mostram que algumas
proteinas da familia NLRs podem detectar RNA de fita dupla (dSRNA) e de forma subsequente
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desencadear respostas antivirais dependentes do IFN tipo | ou de inflamassoma (LIU, et.al.
2020). Diversos membros dos NLRs humanos funcionam como base para a formagdo dos
inflamassomas, como NLRP1, NLRP3 e NLRC4, os quais permitem a regulacdo positiva de
IL-1 e IL-18 (JACOBS, et.al. 2012; LIU, et.al. 2020).

2.5 Resposta imune contra o virus SARS-CoV-2

A resposta imune desenvolvida pela infeccdo por SARS-CoV-2 ainda € pouco
compreendida, mas conhecer os mecanismos moleculares e celulares que podem estar
envolvidos por trés da resposta imunoldgica desencadeada por esse virus € de suma importancia
para o aperfeicoamento de estratégicas terapéuticas que auxiliem no controle da infeccédo e
possa melhorar o progndstico clinico dos portadores da COVID-19 (CANEDO-MARROQUIN,
et.al. 2020).

Sabe-se que a resposta imune inata e a adquirida estdo sendo ativadas pela infec¢do por
SARS-CoV-2 (MORTAZ, et.al.2020). Apo6s entrada nas células epiteliais do sistema
respiratério o virus SARS-CoV-2 inicia a resposta imune a partir da liberacdo de citocinas
inflamatdrias, sequida por fraca resposta de IFNs (HU, et.al. 2021). Na regido pulmonar o virus
infecta os peneumdcitos do tipo | e do tipo Il, além dos macrofagos presentes nos alveolos,
iniciando sua replicacdo intracelular (CAVALCANTE-SILVA, et.al. 2020). Com a propagacao
da infeccdo e aumento na replicacdo viral ocorre o rompimento da integridade da barreira
epitélio-endotelial pulmonar, permitindo que o virus infecte células endoteliais nos capilares
pulmonares exacerbando a inflamacdo permitindo o influxo de neutréfilos e mondcitos
(WIERSINGA, et.al. 2020). Sendo evidenciado em exames por imagem a presenca de
infiltrados inflamatdrios mononucleares na regido intersticial do pulmdo, assim como edema
(WIERSINGA, et.al. 2020). Ainda ha a indicacdo de que a elevagdo de neutrofilos recrutados
ainda imaturos ou disfuncionais auxiliam no desequilibrio durante o combate a infec¢do por
SARS-CoV-2 em casos graves (CAVALCANTE-SILVA, et.al. 2020).

Acredita-se que a patogénese da COVID-19 esta associada a uma resposta imune
inadequada ou uma reacdo exagerada deste sistema, tais alteracbes podem resultar em niveis
significativamente elevados de citocinas, quimiocinas e radicais livres responsaveis por causar
graves danos pulmonares e em outros 6rgdos alvos da COVID-19 (MORTAZ, et.al.2020). A
condicdo citada anteriormente é conhecida como tempestade de citocinas, onde h&

superproducdo de citocinas pro-inflamatdrias com alta atividade bioldgica em diversas células
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e tecidos, ocasionada principalmente por uma perda do feedback negativo durante a ativagao
do sistema imune (SONG, et.al. 2020). Destacamos que a producdo exacerbada de citocinas
pode gerar feedback positivo em células imunolégicas, aumentando seu recrutamento para o
local da infeccdo e desta forma ha o rapido aumento da inflamacéo, gerando danos em mdaltiplos
0rgédos (SONG, et.al. 2020). A tempestade de citocina esta associada com 0s casos graves da
COVID-19, sendo um fator importante para a alta taxa de mortalidade dessa doenca, assim
como o desenvolvimento de insuficiéncia de multiplos 6rgédos, a sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA) e o aparecimento de coagulos intravasculares de forma disseminada
(AZKUR, et.al. 2020). Essa inflamacé&o generalizada esta sendo caracterizada por aumento nos
niveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-7 IL-10, IL-1RA, CCL2, CCL8, CXCL2, CXCL8, CXCLY9,
CXCL16, IP-10, TNF-o e IFN-y (AZKUR, et.al. 2020; BLANCO-MELDO, et.al. 2020; YANG,
et.al. 2020b). Em adicdo, devido a rapida replicacdo do virus SARS-CoV-2 no hospedeiro
ocorre piroptose celular e lise celular, permitindo a liberagdo massiva de citocinas e quimiocinas

contribuindo para o desenvolvimento da tempestade de citocinas (SONG, et.al. 2020).

Como visto anteriormente a resposta imunoldgica contra virus de forma geral esta
associada com a producéo de IFNs do tipo | e tipo 111 que sdo capazes de induzir a producgéo de
diversos efetores antivirais para que a célula seja capaz de resistir a infecgdo viral (PARK, et.al.
2020), no entanto foi observado que ha uma resposta deficiente dos IFNs de ambos 0s tipos
durante a infeccdo por SARS-CoV-2 (BLANCO-MELO, et.al. 2020). Sabe-se que os
coronavirus tem capacidade de interferir em diversos processos gerados durante a imunidade
inata antiviral, entre eles podemos destacar sua interferéncia no processo de producéo dos IFNs,
na sinalizacdo dessas moléculas e durante a funcdo efetora dos genes estimuladores dos IFNs
(PARK, et.al. 2020) Em associacgéo, sabe-se que 0 SARS-CoV e 0 MERS-CoV, séo capazes de
codificar diversas proteinas, estruturais e ndo estruturais, que irdo antagonizar a sinalizacéo dos
IFNs e causar uma resposta tardia dessas moléculas (TAEFEHSHOKR et al. 2020; SONG,
et.al. 2020). E a resposta ineficiente desses IFNs estd associada com maior letalidade dos
pacientes diagnosticados com a COVID-19 (CANEDO-MARROQUIN, et.al. 2020).

Outro fator associado com a patogenicidade da infec¢do por SARS-CoV-2 ¢ a ativagao
viral do inflamassoma citoplasmatico NLRP3 (AZKUR, et.al. 2020), a qual permite a
facilitacdo da inflamagéo ao produzir IL-1p ¢ IL-18, além de proporcionar morte celular por
meio de piroptose (VAN DEN BERG, et.al. 2020; ZHAO, et. al. 2021). O SARS-CoV-2 pode

realizar a ativacédo do inflamassoma NLRP3 de duas formas distintas, por meio de atuacao direta
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do virus, ou variados eventos de sinalizagdo celular (ZHAO, et. al. 2021). Mesmo sendo peca
importante durante o combate a infeccGes virais pelo hospedeiro, quando esse inflamassoma é
ativado pode levar a lesdo patoldgicas nos tecidos durante o processo de infec¢do (ZHAO, et.
al. 2021). Além de estar relacionada com o desenvolvimento de tempestade de citocinas e o
desenvolvimento da SDRA nos pacientes com COVID-19 (SAEEDI-BOROUJENI, et. al.
2020; ZHAO, et. al. 2021). Por fim, hd em conjunto a associacdo do inflamossama de NLRP3
com o desenvolvimento de coagulos, danos ao endotélio e aos alvéolos pulmonares, pois este
permite que haja elevacdo dos niveis de IL-1B, o qual permite um aumento no numero de
neutrdfilos ativados e esses produzem de forma mais abundante suas armadilhas extracelulares
(NETS) que irdo gerar os danos citados (ZHAO, et.al. 2021).

Em conjunto a imunidade inata possui como parte da sua atividade humoral as
moléculas do sistema complemento, sendo observado que este, durante a infeccéo por SARS-
CoV-2, esta sendo fortemente ativado na regido pulmonar, circulacdo e nos rins dos pacientes
(NORIS, et. al. 2020). A exacerbacdo do sistema complemento pode resultar em aumento
significativo da infiltracdo de neutrdfilos e mondcitos nos alvéolos e excessiva producédo das
anafilotoxinas C3a e Cba (SHIBABAW, et. al. 2020). Sendo C5a uma das moléculas
responsaveis por desencadear a liberacdo de outras citocinas resultando em deterioracdo das
células endoteliais com consequente aumento de permeabilidade dos vasos (SHIBABAW, et.
al. 2020). Além disso sdo evidenciadas fortes relagdes entre a ativacdo exagerada do sistema
complemento com o desenvolvimento de alteraces trombéticas durante infecgdes por SARS-
CoV-1 e MERS-CoV e dados similares sdo encontrados quando avaliados a participacdo das
moléculas do sistema complemento na patogénese da trombose presente nos pacientes com
COVID-19 (CONWAY, et. al. 2020).

Outras alteracBes imunoldgicas presentes em pacientes diagnosticados com COVID-19
com maior grau de severidade é a presenca de linfopenia, ativacdo e funcdo de linfocitos
alteradas, anormalidades nos granuldcitos e mondcitos (YANG, et.al. 2020a). Assim como em
outras doengas virais respiratorias linfopenia profunda pode estar presente nos pacientes com a
COVID-19, pois o virus SARS-CoV-2 pode infectar e matar os linfocitos T, além de ser
potencialmente prejudicial a linfopoiese (WIERSINGA, et.al. 2020). Nesses pacientes ha
diminuicdo nos niveis de linfocitos totais, dos linfocitos T CD4* e CD8" (YANG, et.al. 2020b).
Essa linfopenia de linfocitos T associada com a tempestade de citocinas, também possui

correlacdo com o agravamento dos casos de COVID-19 (HU, et.al. 2021). Além disso, é
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conhecido que no momento da infecgdo por SARS-CoV as células apresentadoras de antigenos
possuem alteragdo em suas fungbes, assim como uma migracdo prejudicada das células
dendriticas, o que resulta em reducéo da preparacao das células T (MORTAZ, et.al.2020). Além
da linfopenia dos linfocités T, ha ainda a reducédo de linfécitos B (YANG, et.al. 2020b), no
entanto ha indicacdo que essa alteragdo ndo se encontra significativa durante a resposta
imunologica dos pacientes com COVID-19 (YANG, et.al. 2020a). Ainda é evidenciado em
exames laboratoriais a reducdo dos eosindfilos nos pacientes com a COVID-19, sendo essa
condicdo associada com a gravidade dos casos da doenca (ZHANG, et.al. 2020; ROSENBERG,
et. al. 2021). De forma geral a presencga de eosinopenia no organismo estd acompanhada por
reducdo de linfdcitos, plaquetas, assim como aumento de proteina C reativa e IL-6
(ROSENBERG, et. al. 2021).

Desta forma, destacamos que a atividade do sistema imunoldgico tem impacto
significativo na patogénese da COVID-19, assim como na gravidade dessa doenca. E de
fundamental conhecer os efeitos do SARS-CoV-2 na citocinas e anafilotoxinas séricas em
pacientes com COVID-109.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral: investigar valor prognostico da dosagem de painel de citocinas e

anafilotoxinas em pacientes diagnosticados com COVID-19.

Obijetivos especificos:

Avaliar a secrecéo das citocinas IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, CXCL-8, IL-10, IL-12p70,
IL-17A, TNF-0, GM-CSF, IP-10, IFN-a, IFN-B, IFN-y, IFN-A1 e IFN-A2/3 no plasma
dos pacientes com COVID-19 e doadores controle;

Quantificar os niveis das anafilotoxinas C3a, C4a e C5a no plasma dos pacientes
diagnosticados com COVID-19 e doadores controle;

Correlacionar os parametros de citocinas e anafilotoxinas entre os grupos com 0s
desfechos clinicos de alta hospitalar ou 6bito durante o periodo da pesquisa, assim como
caracteristicas demografica e clinicas dos pacientes;

Avaliar a curva de sobrevivéncia dos pacientes diagnosticados com COVID-19 de
acordo com caracteristicas clinicas e demogréficas;

Analisar o poder preditivo da quantificacdo das anafilotoxinas para o diagnostico da

COVID-19, assim como seu progndstico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Participantes

A pesquisa possui aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, pela
Plataforma Brasil, n°® 30732120.1.0000.5013, assim como do Comité de pesquisa do Hospital
Universitario Prof. Alberto Antunes da Universidade Federal de Alagoas (HUPAA-UFAL).
Para a participacdo no estudo foi necessaria a assinatura prévia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Contudo, no caso dos individuos hospitalizados, seguindo os
protocolos de biosseguranca, o consentimento foi obtido por meio de ligagéo telefénica e envio
do TCLE por meio do aplicativo Whatsapp para o familiar mais proximo ou responsavel legal

pelo paciente hospitalizado, com a posterior assinatura eletrénica do TCLE.

