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RESUMO 

 O SARS-CoV-2, causador da COVID-19, continua circulando globalmente devido ao 

surgimento de novas variantes. Estudos indicam que a interação entre apoptose e autofagia 

desempenha um papel importante na progressão da doença. Em condições de estresse celular, 

a autofagia pode atuar como um mecanismo de proteção, mas, caso falhe, pode levar à apoptose, 

exacerbando danos teciduais e a resposta inflamatória. Foi demonstrado que o desequilíbrio 

entre esses processos pode contribuir para a patogênese da COVID-19, resultando em danos 

aos tecidos e agravamento da resposta inflamatória. Desta forma, este estudo visou investigar a 

participação de proteínas de morte celular envolvidas na fisiopatologia da infecção pelo SARS-

CoV-2, correlacionando com as variáveis clínicas. Para tanto, a expressão dos genes 

apoptóticos (CASPASE 3, BID, PAWR e APAF-1) e autofágicos (MAP1LC3, ULK1, 

SQSTM1 e ATG5) foram avaliados por RT-qPCR em células mononucleares do sangue 

periférico (PBMCs) de 140 pacientes (n=73 infectados e n=67 não infectados pelo vírus). 

Adicionalmente, a atividade da caspase 3/7 em relação aos linfócitos foi realizada por citometria 

de fluxo. Pacientes com COVID-19 apresentaram maior expressão dos genes CASPASE 3 (p= 

0,0269), BID (p= 0,0104) e MAP1LC3 (p= 0,0018), sendo CASPASE 3 correlacionado 

positivamente com o sexo masculino (p= 0,0032), com uma maior carga viral (p= 0,0110), com 

as variáveis clínicas febre (p= 0,0013), cefaleia (p= 0,0368), astenia (p= 0,0119), dor de 

garganta (p= 0,05), coriza (p= 0,0241) e com a comorbidade hipertensão (HAS) (p= 0,0466). 

BID também apresentou correlação clínica com febre (p= 0,0002), cefaleia (p= 0,0441), 

dispneia (p= 0,0204) e HAS (p= 0,0240). A análise comparativa entre as variantes p1 x ômicron, 

evidenciou que ambas as variantes apresentaram superexpresão do gene mais diferencialmente 

expresso CASPASE 3 (p= 0,0269 e p= 0,0257, respectivamente). Além disso, a linfopenia foi 

confirmada pelo aumento da atividade de caspase 3/7 em linfócitos TCD4+ e linfócitos B, 

ambos p= 0,0079. Esses achados sugerem que CASPASE 3 pode ser um possível alvo 

terapêutico promissor no combate à doença; e que ambas as vias de morte celular estão 

envolvidas na replicação viral da COVID-19, sendo que a indução à apoptose em tecidos, 

incluindo a linfopenia, se correlacionam com sintomas clínicos dos pacientes. Embora os 

resultados indiquem que CASPASE 3 pode ser um possível alvo terapêutico, estudos adicionais 

são necessários para confirmar essa hipótese e avaliar possíveis estratégias de intervenção. 

 

 

Palavras-chaves: Apoptose. Autofagia. COVID-19. Morte celular. SARS-CoV-2. 



 

 

ABSTRACT 

 

 SARS-CoV-2, the cause of COVID-19, continues to circulate globally due to the 

emergence of new variants. Studies indicate that the interaction between apoptosis and 

autophagy plays an important role in the progression of the disease. Under conditions of cellular 

stress, autophagy can act as a protective mechanism, but if it fails, it can lead to apoptosis, 

exacerbating tissue damage and the inflammatory response. Thus, this study aimed to 

investigate the participation of cell death proteins involved in the pathophysiology of SARS-

CoV-2 infection, correlating with clinical variables. The expression of apoptotic (CASPASE 3, 

BID, PAWR and APAF-1) and autophagic (MAP1LC3, ULK1, SQSTM1 and ATG5) genes 

were evaluated by RT-qPCR in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 140 patients 

(n=73 infected and n=67 not infected by the virus). Additionally, caspase 3/7 activity in relation 

to lymphocytes was measured by flow cytometry. Patients with COVID-19 had a higher 

expression of the CASPASE 3 (p= 0.0269), BID (p= 0.0104) and MAP1LC3 (p= 0.0018) genes, 

with CASPASE 3 being positively correlated with male gender (p= 0.0032), with a higher viral 

load (p= 0.0110), with the variables clinical fever (p= 0.0013), headache (p= 0.0368), asthenia 

(p= 0.0119), sore throat (p= 0.05), runny nose (p= 0.0241) and with the comorbid hypertension 

(HAS) (p= 0.0466). BID also showed clinical correlation with fever (p= 0.0002), headache (p= 

0.0441), dyspnea (p= 0.0204) and HAS (p= 0.0240). The comparative analysis between the p1 

x omicron variants showed that both variants presented overexpression of the most 

differentially expressed gene CASPASE 3 (p= 0.0269 and p= 0.0257, respectively). 

Furthermore, lymphopenia was confirmed by increased caspase 3/7 activity in CD4+ T 

lymphocytes and B lymphocytes, both p= 0.0079. These findings suggest that CASPASE 3 may 

be a promising possible therapeutic target to combat the disease; and that both cell death 

pathways are involved in the viral replication of COVID-19, with the induction of apoptosis in 

tissues, including lymphopenia, correlating with clinical symptoms in patients. Although the 

results indicate that CASPASE 3 may be a possible therapeutic target, additional studies are 

needed to confirm this hypothesis and evaluate possible intervention strategies. 
 

 

Keywords: Apoptosis. Autophagy. COVID-19. Cell death. SARS-CoV-2. 
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1 INTRODUÇÃO 

 A doença do coronavírus 2019 (COVID-19), causada pelo coronavírus 2 da síndrome 

respiratória aguda grave (SARS-CoV-2), surgiu pela primeira vez em Wuhan, na China, em 

dezembro de 2019. Em março de 2020, a Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou-a 

uma pandemia; e até o final de 2024, mais de 7 milhões de mortes foram relatadas, 

representando grandes ameaças socioeconômicas e a saúde pública mundial (Trześniowska et 

al., 2024; Who, 2024).  O SARS-CoV-2 é um vírus altamente transmissível e patogênico, com 

um amplo espectro de manifestações clínicas, incluindo desde casos assintomáticos a mortes 

rápidas (Lundstrom et al., 2023). 

Desde a sua descoberta, o SARS-CoV-2 tem sido alvo de interesse por pesquisa 

intensiva, para descobrir quais as vias de sinalização são responsáveis pela alta patogenicidade 

desse vírus, e entender o impacto da comorbidade associada ao COVID-19. Postula-se que 

durante a infecção, o SARS-CoV-2 pode induzir diversas vias de morte celular, como apoptose 

e autofagia (Lundstrom et al., 2023).  

A apoptose é um tipo de morte celular programada que pode ser estabelecida pelo 

hospedeiro para limitar a propagação do vírus. Contudo, diversos estudos mostraram que a 

apoptose desordenada (Bader et al., 2022; Zhu et al., 2022; Donia et al., 2021) interrompe a 

arquitetura e a integridade da rede broncoalveolar e favorece o aparecimento de lesões 

pulmonares e da síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) (Chu et al., 2021).  

A morte celular apoptótica é iniciada pelas vias extrínseca e intrínseca. A via intrínseca 

é desencadeada pela permeabilização da membrana mitocondrial, levando à liberação de 

citocromo C e outros fatores pró-apoptóticos no citoplasma, como BID (Liu et al., 2021). A via 

extrínseca (via do receptor de morte), envolve a ativação de caspases (Zhu et al., 2022). A 

caspase-3 é efetora da apoptose. Quando ativada pelas caspases iniciadoras (-2, -8, -9 e -10), 

ela catalisa muitas proteínas que atuam na fragmentação do DNA, colapso nuclear e 

condensação da cromatina (Uzuncakmak et al., 2022). 

Paralelamente, a autofagia é um processo intracelular envolvido na degradação de 

materiais citoplasmáticos danificados, como proteínas, lipídios e organelas, evolução celular, 

patogênese de alguns tipos de câncer, assim como imunidade inata (através da destruição de 

patógenos intracelulares [incluindo vírus]) e sua apresentação ao sistema imune adaptativo. 

Alguns vírus possuem mecanismos para escapar da autofagia. Em contrapartida, alguns vírus 

usam o processo autofágico durante sua replicação (Mao et al., 2019; Deng et al., 2020). 
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Foi mencionado o uso da maquinaria autofágica durante o processo de replicação de 

alguns vírus, incluindo HIV 1,2, vírus da hepatite B, vírus da hepatite C, picornavírus e vírus 

Coxsackie (Li et al., 2011; Taylor et al., 2008; Brass et al., 2008; Dreux et al., 2009). Existem 

algumas evidências de que os coronavírus também utilizam máquinas de autofagia para sua 

replicação (Benvenuto et al., 2020). Além disso, foi constatado que a COVID-19 afeta diversas 

fases da autofagia, que por sua vez, pode desempenhar um papel crítico no ciclo de vida viral 

(Tehrani et al., 2022).  

Diversos medicamentos e terapias antivirais foram recomendados para uso em situações 

de emergência para melhorar o quadro clínico da COVID-19 e reduzir a mortalidade. Todavia, 

apesar da existência de vacinas contra a doença, ainda se aguarda uma descoberta efetiva de 

alvo terapêutico que possa atenuar a replicação do vírus e diminuir a morte excessiva das células 

causada pela infecção (Ghareeb et al., 2021; Aleem et al., 2022).  

Desta forma, apesar de diversos estudos relatarem que a infecção por SARS-CoV-2 está 

associada às vias de morte celular apoptose e autofagia (Deshpande et al., 2024; Gassen et al., 

2021; Khan et al., 2024; Deshpande et al., 2021), quais destas vias são as mais críticas para o 

desenvolvimento dos sintomas da COVID-19 e como o SARS-CoV-2 as ativam, ainda precisam 

ser melhor esclarecidas. Portanto, conhecer os mecanismos fisiopatológicos do SARS-CoV-2 

podem direcionar a inibição da apoptose e/ou autofagia como uma estratégia de intervenção 

eficaz no tratamento deste e de outros vírus altamente patogênicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral  

 

Investigar a participação de proteínas de morte celular envolvidas na fisiopatologia da 

infecção pelo SARS-CoV-2. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Caracterizar o perfil clínico dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2; 

• Avaliar a expressão gênica de BID, PAWR, APAF1 e CASPASE 3 envolvidas na via 

apoptótica em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes 

infectados e não infectados pelo SARS-CoV-2; 

• Avaliar a expressão gênica de SQSTM1, MAP1LC3, ULK1 e ATG5 envolvidas na via 

autofágica em amostras de PBMCs de pacientes infectados e não infectados pelo SARS-

CoV-2; 

• Analisar comparativamente a expressão gênica de proteínas envolvidas nas vias de 

morte celular nas principais manifestações clínicas apresentadas pelos pacientes com 

COVID-19; 

• Verificar a atividade do gene mais diferencialmente expresso em linfócitos TCD4 e 

linfócitos B de pacientes infectados e não infectados pelo SARS-CoV-2;  

• Comparar a expressão do gene mais diferencialmente expresso na sequência temporal 

entre a variante P.1 versus variante ômicron.  
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 CORONAVÍRUS SARS-CoV-2 

 A infecção pelo SARS-CoV-2, referida como doença do coronavírus 2019, resultou em 

uma pandemia global sem precedentes, com centenas de milhões de casos e milhões de mortes 

em todo o mundo (Alfadda et al., 2021; Hou et al., 2023). A descoberta do vírus ocorreu em 

dezembro de 2019, após o surgimento de casos de pneumonia de causa desconhecida em 

Wuhan, cidade localizada na China (Huang et al., 2020). Os primeiros pacientes apresentaram 

sintomas semelhantes aos da gripe, incluindo febre, tosse e dificuldade para respirar, porém, a 

gravidade da doença era maior e muitos pacientes necessitavam de suporte ventilatório (Who, 

2020). 

O nome SARS-CoV-2 foi atribuído devido à sua semelhança com o vírus responsável 

pela Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS) em 2003. Assim como seus antecessores, os 

coronavírus SARS-CoV e MERS-CoV, o SARS-CoV-2 é capaz de causar infecções no trato 

respiratório inferior e levar ao desenvolvimento da grave SDRA (Li et al., 2020; Fernandes et 

al., 2022). Em janeiro de 2020, o sequenciamento genético do vírus foi concluído, permitindo 

o desenvolvimento de testes para detectar o vírus em amostras de pacientes (Wu et al., 2020). 

