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RESUMO

A COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, teve seu inicio no final do ano de
2019 e segue sendo um grande desafio para saude publica global, afetando mais de
414 milhdes de pessoas e acarretando a morte de mais de 5 milhdes de pessoas ao
redor do mundo. A infecgdo pelo coronavirus provoca uma importante resposta
inflamatoria que influencia na progressdo da doenga, dentro deste perfil,
encontramos o TNF, que consiste na citocina pro-inflamatéria mais polivalente do
sistema imune, essencial para a defesa do hospedeiro contra infeccbes e para a
regulacdo da sobrevivéncia celular. Os receptores soluveis de TNF (sTNFR1 e
sTNFR2) sao considerados possiveis antagdnicos naturais do TNF e encontram-se
elevados em muitas condigbes inflamatodrias e cronicas, mas ha relatos também do
papel agonista desses receptores na estabilidade e disponibilidade do TNF. O
objetivo do presente estudo foi verificar os niveis séricos dos receptores soluveis de
TNF (sTNFR1 e sTNFR2) em pacientes com COVID-19. Neste estudo, foram
incluidos 131 pacientes com diagnostico confirmado para o SARS-CoV-2, sendo
separados em trés grupos: pacientes em enfermaria sem necessidade de suporte de
02, grupo A (14); pacientes em enfermaria com necessidade de suporte de 02,
grupo B (85), e pacientes em unidade de terapia intensiva (UTI), grupo C (32), os
receptores foram dosados por Citometric Beads Array (CBA). Os resultados
demonstraram que os STNFR1 e sTNFR2, se elevam de forma diretamente
proporcional a gravidade da doenga, podendo ser um possivel grupo de
biomarcadores de progressao da doenga. Ao avaliar os niveis dos receptores com o
grau de acometimento pulmonar, encontramos que nos pacientes apresentando
menor grau de acometimento, ha maiores niveis de sTNFR1, sugerindo que os
processos inflamatorios referentes ao TNF ndo estejam necessariamente
associados ao local primario de infecgdo, os pulmdes, e sim a uma inflamagao
sistémica, que pode afetar 6rgdos distais. Ao analisar o grupo de pacientes que
foram a 6bito em comparagdo com os recuperados, houve associagao de aumento
de ambos receptores no grupo de pacientes que foram a o6bito. E também,
identificamos uma correlagdo positiva, na avaliacdo dos receptores com os
diferentes estagios clinicos da COVID-19 nos grupos B e C, indicando que o
aumento de ambos os receptores, sTNFR1e sTNFR2, s&o diretamente

proporcionais. Esses achados sugerem a que os sTNFR1e sTNFR2 estdo



aumentados em condi¢cdes graves da COVID-19 e eles podem ser utilizados como
biomarcadores de gravidade e mortalidade da doenca.

Palavras-chave: COVID-19; Receptores; sTNFR1; sTNFR2; TNF; Biomarcador.



ABSTRACT

COVID-19, caused by SARS-CoV-2, started at the end of 2019 and remains a
major challenge for global public health, affecting more than 396 million people and
causing a mortality of more than 5 million people around the world. The coronavirus
infection has an important inflammatory response that influences the progression of
the disease, within this profile, we find TNF, which consists of a more polyvalent pro-
inflammatory cytokine of the immune system, essential for the defense of the host
against infections and for the regulation of cell survival. Soluble TNF receptors
(sTNFR1 and sTNFR2) are considered possible natural antagonists of TNF and are
elevated in many inflammatory and chronic conditions, but there are also reports of
the agonist role of these receptors in the stability and availability of TNF. The aim of
the present study was to verify the serum levels of soluble TNF receptors (STNFR1
and sTNFR2) in patients with COVID-19. In this study, 131 patients with a confirmed
diagnosis of SARS-CoV-2 were included, divided into three groups patients in the
ward requiring O2 support, group B (85), and patients in the intensive care unit (ICU),
group C (32), the receptors were dosed by citometric beads array (CBA). The results
showed that sTNFR1 and sTNFR2, increase directly proportionally to the severity of
the disease, which may be a possible group of biomarkers of disease progression.
When evaluating the levels of receptors with the degree of pulmonary involvement,
we found that in patients with a lower degree of involvement, higher levels of
sTNFR1, suggesting that inflammatory processes related to TNF are not necessarily
associated with the primary site of infection, the lungs, and yes to systemic
inflammation, which can affect distal organs. When analyzing the group of patients
who died compared to those who recovered, there was an association of an increase
in both recipients in the group of patients who died. Finally, we identified a positive
correlation in the evaluation of receptors with the different clinical stages of COVID-
19 in groups B and C, indicating that the increase in both receptors, STNFR1 and
STNFRZ2, are directly proportional. These findings suggest that STNFR1 and sTNFR2
are increased in severe COVID-19 conditions and they can be used as biomarkers of

disease severity and mortality.

Keywords: COVID-19; receptor; sTNFR1; sSTNFR2; TNF; biomarker.
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1 INTRODUGAO

A pandemia da COVID-19, ocasionada pelo virus SARS-CoV-2, € uma
ameaca a saude publica global, até o momento ndo ha farmacos capazes de conter
a agao do virus. Diversos estudos buscam elucidar os aspectos imunoldgicos da
doencga, uma vez que a gravidade pode estar associada a uma resposta exacerbada
e descontrolada do proprio sistema imune (FELSENSTEIN et al., 2020; LUCAS et
al., 2020; MATHEW et al.,, 2020). Portanto, buscar entender os mecanismos
envolvidos na imunopatogénese desta doenga segue sendo um dos objetivos da
ciéncia.

Recentes investigagbes tém associado o evento da “tempestade de citocinas”
a gravidade da doenga, ja que ha um aumento dos niveis de diversas citocinas,
especialmente as citocinas pro- inflamatorias, como o TNF (fator de necrose tumoral)
(MANGALMURTI; HUNTER, 2020; PEDERSEN; HO, 2020; KIM et al., 2021). O TNF
€ uma das citocinas mais pleiotropicas, sendo de grande importancia na
imunopatologia de diversas doengas, onde sua ativagdo se da quando ligado aos
seus receptores (TNFR1/2). A ativagcdo do TNFR1 é relacionada principalmente a
apoptose celular e a ativacdo do TNFR2 esta relacionada a proliferagdo ou
sobrevida celular (CHU, 2013; SEDGER; MCDERMOTT, 2014). Sabe-se que ha
possivel inibicdo no TNF quando ligado aos receptores soluveis STNFR1 e sTNFR2,
agindo como antagonistas naturais (VAN ZEE et al.,1992).