A presente pesquisa trata-se de um estudo observacional do tipo transversal, no qual
foram incluidos 76 participantes, dos quais 56 apresentaram diagndstico positivo para SARS-
CoV-2 por RT-gPCR. Estes exames foram conduzidos pelo proprio HUPAA-UFAL,
confirmando que os participantes estavam com COVID-19 no momento da internacdo. Os
outros 20 participantes foram individuos voluntarios recrutados com idade, género e
comorbidades prévias pareadas. Também foram realizados testes de RT-gPCR para confirmar
que os participantes saudaveis ndo estavam infectados por SARS-CoV-2. Esses testes foram
realizados por meio de parceria com o Prof. Marcelo Duzzioni do Instituto de Ciéncias
Biologicas e da Saude (ICBS) da UFAL e somente foram admitidos os casos negativos.
Também realizamos teste de ELISA (EUROIMMUN - Alemanha; Lot:E200514AS) para IgA e 1gG
especificas para proteina S de SARS-CoV-2. Por apresentar alta concentracdo de IgA, 1
controle foi excluido, resultando ao final em 19 controles utilizados no estudo.

4.2. Critérios de inclusao e exclusdo no estudo
4.2.1 Critérios de inclusao

No grupo COVID-19, foram inclusos no estudo pacientes que deram entrada na Unidade
de Terapia Intensiva (UTI) ou Enfermaria do HUPAA-UFAL, no periodo de maio a julho de
2020, e que apresentaram testes moleculares positivos para SARS-CoV-2. No grupo controle,

foram inclusos 19 individuos de ambos os sexos, com idade entre 30 e 90 anos, e comorbidades
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similares aos dos individuos internados, como Diabetes mellitus tipo Il (DMII), hipertensdo
arterial sisttmica (HAS) e obesidade.

4.2.2 Critérios de exclusao

No grupo COVID-19 foram excluidos os participantes sem confirmagéo por RT-qPCR.
Dentre os voluntarios, foram excluidos do presente estudo, aqueles que relataram sintomas
gripais, como febre, tosse, cefaleia e dispneia, nos 30 dias que antecederam a pesquisa, ou que
apresentaram teste RTg-PCR positivo para SARS-Cov-2 no momento da coleta, ou que
apresentaram sorologia positiva para IgA ou IgG, assim como presenca de doencas genéticas,
doencas autoimunes, como LUpus eritematosos sistémico, doencas neurodegenerativas, como
Esclerose lateral amiotréfica, doencas reumaticas e pacientes com cancer em estado terminal

em uso de cuidados paliativos.
4.3 Coleta de Sangue

De todos os participantes, foram coletados cerca de 2 mL de sangue total em tubos com
EDTA, os quais foram utilizados para posterior processamento e separac¢do de plasma e dos
leucdcitos, como detalhado no item a seguir. As coletas de sangue dos individuos hospitalizados
foram realizadas pelos técnicos do Laboratério de Analises Clinicas do HUPAA-UFAL, no
momento da internacdo. Ja as coletas de sangue dos individuos saudaveis voluntarios foram
realizadas por mim, no Laboratorio de Biologia Celular, respeitando todos os critérios de
biosseguranca. Ainda, dos voluntéarios saudaveis foram coletados um acréscimo de 4 mL de
sangue total para a realizacdo de exames hematoldgicos e bioguimicos, os quais foram
realizados pelo Laboratério de Diagndéstico de Alagoas — LABOAL.

4.4 Processamento e armazenamento das amostras

Apols a obtengdo de sangue total dos individuos, os tubos foram transportados ao
Laboratdrio de Biologia Celular - LBC/UFAL, onde foi executada a separacdo do plasma com
30 minutos de centrifugacdo a 1000 g, para posterior armazenamento a - 80 °C. Este plasma foi

distribuido em diferentes aliquotas, definidas a seguir:

1- 62,5 pl do plasma destinados para analise do Kit LEGENDplex™ Human Anti-
Virus Response Panel (13 plex ,BioLegend, Reino Unido)

2- 62,5 pl do plasma destinados para uso no Kit LEGENDplex™ Human CD8/NK
Panel (13 plex, BioLegend, Reino Unido)
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3- 50 pl do plasma para avaliagdo das anafilotoxinas do sistema complemento pelo Kit
CBA Human Anaphylatoxin (BD Biosciences, EUA)

Nas aliquotas destinadas para analisar as moléculas do sistema complemento, antes do
armazenamento, foi adicionado FUT-175 (Futhan; 552035; BD), sendo utilizado como inibidor
das vias cléssicas e alternativas do sistema complemento, preservando as anafilotoxinas no

momento da coleta. Sendo utilizado 10 pL de FUT-175 a cada 100 mL de plasma.

4.4 Dados clinicos e laboratoriais

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com COVID-19 foram obtidos por meio
de andlise dos prontuarios eletrénicos, enquanto os dados dos participantes controles foram
obtidos apds consulta com médico no HUPAA/UFAL e resultados dos testes laboratoriais. As
varidveis analisadas foram idade, sexo, presenca das comorbidades: DMII, HAS, doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), doenca renal cronica (DRC), obesidade, asma, doencas
autoimunes, doenca hepatica e céncer; sintomas apresentados, duracdo dos sintomas ap0s
admissao; desfecho (6bito ou alta hospitalar); internacdo na unidade de terapia intensiva (UTI)
ou enfermaria; pontuacdo qgSOFA (0-3), e informacdes sobre testes laboratoriais para avaliacdo
de dados sobre: hemoglobina, plaquetas, leucocitos totais e individuais, ferritina, proteina C

reativa, creatinina, glicose, triglicerideos, colesterol total, ureia, célcio, potéssio, e sédio.

4.3 Deteccao de citocinas por citometria de fluxo

As amostras armazenadas foram descongeladas para analise da concentragdo plasmatica
de citocinas por citometria de fluxo, para detec¢do de diferentes citocinas e anafilotoxinas. Por
meio de Kits LEGENDplex™ Human Anti-Virus Response Panel (13 plex - Cat. 740390, Lot
B310340, BioLegend), analisamos as seguintes citocinas IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70,
IFN-02, IFN-B, IFN-A1 (IL-29), IFN-A2/3 (IL-28A/B) IFN-y, TNF-a, IP-10, GM-CSF,
seguindo especifica¢fes do fabricante. Para complementar a andlise de citocinas, utilizado de
forma complementar o Kit LEGENDplex™ Human CD8/NK Panel (13 plex - Cat. 740267, Lot
B314528 , BioLegend), pelo qual foi analisado IL-2, IL-4, IL-6 e IL-17A, conforme instrugdes
do fabricante. Em adicdo, quantificamos as anafilotoxinas C3a, C4a e C5a com o Kit CBA
Human Anaphylatoxin (Cat. 561418, Lot 0017360, BD Biosciences), conforme instrucdes do
fabricante. As citocinas foram detectadas com o citdmetro de fluxo FACS Canto Il (BD
Biosciences), utilizando o programa FACS Diva (BD Biosciences). Os resultados do kit da BD
foram avaliados utilizando o programa FlowJo X (BD Blosciences) e os resultados dos kits da
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Biolegend foram analisados utilizando o programa Legendplex v. 8.0 (Biolegend). Os
resultados foram convertidos e apresentados em pg/mL.

4.4 Andlise estatistica

Para categorizar as amostras presentes no estudo, a estatistica descritiva utilizada para
variaveis quantitativas foi por meio do uso de medianas/interquartil, enquanto para as variaveis
categoricas, utilizamos porcentagem. No estudo optamos por ndo retirar os outliers, visto que
queremos demonstrar de forma mais fidedigna a realidade encontrada. Para correlacionar 0s
niveis de citocinas e anafilotoxinas com as caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes
utilizamos teste ndo paramétricos, por se tratar de amostras que ndo apresentam distribuicdo

normal, comparando os valores de medianas encontrados.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para avaliarmos a igualdade das medianas dos
individuos agrupados em dois grupos distintos. Foi utilizado nas analises comparativas das
citocinas com dados clinicos como febre, hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabetes
mellitus 1l (DMII), doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), neutrofilia, leucopenia,
linfopenia, uso de ventilacdo mecanica, desfecho clinico (alta ou 6bito), para a comparagédo
entre pacientes dos grupos COVID-19 e controle, e entre dados demograficos como sexo e
idade.

Ja o teste de Kruskal-Wallis com pds teste de comparacdes multiplas de Dunn foi
utilizado quando agrupamos os individuos em trés ou mais grupos distintos, para dados como:
gSOFA, a sindrome do desconforto respiratorio, pacientes com ou sem cancer quando
comparados com o grupo controle, os niveis de triglicerideo e ferritina, o tempo de internacao
na enfermaria ou UTI e o tempo de internacdo total dos pacientes, analisar a comparacao entre
pacientes internados com os individuos pertencentes ao grupo controle, e para avaliar os dias

de sintomas dos individuos diagnosticados com COVID-19.

Para correlacdo das varidveis laboratoriais com os niveis de citocinas e anafilotoxinas
foi utilizado a correlacdo de Spearman, com intervalo de confianga de 95%. Os dados
laboratoriais analisados por meio dessa correlagcdo foram: ferritina, plaquetas, hemoglobina,
neutrofilos, leucacitos, linfocitos, taxa de filtragdo glomerular (TGF), a razdo entre linfocitos e
neutrdfilos e proteina C reativa (PCR).
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Avaliamos também a chance de sobrevida dos pacientes diagnosticados com SARS-
Cov-2, considerando o tempo de inicio dos sintomas até o desfecho clinico (6bito ou alta), a
partir da curva de sobrevivéncia, pelo teste de hipotese Gehan-Breslow Wilcoxon. Através
desse teste foram observadas caracteristicas clinicas e demograficas, a fim de verificar seu
impacto sobre a sobrevida dos pacientes. Dentre estas, avaliamos 0s seguintes parametros: uso
de ventilagdo mecénica, HAS, DM II, sindrome do desconforto respiratorio agudo, DPOC,
cancer, triglicerideos, linfopenia, leucocitose e neutrofilia; e caracteristicas demogréaficas como
sexo e idade. Para o calculo do risco relativo (Hazard ratio -HR), foi utilizado o teste Logrank

(Mantel-Cox), com intervalo de confianga de 95%.

E por fim, foi avaliado o poder preditivo da quantificacdo das anafilotoxinas (C3a e
C4a) em distinguir os pacientes diagnosticados com COVID-19 de acordo com 0 seu
progndstico, diferenciando os pacientes hospitalizados na enfermaria e aqueles internos na UTI,
para tal analise foi realizado o método da curva ROC, o qual permite avaliar a acuracia do

desempenho de testes diagndsticos ou progndsticos.

Todos os resultados estatisticos foram considerados significantes quando o valor de p
foi igual ou menor que 0,05 (P < 0,05), sendo realizada as analises por meio do programa Prism
8 (GraphPad, EUA) e a curva ROC foi elaborada a partir do programa MetaboAnalyst 5.0

disponibilizado online.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracterizacgado dos participantes diagnosticados com a infec¢do por SARS-CoV-2.