A organização genômica do SARS-CoV-2 é composta por um RNA de sentido positivo, 

com aproximadamente 29.903 nucleotídeos, que codifica pelo menos 29 proteínas virais (Wu 

et al., 2020). O genoma é organizado em duas regiões principais: uma região codificadora de 

poliproteína 1a/1ab, que é responsável pela produção das proteínas envolvidas na replicação 

viral, e uma região codificadora de proteínas estruturais, que inclui as proteínas spike (S), 

envelope (E), membrana (M) e nucleocapsídeo (N) (Figura 1) (Wu et al., 2020). 
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Figura 1- Estrutura viral do SARS-CoV-2, seu mecanismo de interação com o receptor e sua região 
codificadora de poliproteína 1a/1ab. Proteínas estruturais do SARS-CoV-2: nucleocapsídeo (N), membrana (M), 
envelope (E) e spike (S). A proteína S é composta por duas subunidades (S1 e S2), sendo a S1 responsável pela 
ligação ao receptor de membrana celular (ACE2). 

 
 

 

 

Fonte: BioRender e autora (2023); e modificado de Jin Y, et al. 2020. 
 

A proteína spike (S) tem sido o principal alvo de estudos para o desenvolvimento de 

vacinas e terapias para a COVID-19 (Walls et al., 2020). Ela é composta por duas subunidades, 

S1 e S2, sendo que S1 contém o domínio N-terminal e o domínio de ligação ao receptor (RBD), 

responsáveis pela ligação do receptor, como mostra a figura 1 abaixo. Por sua vez, a subunidade 

S2 inclui um peptídeo de fusão de membrana interna, sequências repetidas de heptapeptídeos 

(HR1 e HR2), uma região externa e um domínio transmembranar (TM). O filamento S2 facilita 

a entrada do genoma viral nas células hospedeiras ao fundir as membranas virais e do 

hospedeiro (Hadj Hassine, 2022). 

Durante o final de 2020, a Organização Mundial de Saúde (OMS) solicitou a 

classificação de novas cepas de SARS-CoV-2 como Variantes de Interesse (VOIs) e Variantes 

de Preocupação (VOCs) (Fernandes et al., 2022). As VOIs são variantes com mutações que 

afetam a ligação do receptor, eficácia do tratamento, neutralização por anticorpos e potencial 

aumento da gravidade/transmissibilidade. Já as VOCs são variantes com forte evidência de 
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aumento da transmissibilidade e gravidade, redução notável na neutralização por anticorpos, 

diminuindo a eficácia de tratamentos e vacinas (Fernandes et al., 2022). 

Em comparação com a cepa de referência (Wuhan), cepas VOCs têm 

predominantemente alterações no gene S (Tregoning et al., 2021). As variantes emergentes 

Alpha, Beta, Gamma, Delta e Ômicron foram classificadas como variantes preocupantes 

(VOC), que foram associadas ao aumento da transmissão, situação de doença mais grave (por 

exemplo, aumento de hospitalizações ou mortes), redução significativa na neutralização por 

anticorpos gerado durante infecção ou vacinação anterior, eficácia reduzida de tratamentos ou 

vacinas, ou falhas de detecção de diagnóstico (Zeng et al., 2022).  

Portanto, VOCs, além das já descritas, podem constantemente surgir com resistência 

perigosa à imunidade gerada pelas vacinas atuais para prevenir a COVID-19. Além disso, se 

algumas VOCs tiverem maior transmissibilidade ou virulência, aumentará a importância de 

medidas eficientes de saúde pública e programas de vacinação. A resposta global deve ser 

oportuna e baseada na ciência (Krause et al., 2021). 

 

3.2 EPIDEMIOLOGIA 

 A COVID-19 emergiu como uma grave pandemia, atingindo mais de 0,8 milhão de 

vidas em todo o mundo entre dezembro de 2019 e agosto de 2020. Em comparação com o 

SARS-CoV, a infecção de humano para humano por SARS-CoV-2 é mais facilmente 

transmitida e se espalha para quase todos os continentes, levando à declaração da OMS de 

Emergência de Saúde Pública de Interesse Internacional (ESPII) em 30 de janeiro de 2020 

(Yesudhas; Srivastava; Gromiha, 2021). 

 Até a data de produção deste manuscrito, os casos de COVID-19 continuam sendo 

relatados globalmente em mais de 170 países. O ano de 2024 finalizou com mais de 

777.023.352 casos de COVID-19 confirmados em laboratório em todo o mundo, com 7.078.571 

mortes relatadas (Who, 2024). 

 A COVID-19 afeta pessoas de todas as idades, mas adultos mais velhos e pessoas com 

condições médicas subjacentes correm maior risco de desenvolver doenças graves. Homens são 

mais propensos a morrer de COVID-19 do que mulheres (Hu et al., 2021). Em geral, o vírus é 

mais grave nas faixas etárias mais avançadas, com as maiores taxas de mortalidade entre as 

pessoas com mais de 80 anos. No entanto, os mais jovens também podem ficar gravemente 

doentes ou morrer de COVID-19. A gravidade da doença depende de vários fatores, como 

comorbidades já adquiridas, resposta do sistema imunológico e acesso a cuidados médicos (Hu 

et al., 2021). 
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O impacto da COVID-19 nas taxas de mortalidade no Brasil tem sido significativo. O 

ano de 2024 fechou com 39.073.544 casos confirmados de COVID-19 com 714.597 mortes no 

país (Ministério da Saúde, 2025). A taxa geral de mortalidade por COVID-19 no Brasil durante 

2020-21 foi de 14,8 por 10.000 habitantes. As taxas de mortalidade aumentam com a idade, 

atingindo 83,5 e 161,5 por 10.000 para faixas etárias mais avançadas (Szwarcwald et al., 2022).  

No Nordeste do Brasil, durante o primeiro ano da pandemia, ocorreram 66.358 mortes 

relacionadas à COVID-19, com uma taxa de mortalidade de 116,2 por 100.000 habitantes 

(Andrade et al., 2022). A resposta do país à pandemia foi criticada por uma gestão inadequada, 

o que levou a consequências trágicas (Szwarcwald et al., 2022).  

A pandemia teve um impacto significativo na expectativa de vida no Brasil. Um estudo 

estimou uma queda na expectativa de vida ao nascer (e0) em 2020 de 1,3 anos, nível de 

mortalidade não visto desde 2014. A redução da expectativa de vida aos 65 anos (e65) em 2020 

foi de 0,9 anos, colocando o Brasil de volta aos níveis de 2012. Nos primeiros 4 meses de 2021, 

as mortes por COVID-19 representaram 107% do total de 2020 (Castro et al., 2021). 

Em agosto de 2024, o Brasil tinha uma taxa de vacinação contra a COVID-19 de 225,92 

doses por 100 pessoas. Isso coloca o Brasil em sétimo lugar entre os principais países da 

América Latina em termos de taxas de vacinação (Statista, 2025). 

Em 23 de setembro de 2024, a OMS publicou o Relatório de Informações sobre 

Vacinação contra a COVID-19 analisando e apresentando dados referentes ao primeiro e 

segundo trimestres de 2024. Até o final do primeiro trimestre de 2024, 16,6 milhões de 

indivíduos foram relatados como tendo recebido uma dose da vacina contra a COVID-19. 

Desses, 6,4 milhões de indivíduos receberam a segunda dose da vacina durante o segundo 

trimestre de 2024 (Who, 2024). Em 2024, um total de 522.665.418 doses de vacinas foram 

aplicadas no Brasil (Ministério da saúde, 2025). 

A OMS, em maio de 2023, declarou que a COVID-19 não é mais uma emergência de 

saúde global. Isso significa que a maioria dos países pode voltar à vida como a conhecíamos 

antes da doença, e que a pandemia está em tendência de queda (Who, 2023). Embora o SARS-

CoV-2 tenha circulado e continue circulando amplamente e evoluindo, não é mais um evento 

incomum ou inesperado (Who, 2023). Porém, com o surgimento contínuo de variantes do 

SARS-CoV-2, continua sendo fundamental a necessidade de atualização constante das 

composições das vacinas contra a COVID-19. 
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3.3 FORMAS DE TRANSMISSÃO 

O SARS-CoV-2 pode ser transmitido a uma pessoa saudável se ela tiver contato com a 

pessoa infectada ou qualquer um de seus pertences infectados. As gotículas respiratórias são as 

principais vias de transmissão (Yesudhas; Srivastava; Gromiha, 2021). 

Estudos relataram que a transmissão por aerossol (transmissão aérea) também é possível 

para SARS-CoV-2, mas não há estudo claro sobre infecções neonatais (mãe para filho). No 

entanto, a transmissão pode ser evitada mantendo uma distância de 2 metros entre duas pessoas, 

usando máscaras ao sair e isolando as pessoas infectadas (Yesudhas; Srivastava; Gromiha, 

2021). 

A transmissão por contato direto ocorre quando um indivíduo entra em contato físico 

com uma pessoa infectada, como apertar as mãos ou abraçar. A transmissão por gotículas ocorre 

quando uma pessoa infectada tosse, espirra ou fala, e as gotículas contendo o vírus são expelidas 

no ar e caem nas membranas mucosas de outra pessoa. A transmissão por aerossóis ocorre 

quando o vírus fica suspenso no ar em partículas pequenas, que podem ser inaladas por outras 

pessoas (El-wahab et al., 2021). 

A carga viral, ou seja, a quantidade de vírus presente nas secreções respiratórias de uma 

pessoa infectada, é um fator importante na determinação da transmissibilidade do SARS-CoV-

2 (Chen et al., 2021). Estudos têm mostrado que indivíduos com cargas virais mais altas têm 

maior probabilidade de transmitir o vírus para outras pessoas. Além disso, a heterogeneidade 

de contato, ou seja, a variação no número e tipo de contatos que os indivíduos têm, também 

pode desempenhar um papel na disseminação do vírus. Algumas pessoas podem ter mais 

contatos próximos do que outras, e algumas podem ter contatos mais frequentes ou de maior 

duração, o que pode aumentar o risco de transmissão (Chen et al., 2021). 

Desta forma, o SARS-CoV-2 pode ser transmitido por contato direto, gotículas e 

aerossóis, e a carga viral e a heterogeneidade de contato podem influenciar a transmissibilidade 

do vírus. É importante seguir as diretrizes de saúde pública, como usar máscaras, praticar o 

distanciamento físico e evitar aglomerações, para reduzir o risco de transmissão (Chen et al., 

2021). 

 

3.4 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

A apresentação clínica da COVID-19 compreende uma ampla gama de sintomas 

inespecíficos, como febre, tosse seca, dispneia, cefaleia, produção de expectoração, perda de 

olfato e paladar, mialgia, fadiga, náuseas, vômitos, diarreia e dor abdominal (Oliveira et al., 
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2020). No entanto, esses sintomas podem variar entre as populações, dependendo da localização 

geográfica e das doenças crônicas subjacentes (Kadirvelu et al., 2022). 

Os pacientes com COVID-19 podem ser classificados como assintomáticos ou 

sintomáticos, e os sintomas podem variar de leve à grave e crítico. A SARS é mais comum entre 

pessoas com fatores de risco, como idade avançada, tabagismo e aquelas com comorbidades 

associadas (diabetes, hipertensão, doenças cardiovasculares, obesidade, doenças pulmonares 

crônicas, doenças renais) (Oliveira et al., 2020). 

Os perfis dos sintomas também podem diferir de acordo com a variante da COVID-19 

e a localização do indivíduo (Kadirvelu et al., 2022). Por exemplo, foi relatado que a variante 

Ômicron BA.5 causa mais sintomas de resfriado e gripe em comparação com outras variantes 

(Whitaker et al., 2022). A variante Delta é conhecida por causar sintomas semelhantes aos do 

vírus original, mas pode fazer com que as pessoas adoeçam mais rapidamente, especialmente 

os mais jovens (Whitaker et al., 2022). 

Disfunções olfativas e gustativas são consideradas sintomas clínicos precoces da 

COVID-19 e podem ter valor diagnóstico e prognóstico (Singhal et al., 2023). Eles podem 

preceder o início da doença clínica completa, e a recuperação desses sintomas também pode 

indicar a recuperação da infecção. Um estudo realizado em 2023 descobriu que a maioria dos 

relatos de disfunção do paladar em pacientes com COVID-19 eram genuínos e não devido à má 

interpretação da perda do olfato como perda do paladar (Nguyen et al., 2023). O mesmo estudo 

demonstrou que a COVID-19 também pode afetar o paladar, ao contrário do resfriado típico. 

Sobre as diferenças nos sintomas entre indivíduos vacinados e não vacinados com 

COVID-19 há informações limitadas. Um estudo comparando os sintomas apresentados e os 

perfis clínicos de indivíduos vacinados e não vacinados não encontrou diferença significativa 

entre os dois grupos (Fatima et al., 2022). Outro estudo descobriu que, embora os casos de 

COVID-19 em pessoas totalmente vacinadas sejam menores, se uma pessoa vacinada contraísse 

COVID-19, o risco de sintomas prolongados (COVID longa) era reduzido quase pela metade 

em comparação com indivíduos não vacinados (Antonelli et al., 2022). 