Com relagdo aos receptores soluveis sTNFR1 e sTNFR2, poucos e
divergentes sao os relatos na literatura de sua relagédo com a COVID-19. Ha estudos
que relatam um aumento dos niveis de sTNFR1 nos pacientes com COVID-19,
principalmente em pacientes graves de UTI, quando comparados a pacientes
controles, e pacientes com COVID-19 estaveis, surgerem que o sTNFR1 pode ser
um possivel biomarcador de gravidade e mortalidade de doenga (MC ELVANEY et
al., 2020; MORTAZ, et al., 2021).

Por outro lado, estudo de Bhatraju et al., (2021), avaliou pacientes com
COVID-19 em UTI, comparando com pacientes de UTIl sem ser por SARS-CoV-2, e
os niveis de sTNFR1 foram menores em pacientes com a COVID-19, e demonstrou
que nao houve associagdo do sTNFR1 com a mortalidade hospitalar. Outro estudo
de Sinha et al., (2020) avaliou pacientes em SRAG por COVID-19 e comparou com
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uma coorte ja existente de pacientes em SRAG sem ser por COVID-19, encontraram
valores menores de sTNFR1 em pacientes COVID-19 em SRAG.

Com relagdo a ambos os receptores soluveis, estudo de Palacios et al.,
(2021) avaliou os niveis dos receptores soluveis nos trés grupos da COVID-19 (leve,
moderado e grave), onde nos pacientes moderados e graves os niveis de sTNFR1
sao maiores e para o nivel de sTNFR2 foi maior em cada status de COVID-19.
Estudo de Ferrando et al., (2022), avaliou os niveis de sTNFR 1 e 2 em associagao
com faléncia de 6rgaos e desfecho em pacientes criticos com COVID-19, e resultou
que ambos os niveis de sTNFR 1 e 2 foram maiores em pacientes com COVID-19.

Até o momento, os estudos apresentam resultados discordantes, além disso,
nenhum dos estudos trabalhou com a populacao do Brasil, onde é importante avaliar
diferentes populagdes e localidades, pois o SARS-CoV-2 ja possui diversas cepas
circulantes com diferentes caracteristicas genéticas.

Desse modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar os niveis séricos
receptores soluveis de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) entre os pacientes nos diferentes
estagios clinicos (pacientes de enfermaria sem suporte de 02, enfermaria com
suporte de O2 e UTI), e bem como relacionar os niveis dos receptores aos dados
laboratoriais, dados de imagens, e aos desfechos clinicos e a possivel utilizagdo
destes, como possiveis marcadores de progndstico clinico da doenga e elucidar o

papel desses receptores soluveis de TNF na imunopatogénese da COVID-19.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas gerais do SARS-CoV-2

A sindrome respiratoria aguda grave causada pelo coronavirus 2 (SARS-CoV-
2), agente etiolégico da doenga por coronavirus 19 (COVID-19), teve inicio em
dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, China, onde foi observado pela primeira
vez em um grupo de pacientes com pneumonia de etiologia desconhecida. Apos o
sequenciamento no fluido do lavado broncoalveolar de pacientes infectados, uma
nova espécie de coronavirus (CoV) foi descrita. Inicialmente, o virus nomeado de
novo coronavirus 2019 (2019- nCoV) e em seguida a Organizagcdo Mundial da
Saude (OMS) anunciou uma formagao padrao para o nome, alterando para doenca
por coronavirus 2019 (COVID-19) (JIN et al., 2020; ROTHAN; BYRAREDDY, 2020;
SUN et al., 2020; WHO, 2022)

Pertencente a ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, da subfamilia
Coronavirinae, da, com base nas relagdes filogenéticas e genéticas, a subfamilia é
dividida em quatro géneros principais: Alphacoronavirus (a-CoVs), Betacoronavirus
(B-CoVs), Gammacoronavirus (y-CoVs), e Deltacoronavirus (6-CoVs), de maneira
geral os dois primeiros géneros sao coronavirus que causam infecgdo em mamiferos
e ja os dois ultimos incluem os que causam infec¢gdo em aves (ICTV, 2020).

Anteriormente ao surgimento do SARS-CoV-2, ja se tinha relatado na
literatura seis tipos de coronavirus humanos (H-CoV) causadores de infecgdes no
trato respiratorio e gastrointestinal, que sdo os dos grupos dos a-CoVs, HCoV-NL63
e 0 HCoV-229E, e dos B-CoVs: HCoV-OC43, o HCoVHKU1, o SARS-CoV e o
MERS-CoV. E agora o mais recente membro dos B—CoVs, devido a similaridade
verificada apds andlises filogenética do genoma viral, o SARS-CoV-2 (JIN et al.,
2020; NEERUKONDA; KATNENI, 2020; SUN et al., 2020; WANG et al., 2020b).
Sendo entdo, atualmente, sete coronavirus humanos relatados.

Indicios apontam que os primeiros casos ocorreram a partir de uma
transmissao zoonodtica, que teria acontecido em um mercado de frutos do mar, que
também comercializava animais silvestres vivos, em Wuhan, entretanto ainda ndo ha
confirmagéo da sua origem (WHO, 2022). O sequenciamento de amostras do SARS-
CoV-2 verificou que o suposto virus compartilhava 79,5% da sua sequéncia genética
com o SARS-CoV e compartilhava 96,2% com um coronavirus de morcego (cepa

RaTG13), supondo desta forma que os morcegos sdo os hospedeiros naturais



19

(NEERUKONDA; KATNENI, 2020; ZHOU et al., 2020). Entretanto, o virus presente
nos morcegos apresenta na sua proteina Spike (conhecido como proteina S, que
tem papel fundamental na ligacdo patégeno-hospedeiro) divergéncia no dominio de
ligacédo ao receptor (RBD), que implica na ineficaz ligagdo com o receptor humano
angiotensin-coverting enzyme 2 (ACE2, enzima conversora de angiotensina 2).

Visto que os morcegos sdo os hospedeiros reservatérios (naturais), sua
separagao ecologica geral dos humanos torna provavel que outras espécies de
mamiferos atuem como hospedeiros intermediarios, o SARS-CoV-2 foi capaz de
adquirir todas ou algumas das mutagdes necessarias para uma transmissao humana
eficiente (NEERUKONDA; KATNENI, 2020; ZHANG; HOLMES, 2020). Alguns
estudos relatam o mamifero pangolim como sendo o hospedeiro intermediario,
apresentando mais de 90% de similaridade genética entre um CoV descoberto em
pangolins e o SARS-CoV-2 (XIAO et al.,, 2020; ZHANG; WU; ZHANG, 2020),
entretanto sdo necessarios mais estudos para embasar melhor essa hipotese.