Todos os pacientes encontravam-se hospitalizados no HUPAA-UFAL, 30 pacientes
encontravam-se na UT]I, representando maior severidade da doenca, 27 pacientes eram internos
da enfermaria, sendo estes classificados como um grau moderado da COVID-19 (Tabela 1).
Referente aos dados demograficos dos pacientes hospitalizados, a média de idade dos
participantes do estudo foi de 59,43 anos para os pacientes hospitalizados na UTI e 64,52 anos
para 0s que estavam internos nas enfermarias (Tabela 1). Ao observarmos o género, o feminino
foi 0 mais prevalente representando 32 pacientes, cerca de 56% do total da amostra, enquanto
0 masculino representa 25 pacientes, equivalente a 43,85% dos pacientes, sendo observado um
maior nimero de mulheres hospitalizadas na UTI, 60% dos participantes desse grupo (Tabela
1). Nos pacientes participantes do estudo a HAS foi a comorbidade mais observada, estando
presente em 35 pacientes (61,40%), representando 66,67% dos pacientes UTI e 55,56% dos
pacientes enfermaria. Apos a HAS a DMII é a segundo comorbidade mais prevalente presente
em 30 participantes com COVID-19 (52,63%), equivalendo a 53,33% dos pacientes UTI e
51,85% dos pacientes hospitalizados na enfermaria (Tabela 1). Além das comorbidades ja
citadas, em nossa amostra foram encontrados 21 pacientes com cancer, 15 pacientes com DPOC

e 2 pacientes com doenca renal cronica (Tabela 1)

Da sintomatologia clinica apresentada pelos pacientes no momento da admisséo, a
dispneia € o sintoma mais predominante, o qual esteve presente em 53 pacientes diagnosticados
com COVID-19 (92,98%), e ao avaliarmos esse sintoma por modalidade de internacdo, foi
constatado que 100% dos pacientes UTI apresentaram dispneia (Tabela 1). A dispneia foi
seguida por tosse em 43 dos pacientes (75,43%), 39 pacientes apresentaram SDRA (68,42%),
assim como febre (68,42%) (Tabela 1). Outros sintomas formam citados, com menor

frequéncia, entre eles mialgia, diarreia, anosmia e cefaleia (Tabela 1).

Durante o periodo de internacdo para avaliacdo da gravidade da disfungédo do organismo
foi aplicado um sistema de pontuacdo que realiza a quantificagdo das alteracbes baseada em
alguns fatores. No HUPAA-UFAL foi utilizado o escore de avaliagdo de faléncia de orgaos
relacionado a sepse (SOFA), o qual é utilizado para descrever quantitativamente e
objetivamente o grau de disfuncdo ou faléncia de 6rgéos ao longo do tempo em pacientes, a
pontuacédo varia do 0 (normal) até 4 (maior grau de anormalidade) (Vincent, et.al. 1996). Nos
participantes incluidos no estudo, 9 apresentaram o qSOFA normal e 48 apresentaram algum
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tipo de anormalidade, com qSOFA superior a 1 (Tabela 1). Onde 100% dos pacientes internos
na UTI tiveram pontuacdo maior que 1 no escore qSOFA, evidenciado o maior grau de

severidade destes pacientes.

Dentre os dados laboratoriais avaliados observamos reducéo significativa nos niveis de
hemoglobina nos pacientes diagnosticados com COVID-19, tantos os hospitalizados na UTI
guanto os pacientes da enfermaria, quando comparados ao grupo controle (Tabela 1). Na
avaliacdo de células imunoldgicas, observamos reducdo na contagem de linfocitos nos
pacientes com COVID-19, quando comparados ao controle, ja os leucdcitos e neutrofilos
mostraram-se significativamente elevados nos pacientes diagnosticados com COVID-19
guando comparados com o grupo controle (Tabela 1). Ao analisarmos moléculas como ferritina,
CPK, proteina C reativa, creatinina e ureia, podemos observar elevacdo nos niveis de ferritina
e proteina C reativa nos pacientes com COVID-19 quando comparado com o controle e apenas
os pacientes com COVID-19 hospitalizados na UTI apresentaram aumento nos niveis de ureia
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracterizacdo demograficas e clinicas dos pacientes diagnosticados com
COVID-19 incluidos no estudo.

Caracteristicas

Grupo Controle

Pacientes Enfermaria

Pacientes UTI

(n=19) (n=27) (n=30)
Idade, Média = SD 57,84 £12,76 64,52 + 16,93 59,43 £ 17,67
Sexo, N°. (%)
Masculino 9 (47,37) 13 (48,15) 12 (40,00)
Feminino 10 (52,63) 14 (51,85) 18 (60,00)
Comorbidades, N°. (%)
Hipertensdo 7 (36,84) 15 (55,56) 20 (66,67)
Diabetes 2 (10,52) 14 (51,85) 16 (53,33)
Doenca pulmonar obstrutiva 0 (00,00) 8 (29,63) 7 (23,33)
cronica
Doenca renal cronica 0 (00,00) 1(3,70) 1(03,33)
Cancer 0(00,00) 16 (59,26) 5 (16,67)
Sintomas, N°. (%)
Febre - 16 (59,26) 23 (76,67)
Tosse - 20 (74,07) 23(76,67)
Dispneia - 23(85,19) 30 (100,0)
SDRA - 15 (55,56) 24 (80,00)
Anosmia - 3(11,11) 0 (00,00)
Diarreia - 6 (22,22) 3(10,00)
Mialgia - 9(33,33) 7(23,33)
Cefaleia - 3(11,54) 0 (00,00)
gSOFA =0 - 9 (33,33) 0 (00,00)
gSOFA > 1 - 18 (66,67) 30 (100,0)
Bioquimica, Mediana (Q3 - Q1)
Hemoglobina 14,10 (14,60 — 13,60) 11,35 (12,85 — 10,01)**** 13,04 (13,76 —
11,26)**
Plaquetas 233.000 191.500 239.000
(274.000 — 194.000) (304.250 — 155.000) (336.500 — 162.000)
Leucdcitos 6.000 10.300 11.250
(7.600 — 5.300) (15.250 — 6.300)** (16.125 — 7.550)****
Linfécitos 2.214 (2.631 - 1.992) 1.244 (1.752 — 679)*** 962 (1.700 — 610)****
Neutréfilos 3.168 (4.044 — 2.750) 7.018 (10.645 — 4.738)**** 8.407 (12.901 -
5.623)****
Ferritina 148,10 (266,20 -118,95) 1.195 (2.469 — 321)**** 1.483 (2.950 —
T
CPK 143 (212,10 — 109,50) 114 (193 - 44) 96 (348 — 69)

Proteina C reativa

1,94 (4,95 — 0,74)

95 (172 — 5B)****

129 (235 — 43)****

Creatinina

1,01 (1,11 -0,97)

0,93 (1,06 — 0,75)

0,98 (1,68 — 0,70)

Ureia

32,60 (37,35 — 27,45)

39 (60 - 27)

51 (88 — 32)**

Teste de Mann-Whitney em

0,0001. Fonte: autora.

comparacdo ao grupo controle. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001; **** P <
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5.2 Avaliacao dos niveis séricos das citocinas por citometria de fluxo.

5.2.1 Reducdo de IL-12p70 e GM-CSF em pacientes diagnosticados com COVID-19.

Inicialmente avaliamos os niveis de citocinas presentes no plasma de pacientes
diagnosticados com COVID-19 e dos voluntarios que ndo possuiam a infeccdo por SARS-CoV-
2. Foi possivel observar que os pacientes com COVID-19 apresentaram reducdo significativa
das citocinas IL-12p70 (mediana, 45.07; Intervalo interquartil (IQR), 76,55 - 21,71; p=0,0045)
e GM-CSF (117,0; 216,6 - 71,71; p= 0,0322) quando comparados ao grupo controle (Figura 5

G e K). As demais citocinas ndo apresentaram alteragdes estatisticamente significantes.

5.2.2 Alteracdo dos niveis de citocinas em pacientes com COVID-19 idosos e adultos.

Em seguida, avaliamos se a idade estaria afetando a expressao de citocinas nos pacientes
positivos para SARS-CoV-2. Primeiro dividimos os participantes em dois grupos, os adultos
gue possuiam idade entre 19 e 59 anos e os idosos, idade a partir de 60 anos. Ao analisarmos
0s niveis das citocinas dos pacientes adultos em comparacdo com o grupo adulto que nao
possuia a COVID-19, encontramos uma expressiva reducdo da citocina IL-12p70 (43,06; 60,76
-23,04; p= 0,0006) nos pacientes adultos quando comparado com o controle (Figura 6 G). Em
relacdo aos participantes idosos podemos ver aumento na quantificacdo de INF-A1 (381,8; 1666
- 264,1; p=0,0193) quando comparado com o controle na mesma faixa etaria (Figura 7 O).
Tanto para adultos como idosos as demais citocinas avaliadas ndo apresentaram alteracGes
significativas (Figura 6 e 7 respectivamente).
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Figura 5 - Avaliacdo do nivel sérico de citocinas em pacientes diagnosticados com COVID-

19 em relacédo a doadores controle.

A 300 B 1000+ c 200
A
A ]
= _ 8w — 150 .
200 .
) -E, 600 -E_,
& . N o 4 2 100 4
= . 400 .
< 100 o o 1 5 .
- = = 504
= L A 200 b4
Ogtossspsetity
#oetgtessstess
0 T 4- 0 0 2 T
Controle COVID-19 Controle COVID-19 Controle COVID-19
D 2004 E 15004 F 1504
'
150 4
= 1 = = .
= £ 1000 4 E 100 .
‘g 100 ‘g g A
=2 1 . =2 = . A% 4 a
(7] o =] . Adbdy
% 4 % 500 < s0{ *%% 4y ﬂ,‘
= 50 " = = _=-:T:_ "y
otgpssetesss 4+-— *," aftatits
0 . ; 0 -’ 0 T :‘
Controle COVID-19 Controle COVID-19 Controle COVID-19
G
1500- H 4 1 2000
L
= . — ry
_E; E 60 * :E“ 15004 N
4 1000+ E Ay AN 5
P . = M0 .'..: ﬁ" 3 £ 1000 4
= = =)
™ 5004 - N3
~ . 4 20 o 5004 2
= = .
- ., . A hese
04 0 : T 0
Controle COvID-19 Controle COVID-19 Controle COVID-19
1 2504 K 600+ L 4004
A
, = s s
= 2001 E N T 3001
£ o 4004 =
D 150, a 2 . " 2 o* i,
= . ™ u ®e a g 200- . ;‘:
: i . Agadas
w 100 H ‘ﬁﬂ‘ o 200 s A dha T b ak
z —2eals = e ;' i Z 04 3
[ 50 : = o e w PRS- TT o
a®e . [ ] ™ .
0 v e 0 b ' 0 Ll “:‘t‘."m‘
Controle COVID-19 Controle COVID-19 Controle COVID-19
M 1500+ N 1000+ O 4000-
N 800 . 4
z = &0 " ‘E 30004
-E-, 1000+ %’ oo " _g --.. i
. a
a : S 30 2 — 20007 .
= . T . 5 : 4
= 500 [] = 2004 >
< 4 b . £ 1000 . 4
_..!.._ P, 100 P ™
oL _e*8%,e ol oL sseseseseeee T
Controle COVID-19 Controle COVID-19 Controle COVID-19
P
4000
E 30001 ad
)
Z hid ‘*Aﬁi
M 2000
3 4 3,40000
- L] AAA
h A
Z 1000 —"l"T" —r%‘é—
[ .o ata ‘Ai 2t
0 bl f22a3d,
Controle COVID-19

Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1p (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-02 (L), IEN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes diagnosticados com COVID-19 e voluntérios controle. Grupo COVID-19: N 56;
Grupo Controle: N 19. Anélise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney. *p = 0,0322; **p = 0,0045. Fonte:

autora.