É importante observar que a vacina contra a COVID-19 ainda é altamente eficaz na 

prevenção de infecções e doenças graves, hospitalização e morte. Mesmo que uma pessoa 

vacinada seja infectada com COVID-19, é menos provável que ela apresente sintomas graves e 

tenha uma doença mais curta do que indivíduos não vacinados (Antonelli et al., 2022). 
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3.5 DIAGNÓSTICO 

O diagnóstico da COVID-19 é baseado na história clínica e epidemiológica do paciente, 

bem como nos achados de exames complementares, como a radiografia de tórax e 

principalmente a tomografia de tórax (TC) revelando as imagens características de vidro fosco, 

que também foram observados em pacientes assintomáticos (Oliveira et al., 2020). No entanto, 

o padrão ouro para o diagnóstico da COVID-19 é por meio da análise de ácidos nucleicos, ou 

seja, a detecção do RNA do SARS-CoV-2 em amostras de fluidos respiratórios (Hu et al., 

2021).  

Devido a alta taxa de transmissão do SARS-CoV-2, medidas específicas são necessárias 

para conter o vírus, como o aprimoramento dos métodos diagnósticos para detecção de 

pacientes assintomáticos e levemente sintomáticos nas fases iniciais da doença (Oliveira et al., 

2020). 

 

3.5.1 Teste imunocromatográfico 

Os testes rápidos, como os testes de antígenos ou anticorpos contra a COVID-19, 

detectam proteínas virais do SARS-CoV-2 em vários tipos de amostras. Eles estão disponíveis 

como testes de diagnóstico rápido de uso único, que podem ser lidos visualmente ou 

processados e lidos usando um pequeno dispositivo portátil (Peeling et al., 2021). 

Esses testes rápidos podem ser produzidos de forma muito mais rápida e barata em 

grandes quantidades para implantação em larga escala. Embora esses testes possam ser 

altamente específicos, geralmente não são tão sensíveis quanto os testes moleculares, feitos pela 

Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) (Peeling et al., 2021).  

No estudo de Yamayoshi et al. (2020), foi examinado a sensibilidade de quatro Ag-

RDTs disponíveis no Japão em agosto de 2020, além de também avaliarem a eficácia com 

vários tipos de amostras clínicas coletadas de pacientes com COVID-19 e as compararam com 

o resultados da RT-qPCR. 

O principal resultado observado foi que, todos os quatro Ag-RDTs falharam em detectar 

antígenos virais em várias amostras das quais o vírus foi isolado por RT-qPCR. Essa descoberta 

indica que os Ag-RDTs atuais perderam e provavelmente perderão alguns pacientes com 

COVID-19 que estão disseminando SARS-CoV-2. 

 

3.5.2 Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) 

Em janeiro de 2020, o novo coronavírus foi isolado de pacientes de Wuhan, permitindo 

o seu sequenciamento genético. Isso possibilitou o desenvolvimento de métodos de diagnóstico 
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específicos para COVID-19, como a RT-qPCR, que envolve a extração de RNA das secreções 

nasofaríngea e orofaríngea, seguida da transcrição reversa para converter o RNA em DNA 

complementar (cDNA) e sua amplificação em tempo real (Corman et al., 2020). Os kits de RT-

qPCRs que têm sido aplicados ao diagnóstico da COVID-19 contêm sondas fluorescentes que 

reconhecerão e hibridarão a segmentos dos produtos de amplificação, aumentando a 

especificidade dos ensaios (Oliveira et al., 2020). 

A RT-qPCR é o padrão ouro para a confirmação da COVID-19 em amostras 

respiratórias superiores (secreção nasofaríngea e orofaríngea). Vários protocolos de RT-qPCR 

foram divulgados pela OMS para fornecer um diagnóstico adequado, ajudar a testar populações 

e contribuir para controlar a propagação da doença (Oliveira et al., 2020). 

Porém, existem algumas limitações envolvendo esta técnica. A RT-qPCR é restrita a 

laboratórios certificados com equipamentos especializados, kits caros e técnicos treinados. 

Além disso, a RT-qPCR requer amostras do trato respiratório, como swabs nasais, o que pode 

atrasar o diagnóstico e tratamento (Li et al., 2021a). Portanto, um diagnóstico oportuno e 

preciso requer um resultado de RT-qPCR combinado com sintomas clínicos típicos e testes 

sorológicos (Li et al., 2021a). 

 

3.6 FISIOPATOLOGIA  

 O SARS-CoV-2 apresenta características biológicas que estão principalmente 

envolvidas na interação com a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), que é amplamente 

expressa no corpo humano, incluindo tecidos renais, linfoides, cardiovasculares, além do 

sistema gastrointestinal (duodeno, jejuno, íleo, ceco e cólon), respiratório e sistema nervoso 

central (SNC). Com base em diferentes estudos, foi confirmado que a ACE2 atua como um 

receptor funcional para o SARS-CoV-2. A entrada celular do SARS-CoV-2 é mediada pela 

ligação de alta afinidade da proteína S ao ACE2 e pelo processamento da protease 

transmembrana serina 2 (TMPRSS2) na superfície da célula hospedeira, permitindo a ativação 

da proteína S (Lundstrom et al., 2023).  

 Uma vez dentro da célula hospedeira, o vírus sofre replicação e formação de um RNA 

de fita negativa pelo RNA positivo de fita simples pré-existente através da atividade da RNA 

polimerase (transcrição) (Marik et al., 2021). A COVID-19 progride por quatro fases distintas: 

a fase de incubação, a fase sintomática inflamatória e as fases pulmonar (precoce e tardia), 

como mostrado na figura 2. Durante o período de incubação, que dura em média 5 dias, os 

indivíduos podem transmitir o vírus a outras pessoas, mesmo que não apresentem sintomas 

(Marik et al., 2021).  
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Figura 2- Estágios clínicos da COVID-19. I: Período de incubação que dura em média 5 dias, representado por 
uma alta taxa de replicação viral. II: Fase sintomática inflamatória, com início entre o 5º e duração até o 11º dia, 
caracterizado pelo aparecimento de sintomas clínicos leves. III: Fase pulmonar precoce, iniciada no 11º dia e 
estendida até o 14º dia, representada pela presença de detritos virais e ativação do sistema imune, com hipóxia leve 
e infiltrados de vidro fosco progressivo. IV: Fase pulmonar tardia, entre o 14º e 28º dia de infecção pelo SARS-
CoV-2, caracterizado por sintomas clínicos severos e desregulação do sistema imune. 

 
Fonte: BioRender e autora (2023). 

 A fase sintomática inflamatória desencadeada pela infecção por SARS-CoV-2, pode 

levar ao desenvolvimento de uma tempestade de citocinas, caracterizada por uma liberação 

excessiva e descontrolada de citocinas inflamatórias. Isso pode causar uma inflamação 

generalizada nos pulmões e em outros órgãos, levando a SDRA e disfunção orgânica múltipla, 

representada pelas fases pulmonar precoce e tardia (Mehta et al., 2020). 

 A liberação inflamatória de citocinas e a apoptose retardada de neutrófilos contribuem 

para a trombose pulmonar e a tempestade de citocinas (Bikdeli et al., 2020). Esses mecanismos 

são consistentes com marcadores clínicos observados em pacientes com COVID-19, como alta 

expressão de fator de necrose tumoral (TNF), relação neutrófilo-linfócito (NLR) elevada, dano 

alveolar difuso (DAD) via apoptose celular em epitélio respiratório e endotélio vascular, 

elevação da lactato desidrogenase (LDH) e proteína C reativa (PCR), alta produção de 

armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs), baixa contagem de plaquetas e trombose 

(Lundstrom et al., 2023).  

 Além disso, as tempestades de citocinas induzidas pela inflamação, incluindo a 

produção de interleucina 6 (IL-6), TNF, fator estimulador de colônias de granulócitos, IL-1β e 
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IL-7, estão associadas a piora dos desfechos clínicos em pacientes com COVID-19 

(Mangalmurti et al., 2020). No contexto das vias nos tecidos e órgãos do hospedeiro, os 

mecanismos moleculares subjacentes à liberação descontrolada de citocinas inflamatórias na 

infecção por SARS-CoV-2 ainda não foram totalmente elucidados (Li et al., 2021b).  

 Estudos anteriores sugeriram que os vírus podem regular cuidadosamente a morte 

celular por meio de múltiplos mecanismos em diferentes tipos de células. Por um lado, a 

replicação e a disseminação do vírus são dificultadas devido à eliminação das células infectadas 

por meio da morte celular. Sob outra perspectiva, a morte celular desregulada causa dano celular 

descontrolado e resposta imune desordenada. Paralelamente, os vírus podem sequestrar a 

autofagia celular para serem vantajosos para nichos de replicação, evasão imune e liberação 

extracelular (Li et al., 2022).  

 Atualmente, a relação entre SARS-CoV-2, morte celular e autofagia não está bem 

estabelecida, e compreender os mecanismos pelos quais o SARS-CoV-2 afeta o organismo é 

fundamental para o desenvolvimento de estratégias de tratamento e prevenção eficazes contra 

a doença (Gao et al., 2020). 

 

3.6.1 Apoptose 

 A apoptose é uma morte celular programada comum, vital na manutenção da 

homeostase celular e na regulação de eventos fisiológicos e patológicos. As alterações 

morfológicas da apoptose são caracterizadas por encolhimento celular, condensação e 

fragmentação da cromatina e formação de corpos apoptóticos (Carneiro et al., 2020).  

 Foi descrito que a COVID-19 leva à liberação de citocinas que causam uma 

tempestade de citocinas, lesão orgânica e falência de múltiplos órgãos, podendo levar a SDRA 

(Mehta et al., 2020). Essa tempestade pode ser resultado da morte celular em múltiplos órgãos 

(Uzuncakmak et al., 2022). 

 Além disso, depois de entrar na célula hospedeira, o SARS-CoV-2 replica RNAs e 

expressa proteínas, monta-se em partículas virais completas e eventualmente libera vírions, 

levando simultaneamente à morte celular e à liberação de conteúdo celular (Li et al., 2022). 

 A apoptose pode ser desencadeada pelas vias extrínseca e intrínseca. A via extrínseca 

é iniciada quando ligantes de morte extracelulares, como o ligante Fas (FasL ou CD95) e o 

ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL), ligam-se aos seus 

respectivos receptores de morte na superfície celular, para montar o complexo de sinalização 

indutor de morte (DISC), causando a clivagem da procaspase-8 e, em seguida, a caspase-8 

ativada cliva diretamente a procaspase-3/6/7 para induzir a apoptose celular (Li et al., 2022). 
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 Ao mesmo tempo, uma forma truncada do agonista de morte do domínio de interação 

BH3 (BID) processada pela caspase-8 ativada, pode se translocar para as mitocôndrias levando 

à permeabilização da membrana externa mitocondrial (MOMP), mediada pela proteína 

associada ao BCL-2 (BAX) e pelo antagonista homólogo do BCL-2 (BAK). Posteriormente, o 

apoptossomo composto pelo cyt c, pelo fator ativador de protease apoptótica-1 (Apaf-1) e 

caspase-9, ativam as caspases efetoras-3/6/7 (Bedoui; Herold; Strasser, 2020). 

 A via intríseca é estimulada por danos no DNA e estresse, o que podem ocasionar 

diretamente danos mitocondriais e MOMP a liberar cyt c no citoplasma. Os outros eventos 

subsequentes foram descritos acima (Li et al., 2022). Ambas as vias de morte celular levam à 

ativação das caspases efetoras (caspases-3 e -7), para gerar uma cascata de eventos proteolíticos 

que levam à morte celular. Na figura 3, pode-se observar um esquema mostrando as vias 

intríseca e extrínseca da apoptose. 
 
Figura 3- Esquema ilustrando as vias intríseca e extrínseca da apoptose. Os dois principais tipos de vias de 
apoptose são a via intrínseca (mitocondrial), onde a célula recebe um estímulo de estresse para se destruir de um 
dos seus próprios genes ou proteínas, devido à detecção de danos no DNA; e a via extrínseca (receptores de morte), 
onde a célula recebe um sinal para iniciar a apoptose de outras células do organismo. Ambas as vias vão convergir 
para o mesmo local, na chamada via de execução, onde a caspase 3 efetora é a responsável pela maioria dos efeitos 
deletérios da apoptose. 

 
Fonte: BioRender e autora (2023). 
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 O SARS-CoV-2 pode induzir vias relacionadas à inflamação, como a via do fator 

nuclear kappa B (NF-κB) (Sun et al., 2020), que, na apoptose pode regular positivamente a 

expressão transcricional de alguns importantes inibidores de apoptose, como c-FLIP, inibidor 

de proteínas de apoptose ligado ao cromossomo X (XIAPs) e Bcl-2 (Kucharczak et al., 2003). 

Ou seja, pode-se especular que o SARS-CoV-2 utilizaria a inibição da apoptose para evitar a 

eliminação, de modo a obter tempo e local suficientes para a replicação no estágio inicial (Li et 

al., 2022). 

 Porém, estudos também demonstraram que as proteínas do SARS-CoV-2 participam 

da indução da apoptose (Li et al., 2022). Ren et al. (2020), demonstraram que a proteína ORF3a 

do SARS-CoV-2, uma proteína acessória chave, induz a apoptose nas células. Além disso, foi 

relatado que SAR-CoV-2 ORF7b promove a expressão de TNF e induz apoptose dependente 

de TNF em células HEK293T e células Vero E6 (Yang et al., 2021). 