Em sua morfologia, o SARV-CoV-2 é esférico, com cerca de 60 a 100 nm de
didmetro. O virion possui nucleocapsideo composto de RNA genémico e proteina
fosforilada do nucleocapsideo (N), neste nucleocapsideo ha duas diferentes
proteinas de pico, um é a spike (S) e a outra € a hemaglutinina-esterase (HE). Ja a
proteina do envelope (E) e a proteina de membrana (M) estdo localizadas entre as

proteinas S no envelope viral (Figura 1).

Figura 1: llustragdo da estrutura morfolégica do SARS-CoV-2

Spike (S) —>Rk
NG

Membrana (M) —>

Nucleocapsideo (N)

Envelope (E) ——>—/,

RNA

Fonte: adaptado Bhardwaj (2021)

O SARS-CoV-2 apresenta um genoma de RNA, fita simples de sentido

positivo com o tamanho de 29 kb. Tendo arranjo de genes: Regido 5 'ndo traduzida’
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(5' -UTR), quadro de leitura aberto (orf) 1a / b que codifica proteinas ndo estruturais
(nsp) para replicacéo, proteinas estruturais, incluindo spike, envelope, proteinas de
membrana e nucleocapsideo, proteinas acessoérias como orf 3, 6, 7a, 7b, 8 e 9b e a
regidao 3 'nao traduzida’ (3' -UTR) (Figura 2) (JIN et al., 2020; NEERUKONDA;
KATNENI, 2020).

Figura 2: Organizagao do genoma do SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 5 %
SUTR—| ORFla ORF1b f s T M s | N L3um

Fonte: Shereen (2020). Legenda: ORF1a/1b/3/6/7a/8/9b- quadro de leitura aberta 1a/1b/3/6/7a/8/9b,

S- proteina Skipe, M- proteina e membrana, E- proteina do envelope, N-proteina do nucleocapsideo.

Dentro dessas proteinas, a proteina S, é a principal responsavel pela ligagao
entre particula viral-receptor, sendo determinante no tropismo e patogenicidade no
hospedeiro (YAN et al.,2020). Diversos estudos ja demonstraram que o SARS-CoV-
2 utiliza o receptor da célula hospedeira a ACEZ2 (enzima conversora de
angiotensina 2), para internalizar na célula (HOFFMANN et al., 2020; WRAPP et al.,
2020). A ACE2 é uma proteina de membrana tipo |, presente em células do pulmao,
coragao, rim e intestino. Seu papel fisiolégico é facilitar a conversao de angiotensina,
horménio peptidico que controla a vasoconstricdo e a pressao sanguinea
(DONOGHUE et al., 2000).

A proteina S é uma proteina de fusao trimérica de classe |, de conformacéao
de pré-fusdo metaestavel que sofre um rearranjo estrutural que culminara na fuséo
da membrana viral com a membrana da célula hospedeira (LI, 2016). A subunidade
S1 se liga ao receptor da célula hospedeira, que desestabiliza o trimero de pré-
fusdo, resultando na eliminacido da subunidade S1 e na transicdo da subunidade S2
para uma conformacao de pos-fusao e consequentemente entrada no interior celular
(JIN et al., 2020; WRAPP et al., 2020).

No estudo de Wrapp et al., (2020), foi demonstrado que ha uma maior
afinidade de 10-20 vezes na ligagdo dominio S do SARS-CoV-2 com a ACEZ2, do
que com o SARS-CoV, podendo contribuir para aparente facilidade de que a COVID-

19 se espalha de humano para humano, tornando a ACE2 um dos principais alvos
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dos estudos terapéuticos a fim de bloquear esta ligagdo especifica, porém,
necessitando de maiores investigagdes sobre o tema.

Sabe-se que 0s virus estdo sujeitos a constantes mutacdes e essas mutagdes
ocasionam a diversidade genética viral que pode implicar na geragdo de novas
cepas virais, que consequentemente origina variagdes na infectividade e
patogenicidade. Com o SARS-CoV-2 n&o é diferente, diversos sdo os estudos que
relatam as diferentes cepas circulantes no Brasil e no mundo, atualmente ja se é
classificado pela Organizagdo Mundial da Saude, cinco variantes preocupantes
(VOCs): a Alfa, primeiramente relatada no Reino Unido em setembro de 2020; a
Beta, primeiramente relatada na Africa do Sul em maio de 2020; a Gamma,
primeiramente relatada do Brasil em novembro de 2020; a Delta primeiramente
relatada na india em outubro de 2020; e por fim a Omicron primeiramente relatada
na Africa do Sul em novembro de 2021 (STEFANELLI et al., 2020; VAN ELSLANDE
et al., 2021; WANG & POWELL, 2021; WHO, 2022).

Essas supracitadas variantes possuem importantes mutagdes nos
aminoacidos que constituem a proteina skipe (S), sendo a principal proteina para
internalizagao viral. Sendo assim, esta situacdo pode implicar na possibilidade de
novas reinfecgdes, maior transmissibilidade e infectividade, gravidade da doenga e
dificuldade na producéo e efetividade de farmacos e vacinas (TAO, et al., 2021;
WHO, 2022).

2.2 Epidemiologia

ApoOs os primeiros casos de SARS-CoV-2 terem sido relatadas em 31 de
dezembro de 2020, ndao demorou muito para que houvesse uma rapida
disseminagao desse novo virus. Dentro de um més, em 30 de janeiro de 2020 a
OMS declarou o surto do SARS-CoV-2 como uma Emergéncia de Saude Publica de
Importancia Internacional (ESPII), sendo o maior nivel de alerta da OMS, que alarma
para que haja uma resposta internacional coordenada e imediata frente a situagao.
Em 11 de marco de 2020, a COVID-19 foi caracterizada pela OMS como uma
pandemia (WHO, 2022).

Atualmente, a COVID-19 esta presente em quase todas as regides do globo,
atingindo mais de 200 paises, causando com grande numero de infectados, diversas
mortes, colapsos na area da saude, da economia, da politica, e deixando muitas

perguntas em aberto sobre como solucionar esse problema de saude global. Hoje,
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até a data de 16 de fevereiro de 2022, mundialmente temos mais de 414.525.183
casos confirmados e mais de 5.832.333 mortes decorrentes da COVID-19 (WHO,
2022).

No Brasil, o primeiro caso de COVID-19 foi confirmado em 26 de fevereiro de
2020, o paciente tinha histérico de viagem recente para ltalia (aloctone). Em 5 de
margo, ja se tinha 8 casos confirmados no Brasil e nesta mesma data foi registrada a
primeira transmissao autéctone. Em 20 de margco de 2020 foi declarado que a
transmissao do SARS-CoV-2 passou a ser considera comunitaria em todo o territorio
brasileiro, que mesmo ainda ndo estando em todas as regides do pais, a declaragao
do Ministério da Saude informava sobre o dever da adogcdo das medidas de
distanciamento social e evitar aglomeragdes. Porém a falta de conscientizagao e
negligéncia por parte da populagao, ndo permitiu que houvesse uma diminui¢cado dos
casos. E até o dia 16 de fevereiro de 2022, no Brasil, 0 SARS-CoV-2 ja infectou mais
de 27.806.786 pessoas e ja matou mais de 640.774 pessoas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).