56



Figura 6 - Avaliagdo dos niveis séricos de citocinas em pacientes adultos menores de 60 anos.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1B (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-02 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes adultos diagnosticados com COVID-19 comparados com doadores adultos sem
a infeccdo. Grupo Controle: N 11; Grupo COVID-19: N 23; Anélise estatistica por meio do teste de Mann-
Whitney. ***p = 0,0006. Fonte: autora
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Figura 7 - Avaliacao dos niveis séricos de citocinas em pacientes idosos.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1p (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-02 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes idosos diagnosticados com COVID-19 comparados com doadores idosos sem a
infeccdo. Grupo Controle: N 8; Grupo COVID-19: N 33; Andlise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney.
*p = 0,0193. Fonte: autora
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5.2.3 Diferenca nos niveis de citocinas em pacientes diagnosticados com COVID-19 apds
comparagao entre os sexos feminino e masculino.

Ao avaliarmos o0s niveis de citocinas presente no plasma sanguineo de mulheres com
COVID-19, ndo foram identificadas alteragcdes estatisticamente significantes (Figura 8). O
mesmo teste foi realizado para a avaliacdo da diferenca nas citocinas séricas dos pacientes
masculinos, sendo constatado que ha uma reducdo em IL-1p (22,90; 27,15-21,66; p=0,0094),
IL-12p70 (28,53; 72,25-20,08; p=0,0031) e GM-CSF (89,30; 174,7-55,58; p=0,0400), quando
estes sdo comparados com o grupo controle do mesmo sexo (Figura 9). Apos identificar essas
diferengas entre grupo controle e pacientes com COVID-19, decidimos investigar se estaria
havendo alterac6es significativas nas citocinas ao compararmos pacientes diagnosticados com
COVID-19 separados por sexo. Sendo observado que as mulheres diagnosticadas com a
infecgdo por SARS-CoV-2 apresentam niveis mais elevados de GM-CSF (166,8; 231,8-77,16;
p=0,0360), IFN-a2 (117,4; 218,7-86,11; p=0,0007) e IFN-A2-3 (1364; 1797-717,0; p= 0,0191)

guando comparados com o sexo masculino (Figura 10).
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Figura 8- Avaliacdo dos niveis séricos de citocinas em pacientes do sexo feminino.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1B (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-02 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes do sexo feminino diagnosticados com COVID-19 comparados com doadores do
mesmo sexo sem a infec¢do. Grupo Controle: N 10; Grupo COVID-19: N 31; Andlise estatistica por meio do teste
de Mann-Whitney. Fonte: autora
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Figura 9 - Quantificacédo das citocinas em pacientes do sexo masculino.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1B (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-a2 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes do sexo masculino diagnosticados com COVID-19 comparados com doadores do
mesmo sexo sem a infec¢éo. Grupo Controle: N 9; Grupo COVID-19: N 25; Andlise estatistica por meio do teste
de Mann-Whitney. *p = 0,0400; ** p < 0,009. Fonte: autora
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Figura 10 - Avaliaco das citocinas em pacientes diagnosticados com COVID-19 de acordo

com 0O Sexo.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1B (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-02 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes diagnosticados com COVID-19 dos sexos feminino e masculino. Grupo
Masculino: N 25; Grupo Feminino: N 31; Andlise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney. *p < 0,05; ***p
= 0,0007. Fonte: autora.
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5.2.4 Niveis de citocinas em pacientes com COVID-19 e a influéncia da presenca de

comorbidades nessas moléculas.

Ao caracterizarmos nossa amostra foi notorio a grande quantidade de pacientes que
possuiam comorbidades, tais como HAS, DMII, DPOC e céncer, por esse motivo agrupamos
0s pacientes de acordo com a presenca dessas desordens para verificar como poderiam estar
afetando os niveis de citocinas presentes no plasma. Inicialmente avaliamos a influéncia de
HAS nos pacientes com COVID-19 quando comparados com voluntarios controle com a
mesma comorbidade. Foi observado que em pacientes com HAS e COVID-19 h4 uma elevagéo
de IL-6 (23,71; 32,81-21,78; p=0,0410) (Figura 11 D) e reducdo nos niveis de 1L-12p70 (44,91,
74,27-20,91; p=0,0141), quando comparados com o grupo controle (Figura 11 G). Em seguida,
avaliamos apenas 0s pacientes hospitalizados com COVID-19 divididos pela presenca ou
auséncia de HAS, sendo encontrado novamente a elevagdo de IL-6 (23,71; 32,81- 21,78;
p=0,0268) no plasma de pacientes que possuiam a HAS e COVID-19, quando comparado com
pacientes positivos para SARS-CoV-2 sem HAS (Figura 12 D).

Também foi avaliada a presenca de DMII em pacientes com COVID-19 e como esta
estaria afetando a producdo de citocinas, observamos o aumento no quantitativo de TNF-a
(66,91; 100,2- 33,84; p=0,0309) nos pacientes COVID-19 com DMII, quando comparados ao
grupo COVID-19 sem a comorbidade (Figura 13 J). Analisamos ainda como a DPOC poderia
afetar os niveis das citocinas nos pacientes com a infeccdo por SARS-CoV-2, para isso
agrupamos os pacientes com COVID-19 em dois grupos, os que possuiam a DPOC (DPOC+)
e 0s que ndo possuiam a comorbidade (DPOC -). Ao realizarmos a quantificacdo das citocinas
nesses pacientes foi constatado que tal comorbidade ndo estaria associada alteracdes
significativas nas citocinas avaliadas (Figura 14). Por ultimo, analisamos o impacto do cancer
nos pacientes com COVID-19 sobre os niveis de citocinas, nesse caso 0s pacientes com
COVID-19 foram agrupados em pacientes com cancer (COVID-19 CA +) e sem cancer
(COVID-19 CA -). Ao realizarmos o comparativo do nivel de citocinas, foi detectado alteragdo
significativa apenas na I1L-12p70 (30,91; 58,31-19,38; p=0,0015), onde ha reducdo nos niveis
dessa citocina no grupo cancer -, quando comparamos com o grupo controle (Figura 15 G). E
ao compararmos os grupos COVID-19 CA - e COVID-19 CA +, observamos um aumento
significativo nos niveis de IL-12p70 (70,22; 99,67-35,47; p=0,0348) nos pacientes com cancer
(Figura 15 G).
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Figura 11 — Quantificagéo das citocinas nos pacientes portadores de hipertenséo arterial
sisttmica (HAS) e diagnosticados com COVID-19 comparados com o grupo controle com

a mesma comorbidade.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1p (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-02 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes diagnosticados com COVID-19 que possuiam HAS (COVID-19 HAS+) em
comparagao com o grupo com doadores controle com HAS (CTL HAS+). Grupo COVID-19 HAS+ : N 35; Grupo
CTL HAS+: N 7; Analise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney.; *p < 0,05. Fonte: autora
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Figura 12- Avaliagdo dos niveis séricos de citocinas em pacientes diagnosticados com COVID-19
e portadores de hipertensdo arterial sistémica (HAS).
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1p (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-02 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes diagnosticados com COVID-19 que possuiam HAS (HAS+) em comparacdo com
0 grupo sem a comorbidade (HAS-). Grupo HAS+: N 35; Grupo HAS- : N 21; Andlise estatistica por meio do
teste de Mann-Whitney.; * p = 0,0268. Fonte: autora
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Figura 13 — Andlise dos niveis séricos de citocinas em pacientes diagnosticados com
COVID-19 e portadores de diabetes mellitus tipo Il (DMII).
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1p (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-a2 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes diagnosticados com COVID-19 que possuiam DMII (DMII+) em comparacéo
com o grupo sem a comorbidade (DMII-). Grupo DMII+: N 30; Grupo DMII- : N 26; Anélise estatistica por meio
do teste de Mann-Whitney.; * p = 0,0309. Fonte: autora
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Figura 14 — Andlise de citocinas em pacientes diagnosticados com COVID-19 e portadores

doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC).
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1B (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-02 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes diagnosticados com COVID-19 que possuiam DPOC (DPOC+) em comparagdo
com o grupo sem a comorbidade (DPOC-). Grupo DPOC+: N 15; Grupo DPOC- : N 41; Analise estatistica por
meio do teste de Mann-Whitney. Fonte: autora
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Figura 15 - Andlise quantitativa dos niveis séricos de citocinas em pacientes diagnosticados com

COVID-19 que possuiam cancer ou ndo, comparados com o grupo controle.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1p (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-02 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes diagnosticados com COVID-19 associada a cancer (COVID-19 CA+) em
comparagao com participantes sem cancer com COVID-19 (COVID-19 CA-) e voluntarios sem cancer (CTL),
Grupo Controle: N 19; Grupo COVID-19 CA-: N 37; Grupo COVID-19 CA+: N 20; Analise estatistica por meio
do teste ANOVA e p0s teste de Kruskal-Wallis. *p<0,05; ***p< 0,0005. Fonte: autora
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5.2.5 Avaliacdo da alteracdo nos niveis sericos das citocinas em pacientes diagnosticados
com COVID-19 de acordo com o escore qSOFA.

Como citado anteriormente o escore SOFA é utilizado para a avaliar os niveis de dano
aos Orgdos durante uma infeccdo, quanto maior o grau do gSOFA maior sera a gravidade da
doenca. Diante disso, decidimos avaliar como esse critério clinico de estadiamento da doenca
estaria se relacionando com os niveis de citocinas no plasma de pacientes com CODIV-19.
Agrupamos os pacientes, entre aqueles que ndo tiveram disfun¢Bes dos 6rgdos, ou seja, que
tiveram pontuacdo zero no qgSOFA (qSOFA=0) e os que possuiam algum grau de alteracdo
(qSOFA>1), quanto maior a pontuacdo maior o dano e consequentemente a severidade da
COVID-19. Sendo observada reducdo do IFN-B (117,2; 303,5-77,10; p= 0,0021) no grupo
qSOFA>1, comparado ao grupo qSOFA=0 (Figura 16 M) ¢ aumento nos niveis de IL-6 (23,25;
30,25- 21,78; p= 0,0408) no grupo qSOFA>1, quando comparado com o grupo que possui
gSOFA=0 (Figura 16 D).

5.2.6 Avaliacdo do impacto do uso da ventilacdo mecénica, como terapéutica para a
infecgdo por SARS-CoV-2, na producéo de citocinas.

Entre os critérios relacionados com a gravidade da COVID-19, elencamos a utilizacao
da ventilacdo mecanica (VM) como terapéutica no tratamento dos pacientes. Desta forma, para
avaliar o impacto da VM separamos 0s pacientes em dois grupos, aqueles que fizeram uso dessa
técnica (VM+) e 0 que ndo necessitaram utilizar a VM em seu tratamento (VM-). E foi possivel
identificar alteragdo nos niveis séricos de IL-8 (32,13; 54,30- 12,50; p= 0,0341), a qual
encontrava-se aumentada nos pacientes que utilizaram a VM (Figura 17 E). As demais citocinas

avaliadas ndo tiveram modificaces significativas.
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Figura 16 — Quantificacdo dos niveis séricos de citocinas em pacientes diagnosticados com

COVID-19 de acordo com o escore SOFA (qSOFA).
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1B (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-02 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes diagnosticados com COVID-19 de acordo com a pontuagdo obtida no escore
SOFA, Grupo qSOFA 0: N 10; Grupo qSOFA >1: 46; Analise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney.
*p<0,05. Fonte: autora
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Figura 17 — Avaliacdo dos niveis de citocinas em pacientes diagnosticados com COVID-

19 submetidos ou ndo a ventilacdo mecanica (VM).
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1B (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-02 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes diagnosticados com COVID-19 que utilizaram ventilagdo mecéanica (VM+) em
comparacao com o grupo que ndo fez uso desta terapéutica (VM-). Grupo VM+: N 28; Grupo VM- : N 28; Anélise
estatistica por meio do teste de Mann-Whitney. *p = 0,034. Fonte: autora
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5.2.7 Alteragdes nos niveis séricos das citocinas dos pacientes diagnosticados COVID-19,
de acordo com o desfecho clinico.