 

3.6.1.1 Caspase 3 

 A caspase-3, proteína efetora chave da apoptose, é ativada pelas caspases iniciadoras 

e, quando ativada, catalisa muitas proteínas celulares que funcionam na fragmentação do DNA, 

colapso nuclear e condensação da cromatina (Uzuncakmak et al., 2022). 

 De acordo com um estudo recente, vesículas extracelulares derivadas de plasma de 

pacientes graves com COVID-19, aumentaram a atividade da caspase-3 e diminuíram a 

sobrevida em células endoteliais microvasculares pulmonares humanas (Krishnamachary et al., 

2020). Uzuncakmak et al. (2022) também demonstraram que pacientes com COVID-19 

apresentaram maior expressão de caspase-3 do que os voluntários saudáveis. 

  

3.6.1.2 APAF-1 

 O fator ativador de protease apoptótica-1 (Apaf-1) é uma molécula fundamental na 

apoptose. O Apaf-1 oligomeriza em resposta à liberação do cyt c e forma um grande complexo 

conhecido como apoptossoma. A procaspase-9, uma caspase iniciadora na via mitocondrial, é 

recrutada e ativada pelo apoptossoma, levando ao processamento da caspase-3 a jusante 

(Shakeri et al., 2017). 

 O apoptossoma, composto de cyt c, Apaf-1 e caspase-9, ativa as caspases executoras, 

que desempenham um papel importante na morte celular durante a infecção por SARS-CoV-2. 

A inibição da cascata de apoptose bloqueando os seus supressores foi sugerida como um alvo 

potencial para o tratamento da COVID-19. No entanto, os mecanismos moleculares exatos do 
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envolvimento do Apaf-1 na patogênese da COVID-19 ainda não são totalmente compreendidos 

(Li et al., 2022). 

 

3.6.1.3 PAWR 

 Também conhecida como Proteína de Resposta a Apoptose Prostática, PAWR é uma 

proteína supressora de tumor codificada em humanos pelo gene PAWR. Induz apoptose em 

células cancerígenas, mas não em células normais. PAWR está envolvida em vários tipos de 

câncer, incluindo câncer de próstata, câncer de bexiga, câncer de mama, câncer de endométrio 

e leucemia (Tan et al., 2020). No entanto, não há evidências diretas do envolvimento do PAWR 

com a COVID-19 com base nos resultados da pesquisa fornecidos. 

 No entanto, por PAWR estar envolvida em vias de apoptose quando o ambiente está 

desregulado e inflamado por diversos tipos de câncer, pode ser uma sugestão de que exista uma 

correlação com a COVID-19, já que também é uma ambiente que induz a apoptose e liberação 

de citocinas pró-inflamatórias. 

 

3.6.1.4 BID 

 BID (Agonista de Morte do Domínio de Interação BH3) é uma proteína pró-

apoptótica pertencente à família de proteínas Bcl-2, que regula a MOMP. A BID é ativada por 

proteólise e desempenha um papel crucial na indução da apoptose, promovendo a ativação de 

Bax, homo-oligomerização de Bax e induzindo a MOMP. Esta permeabilização causa a 

liberação de várias proteínas mitocondriais, algumas das quais conduzem processos críticos a 

jusante na apoptose, como cyt c (Bedoui; Herold; Strasser, 2020). 

 Um estudo mostrou que a proteína ORF3a do SARS-CoV-2 poderia induzir 

eficientemente a apoptose clivando e ativando diretamente a caspase-8 para a via extrínseca e 

cross-talk para a via intrínseca via tBID, levando à liberação de cyt c e ativação de caspase-9 

(Li et al., 2022).  

 

3.6.2 Autofagia 

 A autofagia é um processo de degradação celular que ocorre em resposta ao estresse 

do retículo endoplasmático e à resposta a proteínas desdobradas. Ela envolve a degradação de 

materiais citoplasmáticos por lisossomos. A autofagia pode funcionar como mecanismo de 

defesa e sobrevivência celular, gerando nutrientes para as células necessitadas (Li et al., 2021b).  

 No entanto, quando a autofagia ocorre em excesso, pode levar à morte celular 

autofágica. A autofagia excessiva tem sido observada em células moribundas, indicando que 
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pode ser uma forma de morte celular ou uma tentativa fracassada de resgate de células 

estressadas (Li et al., 2021b). 

 Na autofagia, as membranas subcelulares (como retículo endoplasmático (RE), 

complexo de Golgi, mitocôndrias e endossomos) englobam os componentes indesejados para 

formar uma estrutura de membrana dupla chamada fagóforo. A membrana do fagóforo se 

expande e se alonga até se fechar para formar o autofagossomo, que se funde com o lisossomo 

para formar o autofagolisossomo para degradação sob condições ácidas. Todo o processo é 

regulado por uma série de proteínas codificadas por genes relacionados a autofagia (ATGs) 

(Figura 4) (Li et al., 2022). 

 Assim como outros coronavírus, o SARS-CoV-2 pode sequestrar o fluxo de autofagia 

para formar vesículas de membrana dupla (DMVs) derivados das membranas do RE. Porém, o 

SARS-CoV-2 pode inibir a autofagia por meio de vários mecanismos para facilitar sua 

replicação e transmissão (Koepke et al., 2021). A proteína ORF3a do SARS-CoV-2 bloqueia a 

autofagia celular de várias maneiras. ORF3a interagindo com o gene associado a resistência à 

irradiação UV do regulador de autofagia (UBRAG), promove PI3KC3-C1, mas bloqueia 

PI3KC3-C2, levando à autofagia incompleta (Qu et al., 2021). Portanto, estudos crescentes 

sugeriram que a interação entre SARS-CoV-2 e autofagia é extremamente intrincada, o que não 

foi totalmente estabelecido (Li et al., 2022). 

 
Figura 4- Etapas gerais da autofagia. i) Iniciação: ULK1 e complexo PI3K classe III ii) Nucleação iii) 
Alongamento: maquinaria de conjugação do tipo ubiquitina. 

 
 

Fonte: BioRender e autora (2023). 
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3.6.2.1 ULK1 

 O complexo quinase 1 ativadora de autofagia semelhante a unc-51 (ULK1), é uma das 

moléculas que regula a autofagia (Li et al., 2022). 

 Foi relatado que a proteína NSP15 do SARS-CoV-2 afeta a produção de 

autofagossomos por meio da interação com o eixo mTOR, que pode ser revertido pela 

rapamicina (um inibidor de mTOR). Sabe-se que o eixo mTOR exerce efeitos inibitórios na 

autofagia via inibição do complexo ULK1. Enquanto isso, a proteína PLpro do SARS-CoV-2 

cliva diretamente ULK1 para a destruição da formação do complexo ULK1-ATG13, inibindo 

o complexo (Mohamud et al., 2021). 

 

3.6.2.2 MAP1LC3 

 O sistema de junção da cadeia leve 3 da proteína 1 associada a microtúbulos tipo 

ubiquitina (MAP1LC3, conhecido como LC3), também é uma das moléculas que regula a 

autofagia (Li et al., 2022). Ela está localizada na membrana do autofagossomo nos estágios 

iniciais, e é preservada até o final do processo para que possa ser usada como marcador para 

identificar o autofagossomo (Boroumand-Noughabi et al., 2022). 

 Em estudos recentes, foi demonstrado que a infecção de células humanas com SARS-

CoV-2 reduz o fluxo autofágico. Isso é caracterizado por dois aspectos, um acúmulo de 

SQSTM1 e a presença aumentada da forma processada de LC3B, LC3B-II (Koepke et al., 

2021). Notavelmente, o vírus é relativamente não afetado pela indução de autofagia com 

rapamicina, mas permanece sensível à ativação imune inata via interferons in vitro. Assim, o 

SARS-CoV-2 evita eficientemente as funções antivirais da autofagia (Koepke et al., 2021). 

 

3.6.2.3 ATG5 

 ATG5 é uma proteína que desempenha um papel crucial na autofagia, um processo 

celular que degrada e recicla componentes celulares. ATG5 é ativado por ATG7 e forma um 

complexo com ATG12, que é necessário para a lipidificação de proteínas da família ATG8 e 

sua incorporação em autofagossomos (Uniprot, 2023). 

 A autofagia tem sido mostrada como tendo um papel na patogênese da infecção por 

SARS-CoV-2, o vírus responsável pela COVID-19. Em um estudo, descobriu-se que ATG5 é 

dispensável para a replicação do vírus da hepatite murina (MHV) em macrófagos da medula 

óssea e fibroblastos embrionários primários de camundongo (Silva et al., 2022). Outro estudo 

mostrou que ATG5 possui propriedades e funcionalidades únicas fora da via convencional da 

autofagia. Na ausência de ATG5, mas não de outros genes ATG, macrófagos se tornaram 
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sensibilizados à infecção por Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (Wang et al., 2023). No 

entanto, não é possível descartar um papel não convencional para ATG5 na replicação do 

coronavírus.  

  

3.6.2.4 SQSTM1 

 O complexo sequestossomo 1 (SQSTM1, também denominado p62) é responsável 

por marcar os componentes indesejados e levá-los ao autofagossomo para degradação (Li et al., 

2022).  

 Na presença das proteínas do SARS-CoV-2, E, M, ORF3a e ORF7a, o LC3B-II 

processado se acumula, enquanto a expressão de Nsp15 causa uma diminuição leve, mas 

consistente, no LC3B-II. De acordo com isso, a expressão de E, ORF3a, ORF7a e Nsp15 causa 

acúmulo de SQSTM1. Notavelmente, embora M induza um aumento da localização da 

membrana LC3B e do processamento de LC3B, não inibe a degradação de SQSTM1, indicando 

que esta proteína viral não bloqueia a autofagia clássica (Koepke et al., 2021). 

 

3.7 TRATAMENTO 

 As opções terapêuticas medicamentosas ainda seguem por caminhos experimentais e 

dividem opiniões entre profissionais da saúde, no entanto, seu uso tem sido justificado em 

tratamentos empíricos. Os tratamentos em potencial buscam interferir nos processos de 

interação celular do vírus e nos processos de replicação intracelular (Meneses, 2020).  

 Além disso, outras abordagens terapêuticas têm como objetivo modular o sistema 

imunológico inato para enfrentar o vírus ou inibir citocinas que são reguladas positivamente 

durante a replicação viral para diminuir a resposta fisiológica à doença, como é o caso dos 

corticosteróides. No tratamento da COVID-19, eles parecem estar relacionados a inibição da 

resposta inflamatória exacerbada. No momento, está indicado em quadros graves com nível de 

evidência fraco (Russell et al.,2020). 

 Assim sendo, devido a semelhança estrutural com outros vírus, terapias antivirais têm 

sido testadas na luta contra a COVID-19. Vários medicamentos antivirais foram autorizados ou 

aprovados pela FDA para o tratamento da COVID-19, incluindo Remdesivir e Paxlovid (Cdc, 

2023). 

 O Ritonavir-boosted Nirmatrelvir (Paxlovid) é um inibidor de protease oral que é 

ativo contra MPRO, uma protease viral que desempenha um papel essencial na replicação viral, 

clivando-o. A autorização de uso emergencial pela FDA, permite o uso do nirmatrelvir 

potencializado por ritonavir em pacientes não hospitalizados com COVID-19 leve a moderada, 
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que apresentam alto risco de evoluir para COVID-19 grave e estão dentro dos primeiros 5 dias 

do início dos sintomas. O estudo EPIC-HR demonstrou um benefício clínico do nirmatrelvir 

potencializado por ritonavir em pacientes não vacinados com alto risco de evoluir para COVID-

19 grave (Amani; Amani, 2023). 

 O Remdesivir é um medicamento antiviral aprovado para o tratamento da COVID-19 

leve a moderada. Ele é administrado por via intravenosa e demonstrou reduzir a duração das 

internações hospitalares para alguns pacientes (Coelho et al., 2023). No entanto, um estudo 

recente descobriu que a combinação de corticosteroides com remdesivir não melhorou o tempo 

de recuperação clínica de pacientes com COVID-19 em comparação com o uso isolado do 

remdesivir (Coelho et al., 2023). 

 Além dos medicamentos elucidados acima, as vacinas continuam sendo a chave 

central da prevenção e proteção contra infecções. Várias vacinas contra a COVID-19 receberam 

autorizações de uso emergencial (EUA) para prevenir a doença grave da COVID-19 causada 

pelo SARS-CoV-2. Elas foram fundamentais para controlar a gravidade da pandemia e 

melhorar os resultados clínicos (Padda; Parmar, 2023). 