A transmissao da COVID- 19 pode ocorrer tanto de portadores assintomaticos
e sintomaticos da doencga, podendo ser por contato direto (pessoa-pessoa) ou das
pessoas infectadas por meio das secre¢cdes da boca e do nariz, como por exemplo:
saliva, goticulas de secregdo ou secregdes respiratorias, que podem ocorrer no ato
de tossir, espirrar, falar e entre outros. Ou por contato indireto, que ocorre por meio
de objetos ou superficies contaminadas (fémites), como por exemplo: chaves,
macganetas, corrimdos, mesas, onde individuos n&o infectados podem entrar em
contato com esses objetos infectados, levando as mé&os aos olhos, nariz ou boca,
permitindo assim a entrada do virus no organismo (ADHIKARI et al., 2020; VAN
DOREMALEN et al., 2020; WHO, 2022).

Outra forma de transmissdo € por aerossoéis, que ocorrem geralmente em
procedimentos hospitalares que podem produzir pequenas particulas que ficam
suspensas no ar produzidas por um paciente com a COVID-19, outras pessoas do
ambito hospitalar que nao estiver protegido, pode inalar e contrair a infeccao (VAN
DOREMALEN et al., 2020; WHO, 2022). Outra possivel rota relatada, € a fecal-oral,
visto que a ACE2 tem alta expressdo nos enterdcitos absortivos do ileo e colon
(ZHANG et al., 2020), porém ainda sao necessarios mais estudos que fundamentem

melhor esta hipotese. A transmissdo vertical também €& uma possivel rota,
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principalmente quando a infecgdo pelo virus acomete a mae no terceiro trimestre
(KOTLYAR et al., 2021).

Diante de uma pandemia € importante conhecer melhor todas as possiveis
rotas de transmissao para a COVID-19, ja que essas informag¢des podem auxiliar em

promover estratégias especificas de prevengao a transmissao.

2.3 Aspectos clinicos da doenga e diagnéstico da COVID-19

Os aspectos clinicos da COVID-19 envolvem uma diversidade de sintomas e
cursos da doenca, apos a infecgdo. A infecgao apresenta um periodo de incubagao
que varia entre 1 e 14 dias, em que o aparecimento dos sintomas pode ocorrer apés
5 ou 6 dias depois da infecgdo. O curso clinico da infeccdo pela SARS-CoV-2 pode
ser diferente de individuo para individuo, seu espectro clinico pode variar em
diferentes fases: pessoas infectadas assintomaticas, pessoas infectadas com
sintomas leves ou moderados, e por fim pessoas infectadas com sintomas graves.
Os sinas e sintomas da doenca apresentam ampla pluralidade, que pode ser desde
um simples resfriado, a uma sindrome gripal ou até mesmo uma pneumonia grave
(CDC, 2020; WHO, 2022).

Os sintomas mais comuns da COVID-19 sao: febre, tosse seca, cansaco,
falta de ar (dispneia), dores musculares, dor de cabega, anosmia, ageusia, disturbios
gastrintestinais. Em casos mais graves, a evolugdo da infecgdo pode levar a
pneumonia grave com insuficiéncia respiratoria, sindrome respiratoria aguda grave
(SRAG), sepse, faléncia renal e de outros érgaos, e eventualmente a morte. Na
maioria das pessoas infectadas de forma leve a moderada, os sintomas podem ser
controlados em casa, sem a necessidade de hospitalizacdo, porém, nos casos da
piora do quadro clinico, a maioria dos pacientes necessita de internagcdo em UTI
(CDC, 2020; NEERUKONDA; KATNENI, 2020; WANG et al., 2020a, 2020c; WHO,
2022).

Assim como qualquer outra doenga, a COVID-19 apresenta fatores de riscos
que podem agravar a situagdo do paciente infectado, entre elas sao: idade
avancada, diabetes, hipertensdo, doenca do sistema respiratorio, doenca
cardiovascular, obesidade, imunossupressao, entre outros, que estdo sendo
estudados (CDC, 2020; SALES-PERES et al., 2020; WANG et al., 2020c; WHO,
2022; YANG et al., 2020). Portanto, a identificacdo precoce de fatores de risco para
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pacientes graves pode facilitar a escolha do tratamento de suporte ideal e com isso
ajudar a reduzir a mortalidade.

Nas analises radiologicas e laboratoriais dos pacientes infectados, pode-se
observar alteragcdes em diversos parametros. Os pulmdes sao o principal local de
infeccdo do virus, onde em imagens de tomografia computadorizada (TC) do térax,
os achados mais comuns na pneumonia por COVID-19 sao: distribuicdo bilateral de
sombras irregulares ou opacidade em vidro fosco e areas subsegmentares de
consolidagédo (Figura 3), podendo ainda aparecer outros achados como: derrame
pleural, espessamento vascular, enfisema pulmonar e outros (BAI et al., 2020;
RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020; TU et al., 2020; WANG et al., 2020c). Ja as
alteracbes laboratoriais mais comuns sao: linfopenia, leucopenia, tempo de
protrombina prolongado, elevagdo nos niveis de: D - dimero; proteina C reativa
(PCR), creatinofosfoquinase (CPK), lactato desidrogenase (LDH), alanina
transaminase (ALT), alta taxa de sedimentag&o de eritrécito e uma diminuigdo nas
taxas de albumina (GAO et al., 2020; HUANG et al., 2020; RODRIGUEZ-MORALES
et al., 2020; WANG et al., 2020b, 2020c).

Figura 3: Imagens de tomografia computadorizada do térax.

Fonte: Adaptado Miao (2020). Nota: Imagem A demostra uma TC com achados normais de uma
pessoa saudavel e ja nas imagens de B a G ha varias combinagdes de achados de opacidade em
vidro fosco de diferentes pessoas com a COVID-19, demarcado com quadros e setas vermelhas.

Ainda ndo se sabe por completo todo o espectro clinico- laboratorial da

doenca, visto que pode apresentar diferentes niveis de acometimento do sistema
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respiratorio (principal fonte de replicagdo), sendo que alguns estudos relataram
sequelas neurais (KANBERG et al., 2020) e gastrointestinais (TIAN et al., 2020)
demonstrando consequéncias fisioldgicas fora do sitio principal de infecgdo. Por
isso, ha necessidade constante de estudos que busquem uma definicdo completa do
quadro clinico e suas consequéncias em cada sistema do corpo humano.