Em seguida avaliamos o padrdo apresentado pelas citocinas a depender do desfecho
clinico do paciente e como estas poderiam estar relacionadas com o progndéstico dos pacientes
diagnosticados com COVID-19. Para tal avaliacdo os pacientes foram divididos em dois grupos
de acordo com o desfecho clinico, o primeiro grupo estavam os pacientes que receberam alta
hospitalar e no outro grupo os pacientes que vieram a 6bito em decorréncia da COVID-19. Vale
inicialmente ressaltar que em ndmeros absolutos observamos dentre os individuos
diagnosticados com COVID-19 o total de 27 6bitos. Das citocinas analisadas foi evidenciado
alteracdo estatisticamente significativa em duas citocinas, IL-10 (32,48; 59,81- 20,60; p=
0,0462) encontra-se aumentada nos pacientes que vieram a Obito (Figura 18 F) quando
comparado com 0s pacientes que receberam alta. Assim como, foi detectado aumento
expressivo nos niveis séricos de IL-12p70 (59,50; 97,31- 23,19; p= 0,0236) nos pacientes do
grupo Obito, quando comparado com o grupo alta (Figura 18 G). Nenhuma outra citocina

avaliada apresentou alteracdo quando comparado o desfecho clinico dos pacientes.

72



Figura 18 - Avaliacdo dos niveis séricos de citocinas em relacdo ao desfecho clinico dos

pacientes com COVID-109.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das citocinas IL-1p (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-6 (D), IL-8 (E), IL-
10 (F), IL-12p70 (G), IL-17A (H), IP-10 (1), TNF-a (J), GM-CSF (K), IFN-a2 (L), IFN-B (M), IFN-y (N), IFN-A1
(O) e IFN-A2-3 (P) em pacientes diagnosticados com COVID-19 comparando o desfecho clinico destes pacientes.
Grupo Alta: N 29; Grupo Obito: N 27. Analise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney. *p < 0,05. Fonte:

autora
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5.2.8 Correlacéo entre os dados laboratoriais dos pacientes diagnosticados com COVID-

19 e os niveis séricos das citocinas avaliadas.

Optamos por avaliar os parametros laboratoriais, como contagem de plaguetas,
leucacitos, neutrofilos, linfdcitos, hemoglobina, proteina C reativa (PCR) e ferritina, e como
estes estariam se correlacionando com as citocinas avaliadas no estudo, para isso utilizamos o
teste de correlacdo de Sperman. Podemos observar que ao analisarmos o nimero de plaquetas
com a quantificacéo das citocinas, apenas IL-17A apresentou uma correlacdo estatistica, a qual
apresenta correlacdo positiva com as plaquetas, ou seja, quanto maior o nimero dessa célula
maior a concentracdo de IL-17A (Tabela 2). Quando avaliamos a correlagdo com os neutréfilos
encontramos correlacdo negativa com IFN-p, ou seja, quanto maior o nimero de neutrofilos,
menor o nivel dessa citocina (Tabela 2). Também foi encontrado correlacao estatistica quando
avaliamos a dosagem de PCR, a qual apresentou correlacdo negativa com IL-10 e IFN-02
(Tabela 2). Assim como foi encontrado correlagcdo negativa entre o quantitativo de ferritina e
0s niveis séricos de INF-y (Tabela 2). Em seguida foi a aplicado 0 mesmo teste para a contagem
de leucocitos, e ndo foi encontrado nenhuma correlacdo significativa, assim como com a

contagem de linfdcitos e hemoglobina (Tabela 2).
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Tabela 2- Correlagdo dos niveis de citocinas com parametros laboratoriais em pacientes
diagnosticados com COVID-19.

©
. 1%} @R 1%} = @)
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S = = e Q c O c

3 Q B 'S =} c .= =

=) Q bud © > o = =

O (&S] fra) Y— o = @© b

S > 5 c 5 © s

_ 3] <) e 1S s = LL

o | pd - @ o
I
r P r P r P r P r P r P r P
IL-1p 025 006 | 006 065 | 007 061 | 001 097 | 015 026 | 003 08 | 005 075
IL-2 012 038 | 012 036 | 015 027 | -016 023 | 013 034 | -023 009 | 005 0,70
IL-4 008 056 | -021 011 | -019 016 | 015 025 | -018 019 | 004 075 | -005 071
IL-6 020 015 | -010 047 | 008 057 | 014 030 | 008 054 | -010 048 | 005 074
IL-8 020 015 | -004 077 | 002 08 | -012 036 | 001 093 | 002 08 | 008 058
IL-10 004 077 | 001 092 | 000 097 | 009 054 | -024 008 | -030 003 | -010 049
IL-12p70 | 002 09 | -011 044 | -005 074 | -011 042 | -014 030 | -009 053 | 000 0,97
IL-17A 029 003 | 004 075 | 003 08 | 000 099 | 015 029 | -006 068 | 007 064
1P-10 009 052 | -006 067 | -014 029 | 006 067 | 014 030 | 004 079 | 016 025
TNF-a 023 009 | 016 023 | 012 036 | 000 098 | 021 011 | -021 012 | 010 046
GM-CSF | o007 058 | -023 009 | -024 008 | 004 074 | -018 019 | -022 010 | -018 0,19
IFN-a2 008 058 | -012 039 | -016 025 | 004 077 | 009 053 | 027 005 | -015 0,30
IFN-b 006 066 | -022 011 | -028 004 | -006 064 | 003 08 | -010 049 | -009 050
- 0,79

IFN-g -0,04 017 020 | -023 008 | 015 027 | -008 053 | 017 020 | -027 005
IFN-I1 025 007 | 001 095 | 002 08 | 009 053 | -009 052 | 016 024 | -015 0,29
IFN-12-3 001 09 | -016 025 | 014 030 | -003 08 | -018 019 | -020 014 | 011 043

Legenda: Correlagdo avaliada por meio do teste de correlagdo de Sperman. P < 0,05. Fonte: autora

5.3 Avaliacdo dos niveis séricos das anafilotoxinas por citometria de fluxo

5.3.1 Alteracdo de C3a e C4a dos pacientes diagnosticados com COVID-19.

Além da avaliacdo dos niveis de citocinas, também realizamos a quantificacdo e

avaliacdo das anafilotoxinas C3a e C4a nos pacientes diagnosticados com COVID-19 e

comparamos com 0s voluntarios que ndo possuiam a infeccdo. Sendo possivel identificar
aumento importante nos niveis de C3a (34,77; 107,5- 23,26; p <0,0001) e C4a (1997, 3506-
1178; p<0,0001) quando comparado ao grupo controle (Figura 19).
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Figura 19 — Quantificagdo dos niveis séricos de anafilotoxinas em pacientes portadores do
SARS-CoV-2
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Legenda: Quantificagéo por citometria de fluxo das anafilotoxinas C3a (A) e C4a (B) em pacientes diagnosticados
com COVID-19 quando comparado com voluntarios controle. Grupo controle: N 19; Grupo COVID-19: N 25;
Andlise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney. ****p < 0,0001. Fonte: autora

5.3.2 C3a e C4a encontram-se alterados nos pacientes adultos e idosos com a infec¢ao por
SARS-CoV-2

Em seguida realizamos a avaliagdo dos niveis de C3a e C4a nos pacientes
diagnosticados com COVID-19, a partir do agrupamento por idade. Novamente dividimos os
pacientes em dois grupos, grupo idoso onde foram alocados os pacientes que possuiam idade
igual ou superior a 60 anos, e o grupo adulto, pacientes de 18 a 59 anos de idade. Inicialmente
foi efetuado a avaliagdo entre idosos controles em comparacdo com pacientes com a COVID-
19 e pertencentes a mesma faixa etaria, onde foi possivel perceber a elevacao nos niveis de C3a
(34,77; 132,4- 25,79; p= 0,0002) e C4a (2073; 3885-1495; p <0,0001) nos pacientes com a
COVID-19 (Figura 20 A e B). O préximo passo foi a anélise dos pacientes adultos com e sem
a COVID-19, e novamente obtivemos niveis significativamente mais elevamos de C3a (34,85;
62,69-17,86; p= 0,0004) e C4a (1870; 3041-1008; p= 0,0107) nos pacientes adultos com a
COVID-19 (Figura 20 C e D).
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Figura 20 — Awvaliagdo dos niveis séricos das anafilotoxinas em pacientes dos
diagnosticados com COVID-19, de acordo com a idade.
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Legenda: Quantificacéo por citometria de fluxo das anafilotoxinas C3a (A) e C4a (B) em pacientes diagnosticados
com COVID-19 de acordo com a idade (Idosos COVID e Adultos COVID), comparados com seus respectivos
controles (Idosos CTL e Adultos CTL). Grupo ldoso CTL: N 8; Grupo Idoso COVID-19: N 33; Grupo Adulto
CTL: N 12; Grupo Adulto COVID-19: N 23 Analise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney. *p=0,0107;
***p< 0,0005; ****p <0,0001. Fonte: autora

5.3.3 Alteracdo das anafilotoxinas nos pacientes do sexo feminino e masculino
diagnosticados com COVID-19.

Seguindo a avaliacdo das caracteristicas demograficas dos pacientes e como estas
estariam afetando o padrdo das anafilotoxinas, decidimos avaliar o impacto do sexo sobre a
producdo de C3a e C4a. Encontramos aumento significativo de C3a (32,59; 82,41- 17,86; p=
0,0004) e C4a (2073; 3832-1079; p=0,0001) nos pacientes do sexo feminino com COVID-19
quando comparado ao grupo controle (Figura 21 A e B). O mesmo padrdo foi encontrado ao
avaliarmos o sexo masculino, os pacientes com COVID-19 apresentaram aumento expressivo
nos niveis de C3a (52,11; 129,4- 29,77; p <0,0001) e C4a (1870; 3571- 1383; p<0,0001) (Figura
21CeD).
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Figura 21 — Avaliacdo dos niveis séricos das anafilotoxinas em pacientes dos sexos
feminino e masculino diagnosticados com COVID-19.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das anafilotoxinas C3a (A) e C4a (B) em pacientes diagnosticados
com COVID-19 do sexo feminino e masculino comparados com seus respectivos controles (CTL). Grupo mulher
CTL: N 10; Grupo mulher COVID: N 31; Grupo Homem CTL:N 9; Grupo Homem COVID: N 25. Analise
estatistica por meio do teste de Mann-Whitney. ***p< 0,0005; ****p <0,0001. Fonte: autora

5.3.4 Alteracao dos niveis séricos das anafilotoxinas analisadas quando avaliado o impacto
da presenca de comorbidades nos pacientes com COVID-19.

Separamos os pacientes diagnosticados com a COVID-19 em grupos distintos de acordo
com a presenca das seguintes comorbidades: HAS, DMII, DPOC e cancer. Iniciamos a
avaliacdo pelo impacto da HAS na quantificacdo das anafilotoxinas e podemos observar que
Cda (2155; 3893-1643; p= 0,0233) possui aumento significativo em seus niveis nos pacientes
com a HAS (HAS+) quando comparado com o grupo sem a comorbidade (HAS-) (Figura 22
B). Em seguida, avaliamos a presenca de DMII nos pacientes COVID-19, no entanto, nenhuma
alteracdo foi detectada nas anafilotoxinas avaliadas (Figura 22 C e D). O passo seguinte foi a
anélise dos grupos com DPOC, nos quais tanto C3a quanto C4a encontravam-se alteradas,
podemos observar que ha reducdo em na quantificacdo C3a (20,29; 30,26-4,980; p<0,0001) e
Cda (1492; 1883-769,2; p= 0,0169) nos pacientes COVID-19 com DPOC (DPOC+) quando
comparados com o grupo COVID-19 sem a comorbidade (DPOC-) (Figura 22 E e F). Por Gltimo
investigamos 0 impacto que o cancer apresentaria sobre o padrdo de anafilotoxinas nos
pacientes positivos para SARS-CoV-2, e podemos detectar que apenas C3a (27,20; 54,94-
17,55; p=0,0350) teve reducdo significativa, quando comparado com o grupo COVID-19 sem
cancer (Cancer -) (Figura 22 G e H).
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Figura 22 — Analise dos niveis séricos das anafilotoxinas em pacientes diagnosticados com
COVID-19, correlacionada com a presenca de comorbidades.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das anafilotoxinas C3a (A) e C4a (B) em pacientes diagnosticados
com COVID-19 com comorbidades como HAS, DM, DPOC e Céncer, comparado com pacientes sem as
comorbidades citadas. Grupo HAS+: N 35; Grupo HAS-: N 21; Grupo DMII+: N 30; Grupo DMII-: N 26; Grupo
DPOC+: N 15; Grupo DPOC-: N 4; Grupo Cancer -: N 36; Grupo Cancer +: N 20. Andlise estatistica por meio do
teste de Mann-Whitney. *p<0,05; ****p <0,0001. Fonte: autora
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5.3.5 Avaliacdo da alteracdo nos niveis sericos das anafilotoxinas em pacientes
diagnosticados com COVID-19 de acordo com o escore qSOFA.