 Atualmente, são quatro as principais vacinas autorizadas pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) para uso no Brasil: Coronavac, Janssen, Oxford-AstraZeneca e 

Pfizer (Portal do butantan, 2024). A Coronavac foi desenvolvida usando a tecnologia de vírus 

inativado e é administrada por meio de um regime de duas doses. A avaliação de segurança da 

vacina foi realizada em macacos rhesus, que são conhecidos por mimetizar sintomas 

semelhantes aos da COVID-19 após a infecção por SARS-CoV-2 (Yu et al., 2020). Os 

resultados pré-clínicos usando duas doses (3 µg e 6 µg) com dois esquemas de imunização (nos 

dias 0 e 14 ou dias 0 e 28) indicaram evidências extensas de segurança e eficácia, com proteção 

completa contra a infecção por COVID-19 (Fernandes et al., 2022). 

 As vacinas Janssen e Oxford-AstraZeneca, são baseadas em adenovírus recombinante 

construída a partir de vetores virais. Enquanto a Janssen possui um regime de dose única, são 

necessárias duas doses, com intervalo de 12 semanas, para a oxford-astrazeneca (portal do 

butantan, 2024). Ensaios clínicos testados em diversos países em mais de 60.000 participantes 

adultos, mostraram que as vacinas têm um perfil de segurança bem tolerado, sem eventos 

adversos graves relacionados à ela (Voysey et al., 2021). 

 Paralelamente, a vacina Pfizer carrega um RNA mensageiro modificado por 

nucleosídeo que codifica a proteína S do SARS-CoV-2. É administrada sob um regime de 2 

doses, também com um intervalo de 12 semanas (Fernandes et al., 2022). Polack et al. (2020) 

demonstraram que esta vacina conferiu 95% de proteção contra a COVID-19 em pessoas com 



36 

 

16 anos de idade ou mais, com efeitos adversos leves semelhantes aos observados com outras 

vacinas virais conhecidas. 

 Contudo, dada a frequência alarmante do surgimento de novas variantes do SARS-

CoV-2, a eficácia das vacinas existentes permanece em questão. Pode ser encorajador afirmar 

que, além do público em geral, pacientes com câncer e outros indivíduos imunocomprometidos, 

mostraram o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes após a vacinação com a maioria das 

vacinas convencionais (Kurhade et al., 2023). 

 Desta forma, como visto anteriormente, foi apontado que o SARS-CoV-2 desencadeia 

potentemente a apoptose de diferentes células hospedeiras, levando a lesões excessivas no 

tecido, bem como à perda de função, e isso pode facilitar a ocorrência da doença e a mortalidade 

em estágios posteriores. Portanto, bloquear a apoptose por meio da supressão da cascata de 

caspases, é uma maneira potencial de atenuar a disseminação viral e surgiu como possibilidade 

de alvo terapêutico anti-COVID-19 (Yuan et al., 2023). 

 Sendo assim, inibidores de caspase têm sido sugeridos como uma estratégia 

terapêutica potencial para melhorar ou prevenir a COVID-19 grave (Premeaux et al., 2022). 

Um estudo constatou que a inibição pan-caspase poderia reduzir a expressão de citocinas que 

estavam elevadas em pacientes com COVID-19, assim como sugeriu que inibidores de caspase 

poderiam ser usados para prevenir ou melhorar a COVID-19 grave (Plassmeyer et al., 2022). 

No entanto, são necessárias mais pesquisas para determinar a eficácia e segurança dos 

inibidores de caspase no tratamento da COVID-19. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

Durante o pico pandêmico da COVID-19, o Laboratório de Imunomodulação e Novas 

Abordagens Terapêuticas (LINAT) pertencente ao Núcleo de pesquisa em Inovação 

Terapêutica – Suely Galdino (NUPIT-SG), foi certificado pelo Laboratório Central de Saúde 

Pública de Pernambuco (LACEN-PE), para atuar como força-tarefa no diagnóstico da COVID-

19. 

O trabalho baseou-se em um estudo transversal, onde a primeira etapa foi a coleta de 

sangue de pacientes suspeitos de COVID-19, internados em um hospital de campanha no 

município de Caruaru – PE, após convênio da UFPE com a Associação Municipalista de 

Pernambuco (AMUPE), entre os meses de julho 2020 à dezembro de 2021. Após traigem do 

diagnóstico por RT-qPCR, foi feita a separação das PBMCs e a realização de nova RT-qPCR 

para verificar a expressão dos genes apoptóticos e autofágicos que foram selecionados para o 

estudo. Dentre os genes selecionados, foi realizado uma citometria de fluxo para aquele mais 

diferencialmente expresso. Por fim, para confirmar se o gene mais diferencilmente expresso se 

comportaria da mesma forma entre a variante p1 versus a variante ômicron da COVID-19, foi 

realizada uma nova RT-qPCR, conforme mostra a figura 5 abaixo. 
Figura 5- Representação esquemática das etapas realizadas durante o estudo.    

 
Fonte: BioRender e autora (2024). 

  

4.2 COMITÊ DE ÉTICA 

O projeto foi submetido e aprovado (CAAE: 46223521.6.0000.5208) pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa em seres humanos (CEP), localizado no 1º andar do Centro de Ciências da 
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Saúde (CCS), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (Anexo A).  

 

4.3 RECRUTAMENTO DAS AMOSTRAS 

 Foram recebidos de cada paciente um swab nasofaríngeo em solução salina tamponada 

(PBS) ou meio de transporte viral (VTM), e dois tubos de EDTA contendo sangue total, 

acompanhados dos dados clínicos relatados em prontuário médico.  

O swab nasofaríngeo foi utilizado para o diagnóstico laboratorial da COVID-19 por 

meio de RT-qPCR. Amostras com um Quantification cycle (Cq) até 40 foram consideradas 

detectáveis para SARS-CoV-2. Além disso, de acodo com o estudo de Waudby-West et al. 

(2021), amostras com um Cq entre 15-20, foram classificadas como uma alta carga viral, Cq 

entre 21-30 como carga viral intermediária e Cq entre 31-40 como baixa carga viral. Após a 

liberação do resultado, os pacientes suspeitos foram classificados em infectados e não 

infectados pelo vírus. Ao total, foram recrutados para esta pesquisa 140 amostras de pacientes 

(n=73 infectados e n=67 não infectados pelo SARS-CoV-2).  

 

4.4 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

Foram incluídos na pesquisa amostras de pacientes suspeitos sintomáticos, idade >18 

anos, com diagnóstico laboratorial por RT-qPCR detectável ou não para o SARS-CoV-2. 

Amostras de pacientes assintomáticos, grávidas, pacientes com câncer ativo, imunodeprimidos 

e em uso de corticoide, foram excluídos do estudo. 

 

4.5 COLETA, PROCESSAMENTO E OBTENÇÃO DAS PBMCs 

 De cada paciente foram coletados 2 tubos de 4 ml de sangue total em tubo com EDTA. 

Para o processamento de ambos os tubos, houve adição de Ficoll-Hypaque na proporção 1:1 

com o sangue (4 mL de Ficoll para 4mL de sangue), seguida de centrifugação a 700G por 20 

min., aceleração 6 e freio 4. Após isso, o anel de PBMC foi coletado com uma pipeta pasteur, 

adicionado a um tubo de 1,5 mL e centrifugado novamente, a 700G - 5 min. O sobrenadante foi 

descartado, um dos pellets foi ressuspendido em 750 µL de trizol para posterior extração de 

RNA; e o outro foi ressuspendido em 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) + 900 µL de soro 

fetal bovino (SFB) para citometria de fluxo. Todas as amostras foram armazenadas a -80ºC. 
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4.6 EXTRAÇÃO DO RNA  

 A extração do RNA foi realizada pelo método do trizol-clorofórmio. Ao microtubo 

contendo PBMCs armazenada em trizol, como descrito no item 4.5 acima, foram adicionados 

150 μL de clorofórmio e agitação durante 20 segundos, seguida de incubação por 3 min. e 

centrifugação a 16000G por 15 min. - 4° C. O sobrenadante translúcido foi transferido para 

outro microtubo, e a ele foram adicionados 375 μL de isopropanol a 100%, com incubação 

durante 10 minutos, seguida de centrifugação a 16000G durante 10 min. - 4°C. Após isso, o 

sobrenadante foi removido, e ao precipitado foram adicionados 750 μL de etanol 75%. O 

microtubo foi vortexado brevemente e centrifugado a 6300G durante 5 min. - 4°C. 

Novamente, o sobrenadante foi descartado e o microtubo deixado aberto para evaporação do 

álcool. Para reidratação do RNA, o precipitado foi ressuspenso em solução RNAse free, 

seguido de incubação a 55°C por aproximadamente 15 minutos. Em seguida, o RNA foi 

quantificado via espectrofotômetro pelo NanoDrop®.  

 

4.7 SÍNTESE DO cDNA E EXPRESSÃO GÊNICA  

 A concentração ótima de RNA utilizada para síntese do cDNA foi de 500 ng definida 

experimentalmente, utilizando o Kit High-capacity cDNA archive Kit 2X (Applied 

Biosystems®). A expressão gênica foi realizada por RT-qPCR, utilizando o método de detecção 

por sondas de hidrólise TaqMan (Applied Biosystems®) no aparelho QuantStudioTM 5®. 

Resumidamente, uma mistura de 20 μL foi preparada contendo 10 μL do mastermix universal, 

7,5 μL de água RNAse free, 0,5 μL de sonda e 2 μL do cDNA, sob o seguinte protocolo de 

ciclagem: 50º C por 2 min., 95º C por 10 s, seguido de 40 ciclos de 95º C por 15 s e 60º C por 

1 s. Os genes alvo avaliados para apoptose foram CASP3 (Hs00234387_m1), BID 

(Hs00609632_m1), APAF-1 (Hs00559441_m1) e PAWR (Hs01088574_m1); para autofagia 

foram utilizados MAP1LC3 (Hs01076567_g1), ULK1 (Hs00177504_m1), ATG5 

(Hs00355494_m1) e SQSTM1 (Hs00177654_m1). A expressão relativa do RNA foi calculada 

pelo método 2-ΔΔCt (Livak e Schmittgen, 2001). Como controle endógeno da reação, foi 

realizado experimentalmente para validação, a comparação entre os genes 18S 

(Hs03003631_g1) e GAPDH (Hs02786624_g1). O padrão de expressão entre eles manteve-se 

uniforme e por critério de disponibilidade, foi utilizado o 18S. 

 Além disso, de acordo com o protocolo do Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC), o sequenciamento genético das amostras detectáveis para SARS-CoV-2 

com um Cq ≤26, foi realizado em parceria com o Instituto Aggeu Magalhães - Fundação 

Oswaldo Cruz/PE (Fiocruz PE). 
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4.8 DESCONGELAMENTO DAS PBMCs PARA CITOMETRIA DE FLUXO 

 As PBMCs armazenadas em DMSO + SFB como descrito no item 4.5, foram 

descongeladas em banho-maria a 37º C e transferidas para um tubo de fundo cônico de 15 mL. 

Em seguida, foram adicionados vagarosamente 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 

10% de SFB, com posterior centrifugação a 400G/ 10 min./ 20º C. O sobrenadante foi 

descartado e duas lavagens sucessivas com PBS gelado a 400G/ 10 minutos/ 4º C foram 

realizadas. Após as lavagens, as PBMCs foram ressuspendidas em 5 mL de meio RPMI 1640 

suplementado com 10% de SFB e foi realizada a contagem das células por meio da câmara de 

Neubauer. A viabilidade celular foi verificada pela utilização de Trypan Blue (SIGMA, St. 

Louis, MO). Um total de 1,5 x 105 células/poço foram colocadas em cultura por 48h, após 

padronização. O controle positivo (2,4 μM de doxorrubicina) também foi incluído.  

 Após 48h de cultura, ocorreu a preparação das células para marcação com o anticorpo. 

O sobrenadante e as células foram transferidos para um tubo cônico de 15 mL, lavado 2 vezes 

com PBS-BSA e centrifugado a 400G/ 10 min./ 4º C. O sobrenadante foi descartado e o pellet 

de células ressuspenso em 200 μL de PBS foi transferido para a marcação com anticorpo em 

tubo de citometria BD FACS™. 

 

4.9 CITOMETRIA DE FLUXO 

 Para cada paciente, foram incluídos um controle negativo (células não marcadas) e uma 

marcação com todos os anticorpos. A fim de melhorar a qualidade e confiabilidade do resultado, 

através do posicionamento adequado dos gates, também foi utilizado o controle interno FMO 

(Fluorescence Minus One Control) (Anexo B). 100 µl de PBMCs foram imunomarcadas 

utilizando o kit CellEvent™ Caspase-3/7 Green Flow Cytometry Assay Kit (Invitrogen, Cat. 

No. C10427) de acordo com as instruções do fabricante, junto com uma mistura de anticorpos 

BD® (tabela 1), à temperatura ambiente por 30 min. Em seguida, as células foram lavadas e 

ressuspensas em PBS antes da aquisição, a qual foi realizada através do BD FACSAria™ III 

Cell Sorter (BD Biosciences, CA), utilizando 10.000 eventos. Como mostra a figura 6 abaixo, 

a análise subsequente com gating celular apropriado foi realizada para excluir detritos celulares.  
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Figura 6- Estratégia de gating para a determinação da Intensidade Média de Fluorescência (IMF) nas populações 
de células TCD4+ e células B. 