Para diagnostico da COVID-19, s&o utilizados, principalmente, a reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (QRT-PCR- Reverse transcription
polymerase chain reaction) e testes para deteccdo de IgM, IgG e IgA especificos ao
SARS-CoV-2. O teste molecular, qRT-PCR, é considerado o padrdo-ouro no
diagnostico da COVID-19 nos protocolos da OMS, cuja confirmagéo é obtida atraves
da deteccdo do RNA do SARS-CoV-2 na amostra analisada, via material coletado
por swab de oro e nasofaringe. A coleta deve ser realizada até o 7° dia do inicio dos
sintomas, mas preferencialmente apartir 3° dia para evitar os falsos negativos, € um
diagnostico rapido (muitas vezes no mesmo dia, a depender dos laboratérios e da
demanda), e é altamente especifico (TANG et al., 2020; ZHAI et al., 2020).

Ja os testes soroldégicos buscam a detecgédo dos anticorpos produzidos (IgM,
IgG e IgA), sendo recomendado para pacientes com mais de 10 dias de sintomas
e/ou exposicdo. A detecgdo dos anticorpos pode ser realizada pelo ensaio de
imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA- Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay),
quimioluminescéncia (CLIA), eletroquimioluminescéncia (ECLIA) e outros
(JAASKELAINEN et al., 2020; VASHIST, 2020). Utiliza-se amostra sanguinea do
paciente para realizagdo do exame, vale lembrar que nem todos os pacientes irdo
desenvolver anticorpos para virus, havendo a possibilidade de que o exame
sorologico apresente resultado ndao reagente, porém a RT-PCR com resultado
positivo.

O ensaio imunocromatografico (teste rapido) pode ser utilizado para detecgao
de antigeno (proteinas de replicagdo) ou anticorpos. Entretanto, n&o apresenta
grande sensibilidade e especificidade em comparagdo com outras metodologias,
mas apresenta resultados rapidos e podem auxiliar no manejo inicial do paciente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Portanto, o diagndstico da COVID - 19 deve ser baseado em uma
compreensdo abrangente da historia epidémica, caracteristicas clinicas,

caracteristicas radiograficas e detecgao laboratorial (WANG et al., 2020b). Para que
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sO assim a equipe médica possa escolher a melhor forma de acompanhamento ao

paciente acometido.
2.4 Tratamento e prevengao

Até o momento, ndo ha tratamento medicamentoso eficaz e especifico para a
infeccdo por SARS-CoV-2. A terapia de suporte é a estratégia de tratamento para
essa pneumonia, incluindo terapia de oxigénio suplementar, tratamento de fluidos
(ingestao de liquidos, perfusdao de soro) e aplicagao de antibiéticos para infecgbes
bacterianas secundarias, se necessario, sdo recomendadas (HARAPAN et al., 2020;
WHO, 2022). Em 18 de janeiro de 2021, no Brasil foi iniciado o método preventivo de
extrema importancia para o combate da pandemia, a campanha nacional de
vacinagdo contra a COVID-19, que tem como objetivo evitar as numerosas
internagdes e Obitos, principalmente nos grupos de maior risco. Atualmente no Brasil
encontram em uso das seguintes vacinas: AstraZeneca/Fiocruz, Sinovac/Butantan,
Janssen e Pfizer/Comirnaty. Sendo este atualmente o método preventivo mais
importante e recomendado por todos os 6rgdos de saude (MINISTERIO DA SAUDE,
2022).

O Ministério da Saude desenvolveu protocolos do manejo para os trés
quadros clinicos da doenga (leve, moderado e grave). No caso de pacientes leve, os
sinais e sintomas apresentados sao importantes para decidir a melhor abordagem e
conduta que o médico tera com o paciente, ha orientagdo sobre higienizagcdo das
maos e utilizagdo de mascara, o afastamento/tratamento era inicialmente de 14 dias,
agora diminuiu para 10 dias, a contar da data de inicio dos sintomas e seguido de
constante acompanhamento, medicacao se necessaria, a depender da conduta do
meédico, e se disponivel realizar a RT-PCR ou teste rapido, nesses casos nao é
necessario internamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

No caso dos pacientes moderados, a internacido hospitalar € necessaria para
0 acompanhamento, porém, o paciente ndo preenche os critérios de gravidade para
ser internado em UTI (n&o tém disfungdes orgénicas ou instabilidade hemodinémica
e nao estdo necessitando de ventilagdo mecanica ou outros procedimentos de
cuidado intensivo). Apds a estabilizacdo clinica e melhora dos parametros
laboratoriais, o paciente tem alta e segue com o servigo de acompanhamento e
monitoramento do caso (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).
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E por fim, no caso de pacientes graves, que atendem aos paréametros de
gravidade para internacdo em UTI, sendo necessario realizar oxigenoterapia
suplementar imediata para os que estiverem com dificuldade respiratoria, hipoxemia
ou choque; administracdo de antibacteriano para tratamento de sepse ou pneumonia
comunitaria; acompanhar os exames laboratoriais em busca de possiveis alteracoes,
e diversos outros cuidados que estdo disponiveis no guia de “Orientagdes e manejo
de pacientes com COVID-19”, disponivel pelo Ministério da Saude. Vale ressaltar
que todos os casos desde leve a grave, devem ser compulsoriamente notificados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

A vigilancia eficaz é o pré-requisito para bloquear a fonte de infec¢des, sendo
o reconhecimento precoce de casos suspeitos que ira auxiliar na contengao da
disseminacao da doencga por meio de isolamento imediato e medidas de controle de
infeccdo. Os antivirais estdo sendo avaliados de acordo com investigacdes
anteriores, envolvendo coronavirus (MERS e SARS-CoV-1), entretanto ainda ndo ha
resultados robustos de que haja melhora significativa no desfecho clinico.
Atualmente os seguintes antivirais estdo sendo avaliados: oseltamivir, ramsedivir,
lopinavir/ritonavir, ribavirina e entre outros estdo em testes para o tratamento da
doenga (HABIBZADEH; STONEMAN, 2020; HARAPAN et al., 2020)

Outros medicamentos bastante relatados contra o SARS-CoV-2 é a
hidroxicloroquina e cloroquina, iniciamente alguns estudos mostram um efeito
positivo na melhora da progressao da doenga (ARSHAD et al., 2020; GAUTRET et
al., 2020). Entranto, estudos mais atuais, apontam além da nao efetividade,
possiveis efeitos colaterais e aumento da mortalidade dos pacientes que utilizaram a
hidroxicloroquina e cloroquina (AXFORS et al., 2021; BOULWARE et al., 2020;
MEHRA et al., 2020). O papel dos corticéides no tratamento de infecgdo por SARS-
CoV-2 vem sendo bem relatado, ha estudo que relata a melhora dos casos graves
quanto o paciente era tratado com dexametasona (SINGH et al.,2020) e uma reviséo
sistematica e metanalise de 44 ensaios clinicos e estudos observacionais confirmou
uma reducio na mortalidade a curto prazo e na necessidade de ventilagdo mecanica
em pacientes com COVID-19 tratados com corticosteroides (VAN PAASSEN et al.,
2020).