Assim como para as citocinas, avaliamos o perfil das anafilotoxinas a partir do
estadiamento do critério clinico gSOFA. Dividimos novamente os pacientes com COVID-19
em dois grupos, aqueles que apresentaram gSOFA=0 e 0s que obtiveram pontuacdo igual ou
maior que 1. Diante desta analise, obtivemos elevagdo dos niveis séricos de C3a (43,03; 132,9-
27,31; p= 0,0209) (Figura 23 A) e Cda (2133; 3881- 1324; p= 0,0162) (Figura 23 B) nos
pacientes que possuiram qSOFA alterado quando comparados ao grupo qSOFA=0.

Figura 23 — Analise dos niveis de anafilotoxinas em pacientes com COVID-19 de acordo

com o escore qSOFA.
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Legenda: Quantificacéo por citometria de fluxo das anafilotoxinas C3a (A) e C4a (B) em pacientes diagnosticados
com COVID-19 de acordo com a pontuagdo obtida no escore SOFA, Grupo qSOFA 0: N 10; Grupo gSOFA >1:
46; Andlise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney. *p<0,05. Fonte: autora

5.3.6 Utilizacdo de ventilacdo mecanica altera o perfil de expressdo de C3a e C4a em
pacientes com COVID-109.

Em pacientes que desenvolvem a COVID-19 com maior grau de severidade, comumente
é utilizado a VM como forma de terapéutica com objetivo de melhorar os parametros
respiratdrios. Diante disso, estabelecemos a necessidade da avaliagdo dos niveis séricos das
anafilotoxinas nos pacientes que fizeram uso dessa terapia. Com isso, podemos perceber uma
alta nos niveis de C3a (107,5; 188,2-35,89; p<0,0001) e C4a (3006; 4136-1912; p=0,0001) em
pacientes que utilizaram a VM (VM+) quando comparado ao grupo controle (VM-) (Figura 24
AeB).
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Figura 24 — Avaliacdo das anafilotoxinas em pacientes diagnosticados com COVID-19

submetidos ou ndo a ventilagdo mecanica (VM).

=
m

1000+ — 8000+ A
— 800+ L] - 6000 hd
Z E
—_ 800 = s%gs
4 5 4000 e®8.%4 .
[— L ] -
= 400-] . @ — g,
a3 2e 3 $e ud
(&) Q 2000 +33.3 ™
200 oqq® .t s
. aligs
oL eo8%gese apliiiges 0 T -
VM + VM - VM VM-

Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das anafilotoxinas C3a (A) e C4a (B) em pacientes diagnosticados
com COVID-19 que utilizaram ventilagdo mecéanica (VM+) em comparagdo com o grupo que nao fez uso desta
terapéutica (VM-). Grupo VM+: N 28; Grupo VM-: N 28; Analise estatistica por meio do teste de Mann-Whitney.
***p=0,0001; ****p <0,0001. Fonte: autora

5.3.7 Avaliacao das anafilotoxinas nos pacientes com COVID-19 de acordo com o desfecho

clinico.

Como forma de avaliar o impacto das anafilotoxinas sobre o progndstico dos pacientes
com COVID-19, optamos por ver a relacdo estatistica com o desfecho clinico dos pacientes.
Dividimos estes em dois grupos, 0s pacientes que obtiveram alta hospitalar e os pacientes que
foram a ébito durante o periodo da pesquisa. Ao realizarmos as analises estatisticas ndo
encontramos alteracBes significativas nas anafilotoxinas correlacionadas com o desfecho
(Figura 25).

Figura 25 — Avaliacdo dos niveis séricos de anafilotoxinas em pacientes diagnosticados

com COVID-19, agrupados de acordo com o desfecho clinico.
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Legenda: Quantificacdo por citometria de fluxo das anafilotoxinas C3a (A) e C4a (B) em pacientes diagnosticados
com COVID-19 comparados pelo desfecho clinico entre alta e 6bito. Grupo alta: N 29; Grupo 6bito: N 27; Anélise
estatistica por meio do teste de Mann-Whitney. Fonte: autora
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5.3.8 Correlagdo dos parametros laboratoriais e os niveis séricos de C3a e C4a em
pacientes diagnosticados com COVID-19.

Assim como para as citocinas, decidimos verificar a correlacdo entre os parametros
laboratoriais dos pacientes infectados com o virus SARS-CoV-2, como contagem de plaquetas,
neutrdfilos, leucdcitos, linfocitos, hemoglobina e ferritina, com a quantificacdo das
anafilotoxinas. De todos os parametros avaliados apenas a ferritina apresentou correlacdo
positiva com C3a e C4a, em outras palavras, quanto maior a contagem de ferritina nos pacientes

com COVID-19 maios os niveis séricos de C3a e C4a. (Tabela 3).

Tabele 3 - Correlacdo dos niveis de anafilotoxinas com parametros laboratoriais em
pacientes diagnosticados com COVID-19

C3a Cda
r p r p

Plaquetas 0,004512 0,9737 -0,06757 0,6207
Neutréfilos 0,06275 0,6459 0,008613 0,9498
Leucécitos 0,07042 0,606 -0,01846 0,8926

Linfécitos -0,1119 0,4114 -0,1949 0,15
Hemoglobina 0,1461 0,2825 0,1482 0,2757
Proteina C reativa 0,004341 0,9747 0,07797 0,5679

Ferritina 0,4012 **,0032 0,3101 *0,0253

Legenda: Correlacdo avaliada por meio do teste de correlacdo de Sperman. *p<0,05; **p<0,005. Fonte: autora

5.4 Avaliacdo da probabilidade de sobrevivéncia de pacientes com COVID-19

Para avaliacdo da probabilidade de sobrevivéncia foi realizado o teste estatistico da
curva de sobrevivéncia. Selecionamos dez parametros para mensurar seu impacto sobre a
sobrevivéncia dos pacientes, 0s quais sdo sexo, idade, HAS, DMII, cancer, SDRA, VM,
linfopenia, leucocitose e neutrofilia. Observamos que os pacientes que fizeram uso de VM
(HR=2,805; p=0,0193) durante o periodo de hospitalizagdo possuem menor probabilidade de
sobrevivéncia, quando comparado com o grupo que ndo utilizou tal terapéutica (Figura 26 G).
Dentre as alteragdes dos componentes sanguineos, a linfopenia (HR=4,240; p=0,0004)
apresentou reducdo significativa na probabilidade de sobrevivéncia dos pacientes, quando

comparado com aqueles que ndo possuiam a linfopenia (Figura 26 H).
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Figura 26 — Avaliagéo da

COVID-19.
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Legenda: Avaliacdo da chance de sobrevida dos pacientes diagnosticados com SARS-Cov-2, considerando o
tempo de inicio dos sintomas até o desfecho clinico (6bito ou alta). Avaliagdo do impacto de caracteristicas como
sexo: Masculino e feminino (Sexo) (A) e idade: Adulto (> 18 — 59 anos) e idoso (> 60) (B); impacto de
comorbidades como Hipertensdo arterial sisttmica — HAS (C), Diabetes mellitus Il - DMII (D), Céancer: (E),
Sindrome do desconforto respiratério agudo SDRA (F). Andlise do impacto do uso de ventilagcdo mecanica (VM)
como terapéutica (G). E alteracdes em componentes sanguineos como linfopenia (H), leucocitose (1) e neutrofilia
(J) foram avaliados. Analise estatistica realizada pelo teste de hipétese Gehan-Breslow Wilcoxon, e risco relativo
calculado a partir do teste Logrank (Mantel-Cox). *p<0,05; ****p<0,0001. Fonte: autora
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5.5 Avaliacdo do potencial da quantificacdo de anafilotoxinas como teste preditor do

diagndstico e da severidade paraa COVID-19

Para a avaliacdo do poder do teste de quantificacdo das anafilotoxinas C3a e C4a,
devemos possuir a capacidade para distinguirmos o teste “positivo”” de um teste “negativo” para
isso utilizamos a curva de caracteristica de operagdo do receptor (ROC), que ird permitir
criarmos os limites de corte para os testes.

E imprescindivel entendermos o principio deste teste, desta forma quando hé a criacio
da curva ROC temos descritos no grafico a sensibilidade do teste, que se refere a taxa de testes
verdadeiro positivos, localizada no eixo y e obtemos a especificidade do teste, que ira
representar a taxa de falsos positivos, localizada no eixo x do gréafico. Quando ha a formacéo
da curva, o teste nos fornece o valor da area sobre a curva ROC (AUC), que serd uma medida
da capacidade do teste permitir predizer se a condicdo avaliada esta presente ou ndo. Desta
forma quando a AUC é menor que 0,5 dizemos que o teste ndo apresenta capacidade de predi¢édo
e quando AUC ¢ igual ou proxima a 1,0 isso significa que o teste possui um alto poder de
predicao.

A partir disso, iniciamos nossas analises para avaliacdo do potencial da quantificacdo de C3a
e Cda em predizer o grau de severidade dos pacientes ja diagnosticados com a infeccdo por
SARS-CoV-2. Para isso separamos 0s participantes de acordo com o gravidade da doencga no
momento da internacdo, dividimos em dois grupos o primeiro contendo os pacientes que deram
entrada na enfermaria e o segundo grupo estavam alocados os pacientes hospitalizados
diretamente na UTI. A partir a aplicagdo da curva ROC, podemos observar que o teste de C3a
isolada obteve uma AUC= 0.859, com sensibilidade de 50% e uma especificidade de 100%
(Figura 27 A), permite distinguir todos os pacientes do grupo enfermaria, sendo 100%
especifica quando buscamos compreender quais 0s pacientes desenvolveriam uma COVID-19
moderada, conforme demonstrado na matriz de confuséo (Figura 27 C). Quando avaliamos a
molécula de C4a de forma isolada obtivemos uma AUC de 0.896, com sensibilidade de 69% e
especificidade de 92% (Figura 27 B). E por fim, analisamos a quantificagcdo de C3a + C4a para
a predicdo do progndstico dos pacientes com COVID-19, no qual encontramos uma AUC igual
a 0.895, com sensibilidade de 81% e especificidade de 100% para avaliagdo do prognostico
destes pacientes (Figura 27 E). Diante disso, encontramos um alto potencial do teste utilizando
a quantificacdo de C3a+C4a para predizer o grau de severidade da COVID-19 e quais 0s

pacientes necessitariam ou ndo de cuidados mais intensivos.
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Figura 27 — Avaliacdo do poder preditivo de C3a e C4a no prognostico dos pacientes
diagnosticados com COVID-19.
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Legenda: Avaliacdo do poder preditivo de progndstico para pacientes portadores da COVID-19 por meio da anélise
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AUC: area under the curve ou area sob a curva. IC: intervalo de confianca= 95%. Fonte: autora
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, objetivamos identificar possiveis biomarcadores ao analisarmos a
resposta imunoldgica dos pacientes contra a infecgdo por SARS-CoV-2, por meio de avalia¢do
do perfil de citocinas e anafilotoxinas no plasma de pacientes diagnosticados com a COVID-
19. Durante a progressdo da COVID-19, ha o consenso que esta ocorrendo uma resposta imune
inadequada, onde se tem elevacdo nos niveis de citocinas, quimiocinas e responsaveis por

causar graves danos pulmonares e em outros érgéos alvos (MORTAZ, et.al.2020).