 
Fonte: Autora (2024). 

 
 
 
 
Tabela 1- Anticorpos utilizados na marcação das PBMCs para citometria de fluxo. 

ANTICORPO FLUOROCROMO CLONE FABRICANTE VOLUME 
Mouse Anti-human CD3 

(Cat. 555335) 

APC - BD Biosciences 2 µL 

Mouse Anti-human CD4 

(Cat. 560158) 

APC-H7 RPA-T4 BD Biosciences 1 µL 

Mouse Anti-human CD19 

(Cat. 555413) 

PE - BD Biosciences 2 µL 

CellEvent Caspase-3/7 

Green  

FITC - Invitrogen 0,5 µL 

SYTOX AADvanced Dead Precp - Invitrogen 0,5 µL 

Fonte: Autora (2024). 

 

4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

  Os dados da expressão gênica foram analisados usando o programa estatístico 

GraphPad Prism, versão 8.0.1 (San Diego, CA). A normalidade das amostras foi verificada com 

o teste D’Agostino. Os dados numéricos foram expressos como média ± SD se apresentassem 

distribuição normal, ou mediana [IQR 25th-75th percentil] se não estivessem dentro da 

normalidade. Para análise entre dois grupos, foi utilizado o teste t não paramétrico de Mann-

Whitney, uma vez que não seguiram a distribuição gaussiana. A análise entre três ou mais 

grupos, variou entre os testes One-way ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguido de múltiplas 
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comparações, a depender se seguiram ou não a distribuição normal, respectivamente. Os 

resultados obtidos na citometria de fluxo foram analisados no programa FlowJo v.10.1, 

expressos através da Intensidade Média de Fluorescência (IMF). Todos os outliers foram 

destituídos das análises. Além disso, a variabilidade entre o “n” amostral em relação aos 

diferentes genes do estudo, também está relacionada a não amplificação da amostra para o 

determinado gene, mesmo após repetição. Valores de p <0,05 foram considerados significantes; 

ns: não significativo. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 PERFIL CLÍNICO DA POPULAÇÃO EM ESTUDO 

 A tabela 2 abaixo mostra as variáveis clínicas dos diferentes grupos do estudo: pacientes 

sintomáticos infectados (n= 73) e não infectados (n= 67) pelo SARS-CoV-2. A média de idade 

em ambos os grupos foi de 47 (± 19.559) anos e a maioria da população foi constituída de 

mulheres (55%).  

 No grupo de pacientes infectados pelo vírus, 57,53% deles apresentaram sintomas de 

tosse, seguidos de dispneia (47%), febre (45%) e cefaleia (41%). Em relação as comorbidades, 

hipertensão arterial sistêmica (HAS) liderou o ranking com aproximadamente 18%, seguido de 

obesidade (14%) e Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (11%). Adesão a primeira dose da vacina 

(D1) foi observada em 20,5% dos indivíduos, ao passo que as duas doses completas (D2) foram 

relatadas em aproximadamente 14% do grupo. Apenas 5,5% dos indivíduos relataram terem 

tomado a dose única (DU) da vacina. Em contrapartida, aproximadamente 60% do grupo não 

tomaram nenhuma dose. Após o resultado do sequenciamento genético, a variante P.1, também 

conhecida como gama, foi a mais prevalente (±66%) do grupo. 

 Em relação ao grupo de pacientes suspeitos não infectados pelo vírus, aproximadamente 

57% apresentaram sintomas de tosse [similar ao grupo anterior], seguidos de cefaleia (45%), 

febre e coriza, ambos com 39% e dispneia (36%). No que se refere as comorbidades, HAS 

também liderou com aproximadamente 16,5%, seguido de diabetes mellitus (9%) e obesidade 

(7,5%). Ao contrário do grupo anterior, a maior adesão à vacina foi observado em D2 (31%), 

seguida de D1 (21%) e DU (4,5%). No entanto, a maior parte dos indivíduos deste grupo 

também não tomaram nenhuma dose de vacina (43%). 
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Tabela 2- Características clínicas dos pacientes sintomáticos infectados e não infectados pelo SARS-CoV-2. 

Características  Infectados SARS-CoV-2 
(n=73) 

Não infectados SARS-CoV-2 
(n=67) 

Idade (anos)  
Sexo (masculino/feminino) 
 
Sintomas 
   Febre 
   Tosse 
   Cefaleia 
   Astenia 
   Anosmia/Ageusia 
   Necessidade de suporte respiratório 
   Dor de garganta 
   Coriza 
   Dispneia 
 
Comorbidades 
   HAS 
  Obesidade 
   DM2 
 
Vacinação 
   D1 
   D2 
   DU 
Sem vacina 
 
Variantes 
   P.1 
   P.1.7 
   B.1.617.2 
   AY.99.2 
   AY.124   

47.027 ± 19.559 
33/40 

 

33 (45,20%) 
42 (57,53%) 
30 (41,09%) 
14 (19,17%) 
14 (19,17%) 
21 (28,76%) 
15 (20,54%) 
19 (26,02%) 
34 (46,57%) 

 

13 (17,80%) 
10 (13,69%) 

6 (8,22%) 
 

15 (20,54%) 
10 (13,69%) 

4 (5,49%) 
44 (60,28%) 

 

21 (65,61%) 
1 (3,13%) 

6 (18,75%) 
3 (9,38%) 
1 (3,13%) 

46.9 ± 19.65 
28/39 

 

26 (38,80%) 
38 (56,72%) 
30 (44,77%) 
13 (19,40%) 
7 (10,44%) 
10 (14,92%) 
10 (14,92%) 
26 (38,80%) 
24 (35,82%) 

 

11 (16,41%) 
5 (7,46%) 
6 (8,95%) 

 

14 (20,89%) 
21 (31,34%) 
3 (4,49%) 

29 (43,28%) 

* HAS: Hipertensão Arterial Sistêmica; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2; D1: Primeira dose da vacina; D2: 
Duas doses da vacina; DU: Dose única.  
† Paciente com necessidade de suporte respiratório foi aquele considerado com SpO2 < 94%, parâmetro 
considerado pelo National Institutes of Health (NIH) para COVID-19 severa. 
 

Fonte: Autora (2023). 

 

 Para a variante ômicron, a média de idade no grupo de infectados foi de 41 anos, a 

maioria da população também foi constituída de mulheres e as demais características clínicas 

podem ser encontradas na tabela 4 (Anexo C). 
 

5.2 EXPRESSÃO DOS GENES APOPTÓTICOS CASPASE 3, BID, PAWR E APAF1 

 Cnforme mostra a figura 7A, pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 apresentaram 

maior expressão relativa do gene CASPASE 3 (0,0107 [0,0008 – 0,0321]) quando comparado 

aos pacientes não infectados pelo vírus (0,0005 [5,569e-005 – 0,0288], p= 0,0269). 

Adicionalmente, pacientes infectados pelo vírus também superexpressaram BID (0,0196 
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[0,0025 – 0,1265]) quando comparado aos não infectados (0,0057 [0,0002 – 0,0466], p= 0,0104, 

7B). Apesar de não haver diferença estatística entre os grupos para os genes PAWR (7C) e 

APAF1 (7D), ambos os genes tendem a uma maior mediana no grupo de infectados versus não 

infectados. 
  

Figura 7- Níveis da expressão do gene CASPASE 3 (A), BID (B), PAWR (C) e APAF1 (D) entre pacientes 
infectados pelo SARS-CoV-2 e não infectados pelo vírus. * p< 0.05; ns: não significativo. 

 
Fonte: Autora (2024). 
 

5.3 EXPRESSÃO DOS GENES AUTOFÁGICOS MAP1LC3, ULK1, SQSTM1 E ATG5 

 Paralelamente, em relação aos genes autofágicos, a figura 8A evidencia que pacientes 

infectados pelo SARS-CoV-2 apresentaram maior expressão do gene MAP1LC3 (0,0036 

[0,0006 – 0,0083]) quando comparados aos pacientes não infectados pelo vírus (0,0005 [1,584e-

005 – 0,0054], p= 0,0018). Em contrapartida, para os genes ULK1 (8B), SQSTM1 (8C) e ATG5 

(8D), não houve associação significativa entre os grupos, apesar de também apresentarem maior 

expressão quando comparado ao grupos dos não infectados. 
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Figura 8- Níveis da expressão do gene MAP1LC3 (A), ULK1 (B), SQSTM1 (C) e ATG5 (D) entre pacientes 
infectados pelo SARS-CoV-2 e não infectados pelo vírus. ** p< 0.01; ns: não significativo. 

 
Fonte: Autora (2024). 

 
Desta forma, vale destacar que embora apenas CASPASE 3, BID e MAP1LC3 

apresentaram diferença significativa entre os grupos, todos os genes -apoptóticos e autofágicos- 

do estudo, apresentaram maior mediana nos pacientes infectados quando comparado aos não 

infectados pelo vírus (Figura 9). 
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Figura 9- Fold change de log10 da expressão dos genes apoptóticos PAR4, APAF1, BID e CASPASE3 e dos 
genes autofágicos SQSTM1, ULK1, MAP1LC3 e ATG5 entre pacientes infectados (+) e não infectados (-) pelo 
SARS-CoV-2. * p< 0.05; ** p< 0.01; ns: não significativo. 

 
Fonte: Autora (2024). 

 
5.4 RELAÇÃO ENTRE A EXPRESSÃO GÊNICA DE CASPASE 3, BID, MAP1LC3 E AS 

VARIÁVEIS CLÍNICAS 

 Apenas os genes apoptóticos (CASPASE 3 e BID) e autofágico (MAP1LC3) que 

apresentaram significância estatística entre os grupos de pacientes infectados e não infectados, 

seguiram análise em relação aos parâmetros clínicos. 

No que se refere ao sexo, a figura 10A abaixo demonstra que os pacientes do sexo 

masculino infectados pelo SARS-CoV-2, apresentaram uma maior expressão do gene 

CASPASE 3 (0,0246 [0,0029 – 0,1303]) quando comparado aos pacientes não infectados do 

mesmo sexo (0,0004 [0,0001 – 0,0083], p= 0,0032). Não houve diferença significativa entre os 

grupos de pacientes infectados versus não infectados do sexo feminino.  

Para os genes BID (10B) e MAP1LC3 (10C), nenhum dos sexos apresentaram 

significância estatística em relação aos grupos de pacientes infectados versus não infectados 

pelo SARS-CoV-2, apesar dos homens também apresentarem um padrão de expressão gênica 

maior.  
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Figura 10- Relação entre os níveis da expressão do gene CASPASE 3 (A), BID (B) e MAP1LC3 (C) entre os 
sexos masculino e feminino de pacientes infectados versus não infectados pelo SARS-CoV-2. ** p< 0.01; ns: não 
significativo. 

 
Fonte: Autora (2024). 

 

 Em relação as variáveis clínicas, conforme observado na tabela 3 verificou-se 

associação significativa de CASPASE 3 com os sintomas febre (p= 0,0013), cefaleia (p= 

0,0368), astenia (p= 0,0119), dor de garganta (p= 0,05), coriza (p= 0,0241), dispneia (p= 

0,0043) e com a comorbidade hipertensão (p= 0,0466). Para as referidas variáveis, pacientes 

infectados pelo SARS-CoV-2 apresentaram uma maior expressão do gene. 

 Da mesma forma, uma superexpressão do gene BID em pacientes infectados pelo vírus 

também apresentou associação significativa com os sintomas febre (p= 0,0002), cefaleia (p= 

0,0441), dispneia (p= 0,0204) e com a comorbidade hipertensão (p= 0,0240). 

 Em relação ao gene MAP1LC3, não houve associação significativa com nenhum dos 

sintomas e comorbidades. 

 



49 

 

Tabela 3- Associação entre a expressão gênica de CASPASE 3, BID e MAP1LC3 e as variáveis clínicas em pacientes infectados (I) e não infectados (NI) pelo SARS-CoV-2. 
 

* S. Respiratório: Suporte Respiratório; HAS: Hipertensão Arterial Sistêmica; DM: Diabetes Mellitus; I: infectado; NI: não infectado. 
† Os valores estão representados pela mediana com (25th – 75th percentil). 
‡ *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001. 
 
Fonte: Autora (2023). 