Para prevenir a doenga é recomendado: uso de mascara, higienizagdo das
maos (com frequéncia, com agua e sabdo ou alcool 70%), manter um

distanciamento seguro (minimo 1m), higienizagcao dos objetos de uso diario (celular,
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computador, chaves), evitar aglomeragdes, evitar locais fechados de pouca
ventilagdo, evitar tocar nos olhos e boca com maos sujas, cobrir nariz ou boca
quando for espirrar ou tossir, se estiver indisposto ficar em casa e no aparecimento
de febre, tosse e dificuldade de respirar procurar um atendimento médico (WHO,
2022). A conscientizacdo da populacédo frente aos cuidados necessarios € peca
chave no controle da disseminac¢ao da doenca.

2.5 Fator de necrose tumoral (TNF) e receptores do fator de necrose tumoral
(TNFRS)

Em 1975, Carswell et al, descobriram uma molécula induzivel por endotoxina
que causava necrose de tumores in vitro, o TNF (fator de necrose tumoral)
(CARSWELL et al., 1975). Atualmente esta citocina proé-inflamatéria € conhecida
como a mais polivalente, que pode estar envolvida em processos fisiologicos,
inflamacgédo sistematica, lise tumoral, apoptose, imunomodulagdo, patologias
(bacterianas, virais, autoimune, infecto parasitarias) (CHU, 2013; SEDGER;
MCDERMOTT, 2014).

O TNF é produzido predominantemente por monécitos/macréfagos e linfocitos
T, porém uma ampla gama de células pode produzir essa molécula, tais como:
mastocitos, linfocitos B, células natural killer (NK), neutrofilos, células endoteliais,
células lisas e células do musculo cardiaco, fibroblastos e osteoclastos. Inicialmente
€ uma proteina de 26kDA, que é expressa na membrana plasmatica (MTNF/pré-
TNF), onde sera clivado no dominio extracelular pela enzima conversora de TNF
(TACE) e resultara na liberagdo de uma forma soluvel (sTNF) de 17kDa (BRADLEY,
2008; SEDGER; MCDERMOTT, 2014). Esta forma soluvel é a forma circulante,
encontrada no plasma sanguineo, que percorrera por todo o corpo e confere fungdes
endodcrinas, podendo atuar em sitios fisiologicos distantes dos sitios em que foi
sintetizado (FAUSTMAN; DAVIS, 2013) (Figura. 4).
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Figura 4: Processos de ligagdo do TNF e sintese de seus receptores.
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Fonte: Adaptado MacEwan (2002)

Tanto o TNF soluvel quanto o de membrana, se ligam a duas moléculas
receptoras transmembrana: TNFR1 (p55 / p60) e TNFR2 (p75 / p80). O TNRFR1 é
expresso na maioria dos tipos celulares, exceto em eritrécitos, e contém o dominio
de morte (DD) citoplasmatica, sendo este receptor responsavel pela ativagao da via
apoptética (pro-inflamatoria), mas também pode estar envolvido na sobrevivéncia
celular. Ja o TNRF2 é somente expresso em células endoteliais, células do sistema
imunoldgico e algumas células do sistema nervoso, ndo tendo o DD citoplasmatico,
estando envolvido na agao de proliferacdo ou sobrevivéncia celular (BREMER, 2013;
CHU, 2013; SEDGER; MCDERMOTT, 2014). Sabe-se que a sinalizagao de TNFR1
€ fortemente ativada por mTNF e sTNF, enquanto a sinalizagdo de TNFR2 sé pode
ser ativada de forma eficiente por mTNF (CHU, 2013). Portanto, tanto o TNFR1
como o TNFR2 tém impactos distintos nas células individuais (SHENG; LI; QIN,
2018).

ApOs a interagao ligante ao receptor, ocorre uma cascata de reagdes que vai
culminar na ativacao de todas as funcionalidades do TNF. O TNF ao interagir com o
TNRF1, através do seu dominio de morte que se liga a proteina adaptadora da
proteina do dominio da morte associada ao TNFR1 (TRADD), ira ocorrer o
recrutamento e agrupamento diversas proteinas adaptadoras, para culminar na
morte celular (apoptose), e € predominante uma via pré-inflamatéria (BREMER,
2013; SIEGMUND et al., 2016). Ja no TNFR2, por n&o possuir o dominio de morte,
estimula a via do fator nuclear pro-sobrevivéncia (NF-kB) (Figura 5) (FAUSTMAN;
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DAVIS, 2013; SHENG; LI; QIN, 2018). O TNFR2, por ndo possuir o DD néo causa
diretamente a morte celular, isso s6 acontece através da cooperagdo TNFR1-
TNFR2, por “cross-talk” (comunicagdo cruzada) (GUPTA, 2002), onde TNFR2 ira
potencializar a apoptose induzida pelo TNFR1, por meio de recrutamento de
moléculas de TNF pelo receptor TNRF2 e transferindo para o TNFR1, aumentando
desta forma a ligag&o e sinalizagao através do TNFR1 (DRI et al., 1999; SHENG,; LlI;
QIN, 2018) (Figura 4).

Figura 05: Vias de sinalizagao celular ativada por TNF. Ap6s o TNFR1 ser ativado, ocorre o
recrutamento de proteinas adaptadoras (TRADD, FADD e caspases) que induzira a apoptose celular,
e o0 TNFR2, recruta (TRADD, FADD e RIP), que ativam as vias de transdugéo de sinal, levando a
ativacao de NF-kB.

THF TNF

Fonte: Adaptado de Faustman; Davis (2013). Legenda: TNFR1/2- receptor transmembrana TNF
1/2: TRADD- proteina do dominio de morte associada ao receptor do fator de necrose tumoral,
FADD- proteina de dominio de morte associada ao Fas, TRAF - fator associado ao receptor de TNF,
clAP- inbidor de apoptose, RIP- proteina quinase de interagdo ao receptor, NEMO- modulador
essencial do fator nuclear kappa B, NF-kB-Fator nuclear k B, cFlip: peptideo de cadeia invariante
associado a classe Il, IKK — quinase do complexo IKK, MKK3- MAP quinase quinase 3, p38: MAP
quinase 38, MAPK- Proteinas quinases ativadas por mitégenos, MEKK 1/7- Proteina quinase quinase

ativada por mitégeno 1/7, JNK - JUN aminoterminal quinase, AP1- proteina ativadora 1.