Nesse contexto, iniciamos nosso estudo a partir da observacédo do perfil de citocinas nos
pacientes diagnosticados com COVID-19. Onde observamos que esses pacientes apresentam
reducdo significante nos niveis de GM-CSF quando comparado ao grupo de voluntarios
controle. Ao avaliarmos a literatura, foi visto que niveis reduzidos de GM-CSF foram
identificados em pacientes com COVID-19 quando comparados ao grupo controle saudavel
(PATTERSON, et.al. 2021). Sabe-se que essa citocina exerce papel importante no processo de
homeostase dos macréfagos alveolares e na inflamacéo pulmonar na infeccao por SARS-CoV-
2 e a sua deficiéncia, em condi¢es homeostaticas, esta relacionada com falha na remocéo do
surfactante pulmonar, resultando em proteinose alveolar pulmonar (MU, et.al. 2021). No
entanto, em contradicdo com nossos resultados, outros estudos enfatizaram aumento de GM-
CSF nos pacientes com COVID-19 quando comparado a grupos controles (HUANG, et.al.
2020; TAGHILOO, etal. 2021). E evidenciado na literatura que a elevacdo nos niveis
broncoalveolares de GM-CSF pode estar associada indiretamente com o desenvolvimento da
SDRA, devido a supressdo da apoptose de neutrofilos, que contribui para o dano pulmonar
(MU, et. al. 2020), no entanto quando realizamos a correlacéo entre 0s niveis plasmaticos de
GM-CSF e a contagem de neutrofilos ndo obtivemos relevancia estatistica, assim como ao
realizarmos o teste da curva de sobrevivéncia para a avaliacdo da presenca de neutrofilia, essa
ndo correlacionou-se com um pior prognostico dos pacientes com COVID-19. No entanto,
precisamos ressaltar que os niveis basais dos nossos controles sdo mais altos do que os
encontrados em controles saudaveis (CHATZIGEORGIOU, et.al. 2010; PATTERSON, et.al.
2021; TAGHILOQO, et.al. 2021), visto que possuem comorbidades como hipertenséo arterial
sistémica ou DMII, doencas as quais sdo conhecidas por apresentar niveis mais elevados de
GM-CSF (PARISSIS, et al. 2002; CHATZIGEORGIOQU, et.al. 2010; ALNEK, et.al. 2015).

Observamos reducgdo significativa nos niveis plasmaticos da citocina IL-12p70.

Corroborando com nossos resultados, um estudo que avaliou 0s niveis séricos de diferentes
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citocinas identificou reducéo de IL-12 nos pacientes com COVID-19 quando comparados ao
grupo controle (OSMAN, et.al. 2020). No entanto, Tjan e colaboradores (2021) mostraram IL-
12p70 aumentada nos pacientes que apresentam a COVID-19 de forma assintomatica ou leve,
qguando comparado com controles sem a doenca. J& Huang e colaboradores (2020) néo
encontraram diferencas. Em nosso caso, alguns poucos pacientes controles apresentaram niveis
muito elevados dessa citocina, 0 que pode ser explicado por caracteristicas de suas
comorbidades prévias, e esses pacientes elevaram a mediana em rela¢do ao grupo COVID-19.
Também ndo podemos deixar de observar a grande variacdo nos resultados dessa citocina,
sendo que nesses trés estudos diferentes, o padrédo foi amplamente distinto e mais estudos
precisam ser realizados para um maior entendimento do papel dessa citocina na COVID-19.
Até porque informac6es sobre a atuacao de IL-12p70 na progressédo da COVID-19 séo escassas

na literatura, até o presente momento (Moll-Bernardes, et.al. 2021).

Caracteristicas como idade avancada e a presenca de comorbidades sdo associados com
admissdo em UTI e chances aumentada de ter obito como desfecho clinico em decorréncia do
agravamento da COVID-19, sendo atribuidos como potenciais fatores de risco para essa doenca
(ZHOU, et. al. 2020). Foi constatado, por meio de um modelo logistico de regressdo que a
presenca de hipertensdo esta correlacionada com casos mais severos de COVID-19, (LI, Xu,
YU et.al. 2020), e nossas analises evidenciaram que a IL-12p70 também esta reduzida nos
pacientes com COVID-19 que possuiam HAS como comorbidade, assim como foi encontrado
aumento de IL-6 nesses pacientes. Estudos mostraram que ha aumento nos niveis de IL-6 em
pacientes que desenvolveram a COVID-19 com maior gravidade (LI, Xu, YU et.al. 2020) e que
pacientes hipertensos com COVID-19, que utilizaram anti-hipertensivos apresentaram reducao
nos niveis de IL-6 no sangue periférico, assim como menores taxas de agravamento da COVID-
19 (MENG, et.al. 2020). Em adicdo, nossos estudos mostram que os niveis de IL-6 também
estdo elevados em pacientes com aumento no escore gSOFA, o qual € utilizado para a avaliar
0s niveis de dano aos 6rgaos durante uma infeccdo. E ja é conhecido que o aumento no escore
gSOFA ¢ um fator de risco para um pior prognostico da COVID-19 (ZHOU, et. al. 2020),
evidenciando a forte correlagdo da citocina IL-6 com casos mais graves da COVID-19 em
pacientes hipertensos e também associacdo com maior dano em diferentes 6rgaos durante a
progressdo da COVID-19. No contexto da IL-12p70, quando avaliamos na literatura o perfil
dessa citocina em pacientes hipertensos com COVID-19, Moll-Bernardes e colaboradores
(2021) encontram por meio da analise do plasma sanguineo desses pacientes, que aqueles com
maior gravidade da doenca possuiam niveis aumentados de diversas citocinas, dentre elas IL-
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12p70 e IL-10, quando comparados com 0s pacientes sem a doenca na forma grave. Vale
ressaltar que em nossas analises ndo separamos nosso pacientes de acordo com a gravidade da
COVID-19, apenas agrupamos pela existéncia ou ndo de HAS como uma comorbidade pre-
existente. E que ao investigarmos 0s niveis de citocinas relacionados ao desfecho clinico,
observamos aumento expressivo nos niveis de IL-12p70 e IL-10 nos pacientes diagnosticados
com COVID-19 que foram a dbito em decorréncia da doenga. Ainda sobre a IL-10, resultado
similar foi encontrado em estudo realizado por Munitz e colaboradores (2021), onde puderam
observar elevacdo acentuada de IL-10 em pacientes com a COVID-19 moderada/grave. Em
outro estudo comparativo entre pacientes com COVID-19 que sobreviveram a doencga e 0s que
vieram ha o6bito, houve aumento significativo nos niveis de IL-10 nos pacientes que vieram a
obito (LI, Xu, et.al. 2020). Mostrando que ha associacao dessas citocinas com pior prognostico
dos pacientes com COVID-19.

Além da HAS, foi identificado que a hiperglicemia correlaciona-se com o 6bito nos
pacientes graves de COVID-19 a partir da analise de sobrevivéncia desses pacientes, onde a
hiperglicemia pode estar associada com DMII e a utilizacdo de corticosteroides (LI, Xu, YU
et.al. 2020). Em nossos resultados identificamos unicamente aumento de TNF-a nos pacientes
COVID-19 e que possuiam DMII como comorbidade. Em consonancia com o resultado
encontrado, Zheng e colaboradores (2021) também identificaram aumento nos niveis séricos de
TNF-a nos pacientes que possuiam DM e COVID-19, quando comparados aos pacientes que
possuiam alteracdo apenas na glicemia de jejum, mas sem DM. E o0 aumento dessa citocina foi
constatado em pacientes com COVID-19 mais severa (LI, Xu, YU et.al. 2020; ALOSAIMI,
et.al. 2021), demonstrando que o TNF-a pode estar agravando a COVID-19 nos pacientes com

DM diagnosticada.

Como destacado anteriormente, a idade avangada, assim como as comorbidades, sdo
tidas como fatores de risco para um pior prognéstico da COVID-19 (GONG, et.al. 2020). Um
estudo realizado in vivo utilizando camundongos jovens e idosos, analisou a producdo de
citocinas ap6s inoculagdo do virus SARS-CoV, identificando diferentes citocinas
significativamente aumentadas em camundongos idosos, entre elas IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-7,
IL-10 e IL-23a, indicando que o virus pode causar tempestade de citocinas mais graves nos
idosos (YAO et al. 2020). Baseando-se nesse cenario, quantificamos os niveis de citocinas de
acordo com a idade dos nosso pacientes diagnosticados com COVID-19. Podemos observar

reducdo de IL-12p70 nos individuos adultos e aumento de IFN-A1 em idosos quando
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comparados ao grupo controle. J& estudo realizado por Angioni e colaboradores (2020) ao
analisar o perfil de citocinas apresentados por pacientes hospitalizados com COVID-19,
identificou diferentes citocinas, como a CXCL-8, IL-10, IL-15, IL-27 e TNF-a positivamente
correlacionado com idades mais avancadas, assim como maior tempo de hospitalizacdo e
agravamento da COVID-19. Novamente, o fato desses estudos terem utilizado controles
saudaveis e, nossos controles com comorbidades apresentarem niveis basais maiores dessas
citocinas por conta de suas comorbidades, evidencia novamente que precisamos separar o que

€ uma resposta especifica do virus ou da comorbidade prévia do paciente.

Dentre as caracteristicas observadas no estudo temos a diferenca entre o sexo dos
pacientes. Em nosso estudo encontramos aumento nos niveis de GM-CSF, IFN- a2 e IFN-A2-3
nas mulheres com COVID-19 quando comparamos com o0s pacientes do sexo masculino. Diante
disso, percebemos que as mulheres possuem aumento na resposta antiviral, marcada pela
acentuacdo nos niveis de IFNs. Similarmente, Arulkumaran e colaboradores (2021)
encontraram niveis elevados de IFNs nos pacientes com COVID-19 quando comparados ao
controle, mas sem correlagdo com o sexo feminino. No entanto, outros estudos reportaram o
contrario, como resposta deficiente dos IFNs durante a infec¢do por SARS-CoV-2 (BLANCO-
MELO, et.al. 2020) e de que o0s coronavirus possuem a capacidade de interferir na producéo de
IFNs, reduzindo sua quantidade geral (PARK, et.al. 2020). No comparativo entre 0s sexos, um
estudo identificou que pacientes com a COVID-19 do sexo masculino apresentaram niveis mais
elevados de IL-8 e IL-18, quando comparados com o sexo feminino (TAKAHASHI et al. 2021).
Ainda, um estudo retrospectivo com pacientes hospitalizados por COVID-19 em Wuhan na
China, mostrou que o0s pacientes do sexo masculino apresentaram reacdo inflamatoria
exacerbada, com aumento na quantificacdo de IL-10 e TNF-a quando comparados com
mulheres, ajustadas de acordo com idade e comorbidades, sendo esse excesso relacionada com
a severidade da infeccdo por SARS-CoV-2 nos homens (QIN, et.al. 2020). Esse mesmo trabalho
observou gque 0s homens apresentaram maior taxa de mortalidade do que as mulheres (QIN,
et.al. 2020). No nosso estudo, ao realizarmos a curva de sobrevivéncia comparativa entre 0s
sexos ndo encontramos diferenca significativa associada com a reducao de sobrevivéncia desses

pacientes.