Variável clínica          Paciente CASPASE 3 Valor p BID Valor p MAP1LC3 Valor p 
Febre I (0,0165[0,0047-0,0819]) p= 0,0013** (0,0465[0,0141-0,1266]) p= 0,0002*** (0,0054[0,0025-0,0130)]  

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)] p= 0,9340 
Tosse I (0,0111[0,0032-0,0341]) p= 0,0679 (0,0290[0,0049-0,0599]) p= 0,0530 (0,0048[0,0009-0,0088])  

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)] p= 0,4324 
Cefaleia I (0,0172[0,0011-0,0603]) p= 0,0368* (0,0267[0,0061-0,0732]) p= 0,0441* (0,0031[0,0013-0,0067])  

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)] p= 0,4084 
Astenia I (0,0270[0,0022-0,3018]) p= 0,0119* (0,0142[0,0045-0,0560]) p= 0,2784 (0,0030[0,0007-0,0677])  

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)] p= 0,6164 
Anosmia/Ageusia I (0,0043[0,0004-0,1175]) p= 0,1692 (0,0220[0,0045-0,0560]) p= 0,1322 (0,0024[4,155e-005-0,0068])  

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)] p= 0,1780 
S. Respiratório I (0,0133[0,0002-0,0746]) p= 0,0589 (0,0173[0,0009-0,1445]) p= 0,0829 (0,0039[0,0001-0,0143])  

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)] p= 0,2763 
Dor de garganta I (0,0165[0,0044-0,0338]) p= 0,05* (0,0326[0,0062-0,0638]) p= 0,0571 (0,0049[0,0015-0,0067])  

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)] p= 0,7489 
Coriza I (0,0154[0,0038-0,0338] p= 0,0241* (0,0142[0,0077-0,0326]) p= 0,2816 (0,0039[0,0021-0,0062])  

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)] p= 0,6046 
Dispneia I (0,0158[0,0029-0,1135]) p= 0,0043** (0,0342[0,0072-0,1085]) p= 0,0204* (0,0045[0,0006-0,0157])  

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)] p= 0,6315 
Obesidade I (0,0117[0,0005-0,0467]) p= 0,2407 (0,0119[0,0014-0,1573]) p= 0,2598 (0,0021[0,0005-0,0045])  

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)] p= 0,3406 
HAS I (0,0130[0,0081-0,0399]) p= 0,0466* (0,0484[0,0097-0,1429]) p= 0,0240* (0,0070[0,0029-0,0218]) p= 0,7353 

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)]  
DM I (0,0106[0,0030-0,0916]) p= 0,1712 (0,0222[0,0075-0,1397]) p= 0,1258 (0,0162[0,0035-0,0857]) p= 0,2387 

 NI (0,0005[5,569e-005-0,0288])  (0,0057[0,0002-0,0466])  (0,0057[0,0002-0,0466)]  
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5.5 RELAÇÃO ENTRE A EXPRESSÃO GÊNICA DE CASPASE 3, BID, MAP1LC3 E A 

CARGA VIRAL 

 As amostras detectáveis para SARS-CoV-2, de acordo com o estudo de Waudby-West 

et al. (2021), como citado anteriormente, foram classificadas em relação a carga viral em 3 

grupos distintos: alta carga viral, carga viral intermediária e baixa carga viral. Conforme mostra 

a figura 11 abaixo, pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 com alta carga viral, apresentaram 

uma maior expressão do gene CASPASE 3 quando comparado aos pacientes com uma carga 

viral intermadiária (11A). Não houve diferença em relação à baixa carga viral. 

 Paralelamente, os genes BID (11B) e MAP1LC3 (11C) também não apresentaram 

variação de expressão quando comparado aos diferentes valores do Cq/níveis da carga viral. 
 
Figura 11- Relação entre os ciclos de quantificação da expressão dos genes CASPASE 3 (A), BID (B), MAP1LC3 
(C) e os níveis da carga viral. 

 
Fonte: Autora (2024). 
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5.6 ATIVIDADE DA CASPASE 3/7 NOS LINFÓCITOS T E B DURANTE A INFECÇÃO 

POR SARS-CoV-2 

 A atividade da caspase 3/7 foi avaliada em linfócitos T CD4+ e linfócitos B (CD19+) a 

partir do isolamento de PBMCs de pacientes infectados e não infectados pelo SARS-CoV-2. 

 Como demonstrado na figura 12A, foi utilizado a doxorrubicina na concentração de 2,4 

µM, por um período de 48h, como controle positivo do ensaio. A IMF da coloração de caspase 

3/7 ativa aumentou tanto na população de células TCD4+ (1354[1209-2497]), p= 0,0079) quanto 

na população de células B (9163[5294-12545], p= 0,0079) após infecção por SARS-CoV-2, em 

comparação com as células TCD4+ (187[111,1-230,5]) e B (1786[1551-1922]) dos pacientes 

não infectados (12B). 

 
Figura 12- Intensidade Média de Fluorescência (IMF) da atividade de caspase 3/7 em relação as células TCD4+ 
e linfócitos B de pacientes infectados versus não infectados pelo SARS-CoV-2. 

 
Fonte: Autora (2024). 

 

5.7 EXPRESSÃO GÊNICA DE CASPASE 3 DA VARIANTE P.1 versus ÔMICRON 

 Conforme mostra a figura 13A abaixo, pacientes infectados pela variante ômicron do 

SARS-CoV-2, também apresentaram maior expressão do gene CASPASE 3 (0,9860 [0,5030 – 

1,641]) quando comparado aos pacientes não infectados (0,03808 [0,0043 – 2,221], p= 0,0257). 

A comparação entre as variantes p1 x ômicron, entre pacientes infectados versus não infectados, 

pôde confirmar que ambas as variantes apresentaram superexpresão do gene mais 

diferencialmente expresso CASPASE 3 no grupo dos infectados (13B). Ao comparar apenas os 

grupos de infectados pelo SARS-CoV-2, a variante ômicron apresentou maior expressão do 

gene CASPASE 3 quando comparado a variante p1 (p< 0,0001). 
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Figura 13- A: Níveis da expressão do gene CASPASE 3 entre pacientes infectados com a variante ômicron e não 
infectados pelo SARS-CoV-2. **** p< 0.0001; * p< 0.05. B: Representação esquemática do log10 CASPASE 3 
entre as variantes p1 versus ômicron. 
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6 DISCUSSÃO 

A pandemia da COVID-19 resultou em mais de 7 milhões de mortes em todo o mundo 

e novas variantes continuam a surgir de tempos em tempos. O processo de infecção se manifesta 

de maneira diferente entre populações, sexo, raça, faixas etárias, etnia e presença de 

comorbidades associadas (Biswas et al., 2020).  

Diante disso, os resultados do nosso estudo mostraram que pacientes infectados pelo 

SARS-CoV-2 apresentaram maior expressão dos genes CASPASE 3, BID e MAP1LC3, sendo 

CASPASE 3 correlacionados aos sintomas clínicos. Além disso, houve uma maior proporção 

de mulheres infectadas pelo vírus, apesar dos homens terem apresentado maior expressão da 

proteína de morte caspase 3. Somado à isto, indivíduos infectados com uma maior carga viral, 

apresentaram também aumento de CASPASE 3. As comorbidades mais prevalentes foram 

HAS, DM e obesidade. A linfopenia foi confirmada pelo aumento da atividade de CASPASE 

3 frente aos linfócitos. E como resultado inédito, indivíduos infectados pelo variante ômicron 

do SARS-CoV-2, apresentaram maior expressão de CASPASE 3 quando comparado à variante 

P.1.  

 Como foco principal da nossa pesquisa, é reconhecido que a morte celular e a 

autofagia são cruciais para manter a homeostase do hospedeiro e participar da patogênese da 

doença. No entanto, o conhecimento das interações e mecanismos relacionados do SARS-CoV-

2 entre a morte celular e autofagia requer uma explicação. Nossos resultados revelaram que 

pacientes com COVID-19 apresentaram uma maior expressão do gene autofágico MAP1LC3 e 

dos genes apoptóticos CASPASE 3 e BID, e que algumas variáveis clínicas, uma maior carga 

viral e a linfopenia foram observados e associados ao aumento da proteína de morte caspase 3. 

 Corroborando com os achados deste trabalho, diversos estudos mostraram uma maior 

expressão de CASPASE 3 em indivíduos infectados pelo SARS-CoV-2 quando comparado a 

controles saudáveis (Maleki et al., 2021; Magro et al., 2021; Krishnamachary et al., 2020; Ren 

et al., 2020). Além disso, Li et al. (2022) também demonstraram que os genes apoptóticos 

CASP3 e BID aumentaram significativamente em células dendríticas plasmocitóides de 

pacientes com COVID-19. Bem como, PBMCs de pacientes com COVID-19 mostraram uma 

regulação positiva da apoptose (Xiong et al., 2020). Simultaneamente, evidências encontradas 

no trabalho de Prentice et al. (2004), identificaram a co-localização da proteína NSP8 da 

replicase do SARS-CoV com o marcador de autofagia MAP1LC3, sugerindo que o SARS-CoV 

pode interagir com a maquinaria autofágica. 
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 Desta forma, é hipotético dizer que a autofagia tem uma dupla face durante a infecção 

por SARS-CoV-2. De um lado, ela exerce sua atividade antiviral pela indução do virófago e 

regulação da resposta imune; por outro, a autofagia é manipulada pelo SARS-CoV-2 para 

favorecer sua replicação e transmissão, escape de imunovigilância e resposta pró-inflamatória. 

Além disso, os autofagossomos acumulativos induziriam a apoptose celular, resultando em 

dano celular e lesão tecidual (Li et al., 2022). Isto pode explicar porque MAP1LC3 é 

superexpresso em pacientes com COVID-19 mas não tem associação com nenhuma variável 

clínica. Apoiando a nossa hipótese, enquanto a apoptose serve para eliminar as células 

infectadas para limitar a propagação do vírus, a resposta apoptótica exacerbada pode prejudicar 

a integridade epitelial, levando à ruptura da barreira e resultados clínicos desfavoráveis (Chu et 

al., 2021). Ou seja, a partir do que a literatura traz de evidência e os resultados encontrados 

neste trabalho, sugerimos que a autofagia induz apoptose, e que a apoptose exarcebada causada 

pela infecção do SARS-CoV-2 leva aos desfechos clínicos (como febre, cefaleia, astenia, 

dispneia) dos pacientes. 

 Os pacientes do nosso estudo tinham uma média de idade de 47 ± 19 anos e eram na 

maioria mulheres (55%). Parece que todas as faixas etárias da população são susceptíveis à 

infecção por SARS-CoV-2, mas nosso resultado se aproxima dos dados encontrados em 

diversos estudos onde a média de idade foi de 49 (Huang et al., 2020) e 50 anos (Wu et al., 

2020; Chen et al., 2020; Wang et al., 2020; Guan et al., 2020). No entanto, outros estudos não 

obtiveram resultados semelhantes, apresentando pacientes >50 anos confirmados de COVID-

19 (Yang et al., 2020; Zhang Jin-jin et al., 2020). Da mesma forma, um estudo multicêntrico 

realizado por Quian et al. (2020), demonstraram que a COVID-19 era maior em mulheres do 

que homens, corroborando com os nossos achados, ao passo que outros estudos mostraram o 

inverso (Chen et al., 2020; Wang et al., 2020). 

 Somado à isto, foi identificado que durante o nosso período de coleta, a variante P.1 

foi a mais prevalente do grupo, junto a uma baixa adesão às vacinas. Estudos recentes 

mostraram que a linhagem P.1, considerada uma VOC, apresenta uma afinidade maior ao 

receptor ACE2, sendo associada a uma maior taxa de casos graves e óbitos de COVID-19, 

principalmente na população não vacinada (Chen et al., 2021; Liu et al., 2021; Wang et al., 

2021). Além disso, de acordo com o estudo de Freitas et al. (2021), eles verificaram que no 

período em que predominou a linhagem P.1, houve uma maior proporção de mulheres 

infectadas, apesar do risco de morte ser maior entre homens com faixa etária de 40-59 anos; 

coerente com os achados da nossa pesquisa. 
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 Embora em nosso estudo a proporção de mulheres infectadas tenha sido maior, 

observamos que homens infectados pelo vírus apresentaram uma maior expressão gênica da 

proteína de morte caspase 3. Corroborando com os nossos achados, Biswas et al. (2020), 

indicaram em seu estudo que pacientes do sexo masculino com COVID-19 foram associados a 

um risco significativamente aumentado de mortalidade em comparação com pacientes do sexo 

feminino. 

 Conforme revisado em outro estudo, foi afirmado que pacientes do sexo masculino 

podem ter maior expressão da ACE2, que pode ser regulada por hormônios sexuais masculinos, 

tornando-os mais propensos à infecção por SARS-CoV-2 (La Vignera et al., 2020). Além disso, 

pode ser em parte porque a expressão de ACE2 codificada pelo gene ACE2 está no cromossomo 

X, permitindo assim que as mulheres sejam potencialmente heterozigotas, enquanto os homens 

que são definitivamente homozigotos permitem que sejam potencialmente expressores elevados 

de ACE2 (Gemmati et al., 2020). Além disso, embora alguns estudos relatem que um dos 

cromossomos X das mulheres sejam inativados, algumas porções cromossômicas ficam de fora 

desta inativação. Esta diferença também elenca o alargamento da resposta imunológica da 

mulher, visto que vários genes presentes no cromossomo X codificam uma associação forte 

com a resposta imunológica (Carvalho et al., 2021). Sendo assim, as mulheres podem 

neutralizar a progressão da infecção por SARS-CoV-2 e resultados clínicos graves devido ao 

transporte de alelos heterozigotos ligados ao cromossomo X. 