Tanto o TNFR1 e TNFR2, sdo sintetizadas como proteinas ligadas a

membrana, que podem sofrer clivagem proteolitica, num processo chamado de
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“shedding ectodomain”, formando os receptores soluveis do tipo 1 e 2 (sSTNFR 1/2),
que podem ser considerados potentes inibidores naturais de TNF, podendo competir
pelo sitio de ligagao do TNF (VAN ZEE et al., 1992). Foi sugerido que os receptores
soluveis do TNF funcionariam como antagonistas naturais do TNF, porém foi visto
que em concentracbes menores de receptores soluveis, podem estabilizar as
moléculas de TNF, aumentando a disponibilidade desta molécula para a ligagdo com
os receptores na superficie celular, atuando como agonistas do TNF (ADERKA et
al.,, 1992; DAI et al.,, 2005). Vale ressaltar que estes receptores soluveis sao
liberados na circulagdo e seus niveis podem aumentar durante o curso de varias
doencas (XANTHOULEA et al., 2004).

Varios disturbios estdo associados ao TNF e seus receptores (TNFR1/2). Em
estudo de Kim et al., (2016) foi relatado uma relagéo entre os receptores soluveis de
TNF (sTNFR1 e sTNFR2) e os disturbios cardiovasculares associados com rigidez
arterial podendo contribuir diretamente para arteriosclerose e insuficiéncia cardiaca.
Estudo com camundongos deficientes em TNFR1 demonstrou serem resistentes a
encefalopatia induzida por lipopolissacarideo (LPS), onde administragao sistémica
de LPS induz uma resposta inflamatdria generalizada semelhante a observada na
sepse. Apresentaram menos apoptose dependente de caspase nas células
cerebrais e menos neutrdfilos infiltrando-se no cérebro (ALEXANDER et al., 2008).
Em outra analise, de Lucas et al, (1997), relataram que camundongos
geneticamente deficientes do receptor TNFR2 apresentaram protecdo a malaria
cerebral.

Em um modelo animal, foi demonstrado que o TNF desempenha papel
fundamental no desenvolvimento da fibrose pulmonar, onde embora o TNFR1 e o
TNFR2 sejam amplamente expressos, reconhece-se que a maioria da sinalizagao
inflamatdria é induzida por meio do TNFR1, o que pode impactar nas manifestagdes
desencadeadas neste camundongo, pois induz a liberacdo de moléculas bioativas
adicionais que induzem efeitos autdcrina, paracrinos e até enddécrinos (LUNDBLAD
et al., 2005). Em estudo de Yang et al., (2018), relatam que o TNFR2 esta presente,
principalmente em células T regulatérias (Tregs), que sado conhecidas por regular o
sistema imune, agindo em cima das células imunes que continuam indefinidamente
a exercer sua funcgdo, influenciando negativamente ao organismo, que ocorre
geralmente com as doengas autoimunes e na destruicdo de tecidos. Sendo que a

sinalizagdo do TNFR2 pode aumentar a expanséo e estabilidade das células Tregs.
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No caso da COVID-19, ainda ndo ha uma extensa literatura que relatem o
papel dos receptores de TNF, necessitando de estudos mais detalhados a fim de
entender melhor os mecanismos envolvidos na resposta imunolégica dessa nova

doenca.

2.6 Receptores soluveis (STNFR1 e STNFR2) de TNF e COVID-19

Estudos que buscam avaliar os niveis séricos dos receptores soluveis de TNF
durante a infeccdo dos pacientes com a COVID-19, sdo poucos ou estdo em
desenvolvimento. Mc Elvaney et al., (2020), estudaram a caracterizagdo do perfil
inflamatério em 70 pacientes, divididos em grupo controle, pacientes com COVID-19
estaveis, pacientes COVID-19 UTI e pacientes COVID-19 UTI com suporte de
oxigénio, foi encontrado um aumento de sTNFR1 em todos os grupos com COVID-
19. E quando comparado, entre os grupos com COVID-19, o sTNFR1 foi maior nos
pacientes de UTI do que nos estaveis. No estudo de Mortaz, et al., (2021), que
estudou um grupo de 46 pacientes com COVID-19 (15 graves em UTI e 29 nédo
graves), e observaram um aumento de sTNFR1 nos pacientes de UTI e surgem que
o sTNFR1 pode ser um possivel biomarcador de gravidade e mortalidade de
doenca.

Em contrapartida, o estudo observacional prospectivo, que avaliou 39
pacientes em SRAG por COVID-19 e comparou com uma coorte ja existente de
pacientes em SRAG sem ser por COVID-19, encontraram entdo niveis menores de
sTNFR1 em pacientes COVID-19 em SRAG, do que quando comparados com
pacientes com SRAG por outro motivo sem ser COVID-19 (SINHA et al., 2020).
Também em um estudo de Bhatraju et al., (2021), avaliaram 171 pacientes de UTI,
sendo 78 positivos para COVID-19 e 93 negativos para COVID-19. Em analises
comparativas, os niveis circulantes de sTNFR1 foram menores em pacientes
COVID-19 do que pacientes ndo COVID-19. Além disso, relataram que nao houve
associagao do sTNFR1 com a mortalidade hospitalar.

Em um estudo na cidade do México, os pesquisadores relataram que os
niveis de sTNFR1 e sTNFR2 foram comparados entre os grupos de COVID-19 (leve,
moderado e grave) e com um grupo controle. O nivel de sTNFR1 né&o foi diferente
entre o grupo leve e controle, mas, pacientes com COVID-19 moderados e graves
apresentaram um alto nivel de sTNFR1 em comparagéo com o grupo controle e com

o grupo leve. O nivel de sTNFR2 foi maior em cada status de COVID-19 em
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comparagao com o grupo controle. Concluindo que o sTNFR1 pode ser considerado
um potencial alvo no desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas (PALACIOS et
al., 2021). E em estudo de Ferrando et al., (2022), que buscou analisar os niveis
plasmaticos de STNFR 1 e 2 em associagdo com faléncia de érgéaos e desfecho em
pacientes criticos com COVID-19, em 122 pacientes admitidos em UTI e
comparando com 25 controles saudaveis, relatou que ambos os niveis de sTNFR 1
e 2 foram maiores em pacientes com COVID-19, e foram associados a gravidade da
doenca, sendo ambos os receptores preditores de o6bitos.