Nesse sentido as variantes genéticas do hospedeiro influenciam na gravidade durante
infeccOes, na replicacdo de virus e até mesmo na resposta imunoldgica e inflamacéo produzida
(DEBNATH, et.al. 2020; OVSYANNIKOVA, et.al. 2020). Diante disso, um estudo de revisao
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que evidenciou a frequéncia de variantes alélicas em genes de diferentes citocinas que sdo
correlacionadas com desenvolvimento de “tempestade de citocinas™ e trombose venosas em
diferentes populacdes, entre elas IL-1R1, IL-6, IL17A, onde concluem que essas variantes
genéticas podem afetar a suscetibilidade a COVID-19 e suas complicacbes (FRICKE-
GALINDO; FALFAN-VALENCIA, 2021). Mediante as informacdes acima citadas, ao
avaliarmos a literatura, podemos observar que estudos que analisaram o perfil de citocinas nos
pacientes com COVID-19, em paises como China, Irlanda e Canada, obtiveram respostas
diferentes (HAN, et.al. 2020; MCELVANEY, et.al. 2020; OSMAN, et.al. 2020). Mostrando
assim, que as diferencas encontradas em nosso estudo em compara¢do com dados prévios da
literatura, durante a avaliacdo das caracteristicas demograficas, podem ser justificadas pelas

variacdes genética encontradas nas populaces.

Outro fator associado com maior agravamento da COVID-19 é a necessidade de
utilizacdo de ventilacdo mecénica como modalidade terapéutica, visto que para doencas
respiratorias criticas, a ventilacdo mecanica é um tratamento essencial e eficaz (LI, LIN, et.al.
2020). Em nossos pacientes, verificamos que a utilizacdo de VM estava associada a niveis
elevados de IL-8, assim como foi um fator importante na reducdo da sobrevida dos pacientes
diagnosticados com COVID-19. Até o momento, poucos estudos mostram associa¢do da VM
com os niveis de citocinas, mas ja foi observada correlacdo positiva entre o tempo de utilizagédo
da VM e os niveis de IL-10 e GM-CSF, mas nada foi encontrado entre 0s niveis dessas citocinas
e 0 prognostico da COVID-19 (BLOT, et. al. 2020), como encontramos em nosso estudo. Outro
fator correlacionado com a reducéo da sobrevida dos pacientes foi a presenca de linfopenia.
Consonantemente, Moll-Bernardes e colaboradores (2021) mostraram presenca de linfopenia
em pacientes com COVID-19 na forma grave. Ao ser avaliada a carga de RNA viral no plasma
de pacientes infectados, houve associacao inversa entre a carga viral e a contagem de linfécitos,
mondcitos e saturagdo de O, mostrando que quanto maior a carga viral, maior o grau de
linfopenia desses pacientes e maior necessidade de oxigenoterapia (BERMEJO-MARTIN, et
al. 2020). Desta forma, entendemos que o aumento da carga viral possui correlagdo com a
manifestacdo de linfopenia e baixa saturacdo nos pacientes com COVID-19 sendo associado
com provavel agravamento do quadro clinico, assim como destacamos no presente estudo, onde
0 uso de ventilagdo mecénica e a presenca de linfopenia reduz a chance de sobrevivéncia desses

pacientes.
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Outra importante face do sistema imunoldgico durante infecgbes virais abrange a
ativagdo do sistema complemento. Deste modo, 0 organismo passa por um processo de
inflamacéo, e as anafilotoxinas produzidas sdo responsaveis por recrutar células fagociticas
para o local da infeccdo (ALOSAIMI, et.al. 2021). Nesse sentido, realizamos a avalicéo
comparativa dos niveis de anafilotoxinas entre pacientes diagnosticados com COVID-19 e
controles saudaveis. E importante citar como uma limitagdo do nosso estudo que C5a néo foi
detectada nem na curva de padronizacdo e em nenhuma amostra utilizada, indicando assim que
essa anafilotoxina ndo se encontrava funcionante no Kit utilizado. No entanto, encontramos
importantes resultados de C3a e C4a no pacientes com COVID-19. Consistente com nosso
estudo, ja foi mostrada ativagdo maior do sistema complemento na maior parte dos pacientes
diagnosticados com COVID-19 durante hospitalizacdo (HOLTER, et.al. 2020). Andlise do
plasma sanguineo de pacientes com COVID-19 demonstrou elevacao das anafilotoxinas C3a e
Ch5a nos pacientes com COVID-19, sendo observado uma resposta exacerbada dessas
anafilotoxinas principalmente em pacientes com maior gravidade da doenca (LAFON et al.
2021), mostrando similaridade com nossos resultados de C3a. Na literatura, a associacao da
anafilotoxina C4a durante a infec¢do por SARS-CoV-2 € escassa, reforcando o ineditismo dos
nossos resultados com a avaliacdo dessa anafilotoxina. Deste modo, pode se afirmar que as
anafilotoxinas sdo importantes na patogénese da COVID-19, podendo inclusive contribuir para
0 surgimento da hipercitocinemia, tromboses e possivel agravo do quadro clinico desses

pacientes (Figura 28).
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Figura 28 — Ativagdo do sistema complemento desencadeia liberacdo de citocinas,

inflamacgéo e coagulacéao.
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Legenda: Esquema representativo da ativacdo do sistema completo resultando em liberacdo de citocinas e
coagulacdo. Apos a ligagao do virus SARS-CoV-2 no receptor ACE2 de células endoteliais, ocorre a ativagao do
sistema complemento por suas diferentes vias (Classica, Lectina e Alternativa). Apos ativagdo os produtos do
sistema complemento permite que haja infamacdo, onde a anafilotoxina C5a recruta mondcitos/macrofagos e a
infiltracdo de leuctcitos produz proteases, citocinas e espécies reativas de oxigénio (ROS) que contribuem para
inflamacdo e lesdes vasculares. Além disso a anafilotoxina C5a e 0 complexo de ataque a membrana (MAC),
induzem a liberacdo de P-selectina e fator de von Willebrand (VWF), promovendo adesdo plaquetéria e a liberagcdo

de trombomodulina (TM), iniciando a casaca de coagulacdo. Adaptado de NORIS, et.al 2020.

Durante as avaliacdes dos dados demogréficos, encontramos repetidamente elevacédo de
C3a e C4a nos pacientes com COVID-19, independente de idade e sexo, sendo evidenciado
esse aumento tanto nos adultos quando em idosos com a COVID-19. Menciona-se na literatura
que ainfeccéo pelo virus SARS-CoV-2 proporciona ao pacientes um estado tromboinflamatério
disseminado (CHAUHAN, et.al. 2020) e que os niveis aumentados dos componentes gerados
durante ativacdo do sistema complemento esta fortemente correlacionado com complicacoes
tromboembdlicas (SINKOVITS, et.al. 2021). Nesse contexto, as evidéncias apontam que uma
hiperativagdo do sistema complemento durante a COVID-19 esta associada com a

hiperinflamag&o e microangiopatias trombaticas nos pacientes diagnosticados com essa doenca
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(HENRY, et.al. 2021). Diante disso, correlacionamos C3a e C4a com moléculas ligadas a
alteracdes no processo de coagulacdo como a ferritina, e obtivemos correlagdo positiva com
ambas anafilotoxinas. Um padrao similar foi obtido por Sinkovits e colaboradores (2021), que
encontraram correlacdo positiva na quantificacdo de ferritina com os niveis de C3a. Os mesmos
autores também identificaram associacao positiva dessa anafilotoxina com a PCR. A ferritina
tem sido associada com complicacBes tromboticas em pacientes com COVID-19, sendo
consistentemente mais elevada nesses pacientes do que nos pacientes sem complicacdes
tromboticas ou hemorrégicas, sendo inclusive considerada um fator preditivo do agravamento
da COVID-19 durante o processo de hospitalizagdo (AL-SAMKARI et al., 2020).

No contexto de agravamento da COVID-19, Holter e colaboradores (2020) avaliando
moléculas produzidas durante ativagdo do sistema complemento em pacientes hospitalizados
com COVID-19, concluiram que essa ativacdo estaria associada com o desenvolvimento de
insuficiéncia respiratoria (IR) nesses pacientes. Em nosso resultados, observamos que os niveis
de C3a e C4a encontraram-se aumentados nos pacientes que utilizaram ventilagdo mecanica
durante o tratamento. Desse modo, observamos possivel associacdo dessas moléculas com o
desenvolvimento de IR e reducéo de fungdes pulmonares na COVID-19, no qual os pacientes
necessitam fazer uso de oxigenioterapia. Como ja citado anteriormente, o escore gSOFA
relaciona-se a deterioracdo do estado clinico do paciente e em nosso estudo encontramos
aumento das anafilotoxinas C3a e C4a nos pacientes cujo gSOFA encontra-se alterado.
Reafirmando a relagdo entre 0 aumento nos niveis dessa anafilotoxinas com o agravamento da
COVID-19.

Interessantemente, niveis elevados de C3a e C5a nos pulmdes de pacientes infectados
por MERS-CoV foram descritos, sendo associados com a gravidade da doenca e maior taxa de
letalidade nos pacientes infectados (HAMED, et.al. 2021). Sabendo que 0 MERS-CoV possui
alta similaridade estrutural e genémica com o SARS-CoV-2 e diante dos resultados obtidos em
relacdo as anafilotoxinas, foi realizada a analise de C3a e C4a em relagdo ao progndstico clinico
dos pacientes com a infeccdo por SARS-CoV-2. No entanto, ndo encontramos alteragoes
significativas nos niveis dessas anafilotoxinas nos pacientes que vieram a 6bito em comparagéo
aos pacientes que receberam alta hospitalar, resultado este que nos surpreendeu, visto que na
literatura resultados divergentes sdo encontrados, onde Alosaimi e colaboradores (2021),
apontam que ocorre aumento nos niveis das anafilotoxinas C3a e C5a nos pacientes que nao

sobreviveram a COVID-19. Fang e colaboradores (2020) identificaram que ha aumento no
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consumo da molécula C3 nos pacientes que vieram a 6Obito em decorréncia da COVID-19
qguando comparado com o0s sobreviventes. E outro estudo identificou reducdo de C4 nos
pacientes que vieram a 6bito em decorréncia da COVID-19 (ZHAO, et.al. 2020).

Diante dos resultados obtidos por meio da avaliagdo dos niveis séricos das
anafilotoxinas e sua possivel relacdo com agravamento da COVID-19, decidiu-se por realizar
o aprofundamento nas analises para entender se essas moléculas poderiam ser utilizadas como
marcadores preditivos de diagndstico e/ou severidade da COVID-19. Nesse contexto,
realizamos os testes de curva ROC, onde encontramos que a avaliagdo conjunta de C3a e C4a
possui alta especificidade e sensibilidade para progndstico de severidade dos pacientes que
foram diagnosticados com COVID-19. Outros estudos mostraram associacdo dos niveis
elevados de C3a e da razdo de C3a/C3 com maior gravidade da COVID-19, mas néo
encontraram diferencas significativas na quantificagdo de C4a (HENRY, etal. 2021).
Corroborando com esses dados, o estudo realizado por Sinkovits e colaboradores (2021)
mostrou por meio do modelo de Cox que a anafilotoxina C3a e 0 aumento excessivo do
consumo de C3, obtido pela avaliagdo da propor¢do C3a/C3, sdo medidas preditoras de
mortalidade dos pacientes hospitalizados com COVID-19. Desta forma, destacamos a
importancia da avaliacdo das anafilotoxinas ainda no momento de admissédo dos pacientes com

a COVID-19, sendo utilizado como um biomarcador preditivo de prognostico.
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7. CONCLUSOES

® Caracteristicas como sexo, idade e comorbidades possuem diferencas de secrecdo de
citocinas especificas para cada varidvel e que podem identificar diferengas fisiopatoldgicas
da COVID-19 nesses grupos.

® A IL-12p70 e a IL-10 aumentadas podem ser biomarcadores preditivos de 6bito.

® As andlises das anafilotoxinas C3a e C4a permitem predizer o grau de severidade dos
pacientes no momento da internagdo. Essas dosagens possibilitariam tratamento adequado
em tempo mais rapido para reducdo de possiveis complicacdes, reduzindo tempo de
internacdo e, provavelmente, poderiam contribuir para reducdo de custos hospitalares e do

numero de 6bitos em decorréncia da COVID-19.
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