 Em relação aos sintomas, os de apresentação mais frequentes neste estudo foram tosse 

(57%), seguido de dispneia (47%), febre (45%) e cefaleia (41%). Uma vez que na doença os 

sintomas estão associados, é o que se observa porém numa proporção muito menor, quando em 

comparação com a meta-análise de 4.203 pacientes com COVID-19 na China, onde febre, tosse 

e dispneia (80,5%, 58,3% e 23,8%, respectivamente) foram observadas como as apresentações 

clínicas mais frequentes (Zhang et al., 2020).  

 Yang et al. (2020) também relataram que febre (98%), tosse (77,0%) e dispneia 

(63,5%) foram os sintomas mais comuns em pacientes com COVID-19. Em contrapartida, 

sintomas menos comuns incluem produção de escarro, hemoptise, diarreia, dor de garganta, 

calafrios, náuseas e vômitos em estudos de pacientes na China (Huang et al., 2020; Wang et 

al., 2020; Guan et al., 2020). Essa grande discrepância na frequência dos sintomas clínicos, 

pode ser devido as diferentes localizações geográficas, as populações do estudo, raça, etnia, 

crenças e outros fatores do hospedeiro (Biswas et al., 2020). 

 Outro achado relevante do nosso estudo mostou que 40% dos pacientes com COVID-

19 tinham alguma comorbidade associada, sendo as mais prevalentes HAS, obesidade e DM2. 
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Esses resultados seguem a mesma linha do estudo de Buffon et al. (2022), onde na sua 

população de estudo verificaram que 86% dos pacientes possuíam alguma comorbidade, sendo 

HAS, obesidade e DM2 também as principais. Além deles, de acordo com Geteneh et al. (2021), 

HAS e DM também foram as comorbidades médicas predominantes observadas em seu estudo. 

 Um mecanismo plausível pelo qual a obesidade pode influenciar o desenvolvimento 

da forma grave da COVID-19 é a inflamação imune inata sistêmica de baixo grau (adiposite), 

que pode predispor o órgão infectado à lesão imune inata quando a replicação viral não é 

controlada na fase inicial da doença (Russell et al., 2023). Paralelamente, em pacientes 

diabéticos a função imunológica natural é reduzida consideravelmente, o que pode limitar o 

corpo a produzir o respectivo anticorpo contra qualquer infecção. Como a imunidade natural é 

diminuída em condições comórbidas e como os pacientes normalmente fazem uso da 

polifarmácia, as perceptíveis reações adversas a medicamentos (RAMs) juntamente com a 

regulação negativa da função imunológica podem ocorrer nesses pacientes e aumentar o risco 

de mortalidade (Berbudi et al., 2020; Biswas et al., 2020). 

 Sabe-se também que após a transmissão do SARS-CoV-2 para o corpo humano, o 

receptor ACE2 acelera a ligação desse vírus às suas células-alvo. ACE2 é fortemente expressa 

em células epiteliais do pulmão, intestino, rim e vasos sanguíneos, que é predominantemente 

regulada positivamente em pacientes com diabetes ou hipertensão tratados com inibidores da 

ECA (IECAs) e bloqueadores dos receptores tipo I da angiotensina II (BRAs) (Li et al., 2017; 

Fang et al., 2020). Essa regulação positiva de ACE2 em pacientes com diabetes e hipertensão 

tratando com IECA ou BRA, pode agravar a infecção por SARS-CoV-2. É, portanto, 

hipotetizado por alguns autores que pacientes diabéticos e hipertensos podem eventualmente 

aumentar o risco de desenvolver COVID-19 (Li et al., 2017; Fang et al., 2020; Wan et al., 

2020), o que está de acordo com os resultados do nosso estudo.  

 Além disso, a taxa de apoptose depende da replicação viral (Li et al., 2020). 

Consistente com nossos resultados, de acordo com Naveca et al. (2021), as infecções por SARS-

CoV-2 P.1 estão associadas a cargas virais mais altas. Eles revelaram que indivíduos infectados 

por P.1 apresentaram um menor valor de Cq (19,8) em comparação com indivíduos não 

infectados por esta variante (Cq = 23,0), indicando que a carga viral era ~ dez vezes maior em 

infecções por P.1 do que em não-P.1 (Naveca et al., 2021). Isto pode explicar porque em nosso 

estudo, pacientes com uma maior carga viral apresentaram uma maior expressão da proteína 

pró-apoptótica caspase 3. 

 Em contrapartida, a variante ômicron tem uma taxa de infecção muito mais rápida do 

que as outras variantes (Jung et al., 2022). As numerosas mutações no genoma viral da ômicron 
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e suas sublinhagens atribuem a ela uma quantidade maior de aptidão viral, devido à alteração 

da transmissão e da fisiopatologia do vírus. Com uma rápida mudança na estrutura viral, a 

ômicron e suas subvariantes, possuem a capacidade de escapar da eficiência de neutralização 

induzida por vacinação ou infecções anteriores (Chatterjee et al., 2023). Um incidente relatado 

na Noruega detalha um cenário alarmante sobre a transmissão da variante ômicron. De 117 

indivíduos que foram a uma festa, 76% deles eram vítimas da ômicron. De todos eles, 96% das 

pessoas que compareceram à festa foram vacinadas (Brandal et al., 2021). Este fato alarmante 

destaca as altas taxas de transmissão desta variante, mesmo em indivíduos totalmente 

vacinados, corroborando com os achados deste estudo. 

 Desta forma, à medida que a pandemia progrediu, o SARS-CoV-2 evoluiu da variante 

P.1 para a variante ômicron [até a realização do presente estudo], caracterizada pela diminuição 

da infectividade pulmonar, doença menos grave, mas maior taxa de transmissibilidade e 

capacidade de evasão da resposta imunológica (Xiao et al., 2023). Além disso, o estudo de Hou 

et al. (2022) revelou que, embora a infecção de todas as variantes avaliadas do SARS-CoV-2 

tenha induzido apoptose em organoides do prosencéfalo e do mesencéfalo, a sublinhagem BA.2 

da ômicron desencadeou uma magnitude substancialmente maior de apoptose em comparação 

com a de outras variantes do SARS-CoV-2; corroborando com os nossos achados. 

 Vale destacar que nosso estudo apresentou algumas limitações. Primeiro, os pacientes 

foram obtidos em diferentes momentos durante a evolução da COVID-19, embora a maioria 

tenham sido da época da variante circulante P.1. Além disso, tivemos uma quantidade limitada 

de amostras ômicron disponíveis, junto a falta de informações mais detalhadas sobre às mesmas 

(ex.:o valor de Cq para comparação da carga viral em relação à variante P.1). Em segundo lugar, 

a dificuldade de acesso venoso fez com que a quantidade de sangue coletado não fosse 

suficiente para aumentar a abrangência de genes apoptóticos e autofágicos do estudo.  

 Para concluir nossos achados, identificamos que células TCD4+ e células B de 

pacientes com COVID-19 apresentraram uma maior atividade de caspase 3/7. Tanto a 

linfocitose quanto a linfopenia foram associadas à síndrome respiratória aguda grave do SARS-

CoV-2. Porém, enquanto a linfocitose indica uma resposta antiviral ativa, a linfopenia é um 

sinal de mau prognóstico (Shouman et al., 2024).  

 No estudo de Pontelli et al. (2022), o SARS-CoV-2 foi detectado em PBMCs de 

pacientes com COVID-19, mais proeminentemente em linfócitos B. Além disso, uma intensa 

diminuição de células T no sangue periférico foi observada em até 85% dos pacientes graves 

com COVID-19 (Chen et al., 2020; Huang et al., 2020). Células T de pacientes com COVID-

19 apresentam vários marcadores de exaustão, e a análise do transcriptoma de suas PBMCs 
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indicou regulação positiva de genes envolvidos na apoptose e nas vias de sinalização p53 (Diao 

et al., 2020; Xiong et al., 2020; Zheng et al., 2020). Outro estudo de Cizmecioglu et al. (2021), 

relataram que a ativação de caspases relacionadas à apoptose também foi observada em células 

T de pacientes infectados. Esses dados sugerem que a infecção por SARS-CoV-2 pode induzir 

a morte celular por apoptose em PBMCs.  

 O mecanismo fundamental de como a linfopenia estaria associada ao SARS-CoV-2 

seria a tempestade de citocinas inflamatórias provocada pela infecção viral, que altera o 

metabolismo da célula hospedeira para um estado mais ácido. Essa "acidemia hiperlática" junto 

com a tempestade de citocinas suprime a proliferação de células T e desencadeia apoptose 

intrínseca/extrínseca (André et al., 2022). Consistente com nossos resultados, eles também 

identificaram que a exposição de PBMCs humanos ao SARS-CoV-2 induziu rapidamente a 

apoptose em populações de células T CD4+ e CD8+, detectada pela ativação da caspase 3/7 

(Pontelli et al.,2022). 

 Por fim, o aumento da expressão de CASPASE 3 na COVID-19 está intimamente 

relacionada às características clínicas da doença. Desta forma, ela pode ser vista como um 

potencial alvo terapêutico em estratégias de tratamento da COVID-19. Manipular essa via 

poderia, teoricamente, ajudar a mitigar o dano celular excessivo sem comprometer a resposta 

imunológica necessária para combater o vírus, podendo ter um mérito relevante não apenas para 

o gerenciamento da COVID-19, mas também para futuras pandemias; sendo necessários mais 

estudos para entender completamente as consequências de modular a CASPASE 3 no contexto 

da infecção viral. 
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7 CONCLUSÃO 

• Pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 apresentaram superexpressão dos genes 

apoptóticos CASPASE 3 e BID; e do gene autofágico MAP1LC3; 

• Ambas as vias de morte celular estão envolvidas na replicação viral, sendo que a 

autofagia induz apoptose, e a apoptose exacerbada se correlaciona com os desfechos 

clínicos estudados (febre, cefaleia, astenia, coriza e dispneia) dos pacientes; 

• A linfopenia foi confirmada nos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, através do 

aumento da atividade de CASPASE 3; 

• A análise comparativa na sequência temporal entre as variantes P.1 x ômicron, pôde 

confirmar que ambas as variantes apresentaram superexpresão do gene mais 

diferencialmente expresso CASPASE 3, sendo a variante ômicron mais 

diferencialmente expressa. 

• Modular CASPASE 3 pode representar um possível alvo terapêutico promissor no 

combate à COVID-19. Estudos futuros são necessários para validar sua eficácia e 

segurança, assim como para melhor compreender melhor seus mecanismos de ação e 

possíveis aplicações clínicas. 

• Perspectivas para experimentos futuros: Análises funcionais (investigar o efeito da 

inibição da CASPASE 3 na resposta imune in vitro e posteriormente in vivo); Estudos 

longitudinais (avaliar pacientes ao longo do tempo para entender se a superexpressão de 

genes apoptóticos persiste ou não. COVID 19 longa?); Associação com resposta 

imunológica (correlacionar apoptose/autofagia com a produção de citocinas e perfil 

imunológico dos pacientes). 
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ANEXO A – PARECER FINAL DO COMITÊ DE ÉTICA 

 
 
 



72 

 

 
 



73 

 

 
 



74 

 

 
 
 
 
 



75 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



76 

 

ANEXO B – CONTROLE INTERNO FMO DA CITOMETRIA DE FLUXO 
 
 

Figura 14- Controles internos de aquisição FMO. Imunomarcação com todos os anticorpos do painel menos o 
CD3 (A); menos o CD4 (B); menos o CD19 (C); menos caspase 3/7 (E); menos o sytox (F). D: Controle negativo 
de caspase 3/7.  
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ANEXO C – CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DO GRUPO DE PACIENTES 
INFECTADOS PELA VARIANTE ÔMICRON DA COVID-19 

 
 

Tabela 4- Características clínicas dos pacientes sintomáticos infectados e não infectados pela variante ômicron do 
vírus SARS-CoV-2. 

Características  Infectados SARS-CoV-2 
(n=23) 

Idade (anos)  
Sexo (masculino/feminino) 
 
Sintomas 
   Febre 
   Tosse 
   Cefaleia 
   Astenia 
   Anosmia/Ageusia    
   Dor de garganta 
   Coriza 
   Dispneia 
 
Comorbidades 
   Obesidade 
   HAS 
   DM2 
  DCV 
 
Vacinação 
   D3 
   D4 
   DU 
Sem vacina 
 
Variante 
   Ômicron   

41.304 ± 14.784 
6/17 

 

12 (52,17%) 
17 (73,91%) 
18 (78,26%) 
11 (47,83%) 
6 (26,09%) 

16 (69,57%) 
15 (65,22%) 
3 (13,04%) 

 

- 
4 (17,39%) 

          1 (4,35%) 
          2 (8,70%) 

 
8 (34,78%) 

12 (52,17%) 
2 (8,69%) 
1 (4,35%) 

 
 

23 (100%) 
* HAS: Hipertensão Arterial Sistêmica; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2; DCV: Doença Cardiovascular; D3: 
Terceira dose da vacina; D4: Quatro doses da vacina; DU: Dose única.  

 
Fonte: Autora (2024). 
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