Portanto, devido aos achados divergentes juntamente a recém-descoberta da
doencga, outros estudos sdo necessarios para caracterizar o perfil imunologico, com
relacdo aos niveis dos receptores soluveis em pacientes nos diferentes estagios

clinicos da COVID-19, a fim de elucidar melhor sua dinamica.
2.7 Aspectos imunolégicos da doenga

Por ser uma doenca de descoberta recente, buscar entender os mecanismos
envolvidos na imunopatogénese da COVID-19, segue sendo um grande desafio para
comunidade cientifica. Com a infeccdo por SARS-CoV-2 e a destruicdo das células
pulmonares, o sistema imune se prepara para uma resposta local, através do
recrutamento de macrofagos e mondcitos, que respondem a infegdo liberando
citocinas e ativando as respostas imunes adaptativas mediada por células T e B, que
por si sO ja sao capazes de resolver a infecgdo (TAY et al., 2020) (Figura 6).

Em uma visdo mais ampliada da resposta imunoldgica ao SARS-CoV-2, apds
a ligacao especifica do virus, através da proteina spike (S) ao receptor das células
alveolares (ACEZ2), ha internalizagao da particula viral por endocitose, e liberagao do
RNA no citosol celular, esse RNA pode ser reconhecido pelo sistema imune inato
por trés receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs): os receptores do tipo
Toll (TRL), os receptores semelhantes a RIG (RLRs) e os receptores semelhantes a
NOD (NLRs). Apos o reconhecimento pelos receptores, ha ativagao dos efetores de
sinalizagado downstream (NF-kB e IRF3 / 7). O NF-kB, ira promover a transcrigdo de
citocinas pro- inflamatérias (TNF, IL-18 e IL-6), promovendo ainda respostas
inflamatorias Th1 e Th17, com subsequente secregédo de IFN-y e IL-17 (JAMILLOUX
et al., 2020).
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Figura 6: Breve visao da resposta imunolégica apés a infecgédo pelo coronavirus.
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Fonte: Adaptado Prompetchara (2020).

IRF3 / 7 (fator regulador do interferon 3/7) promove a produgéo de IFN tipo |,
que por sua vez ativa a via JAK1 / TYK2-STAT1 / 2 (via de sinalizagcdo JAK-
STAT). STAT1 e STAT2 formam um complexo com IRF9 que se transloca para o
nucleo, onde inicia a transcricdo de genes estimulados por IFN (ISGs). Uma
resposta do IFN tipo | precoce e robusta é necessaria como resposta inicial para
suprimir a replicacdo e disseminacgao viral e também induz uma resposta imune
adaptativa eficaz. As células dendriticas plasmocitoides sdo importantes células
imunes circulantes, ja que sao responsaveis pela forte resposta mediada por IFN
tipo | no local da infeccdo, para resolucdo da replicagdo viral. Porém, estudos
relatam que outros coronavirus (SARS-CoV e o MERS), possuem mecanismos para
interferir na resposta do IFN tipo I, e isso influencia diretamente na gravidade da
doenca, desencadeando uma hiperinflamacédo. Com isso, € possivel que o SARS-
CoV-2 utilize estratégias de bloqueio semelhantes (FELSENSTEIN et al., 2020;
JAMILLOUX et al., 2020).

Portanto, principalmente nos casos graves, com a intensa supressdo das
respostas antivirais, acredita-se que monadcitos/ macréfagos e neutréfilos recrutados
para o local da infeccao exibem respostas inflamatoérias fortes e mal controladas
(producao exacerbada de citocinas e quimiocinas), resultando em dano ao tecido e
inflamacao sistémica, que contribuem para uma piora no quadro clinico, que pode
levar a uma doenga pulmonar grave e até uma condigao sistémica (FELSENSTEIN
et al., 2020; TAY et al., 2020).
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Essa resposta imune disfuncional/exacerbada na COVID-19 esta diretamente
relacionada com a “tempestade de citocinas”, evento este, que ocorre quando o
sistema imunologico € superativado por infecgdo, farmaco e/ou algum outro
estimulo, levando a altos niveis de citocinas, que sao liberadas na circulagao,
ocasionando um amplo e prejudicial impacto em varios 6rgaos (TISONCIK et al.,
2012). Na COVID-19, & mais comum a ocorréncia da “tempestade de citocinas” em
pacientes graves, onde se observa o aumento das seguintes citocinas, tanto do perfil
Th1, Th2 e Th17 e quimiocinas, como: IL - 6, TNF, IL - 1B, IL-10, IL - 2, IL-17, IFN -
Y, GM- CSF, MCP - 1, IP - 10, MCP-3 e IL-1 (COPERCHINI et al., 2020; MEHTA et
al., 2020; YE; WANG; MAO, 2020; KIM et al., 2021).

A “tempestade de citocinas” promove “ataque” do sistema imunolégico ao
corpo, que como consequéncia desta injuria, podera provocar o quadro de SRAG e
a faléncia de multiplos 6rgaos, nos casos graves da COVID-19, que pode resultar
em morte. Vale ressaltar que a SRAG pode levar diretamente a insuficiéncia
respiratoria, sendo responsavel por 70% dos obitos da COVID-19 (ZHANG,;
HOLMES, 2020). Portanto, a busca de tratamento para inativar a “tempestade de
citocina” pode ser uma importante alternativa terapéutica e vem sendo estudada em
todo o mundo, visto que seu bloqueio iria influenciar positivamente o desfecho
clinico do paciente.

As respostas das células T e B contra o SARS-CoV-2 sao detectadas no
sangue cerca de 1 semana apos o inicio dos sintomas de COVID-19. As células
T CD8 * sdo importantes, devido ao seu mecanismos de citoxicidade e promove a
morte da célula infectada, enquanto as células T CD4 * s&o cruciais para preparar as
células TCD8 " e também sdo responsaveis pela producdo de citocinas para
conduzir o recrutamento de células imunes (TAY et al., 2020; THEVARAJAN et al.,
2020).

Contudo, na maioria dos casos graves a infec¢ao induz linfopenia que afeta
principalmente o numero de células TCD4 ", T CD8 *, NK e B, sendo a linfopenia
considerada como possivel marcador de mau prognostico da doenga (HUANG et al.,
2020; WANG et al., 2020c). O estudo de TAN et al., (2020) especulou quatro
mecanismos que podem levar a deficiéncia de linfocitos: (1) O virus pode infectar
diretamente os linfécitos, resultando em sua morte, visto que os linfocitos expressam
o receptor alvo do SARS-CoV-2, o ACE2; (2) o virus pode destruir os orgaos

linfaticos, gerando uma disfungdo na produgdo dos linfécitos; (3) citocinas
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inflamatdrias atuando desordenadamente, levando a apoptose dos linfécitos e por
fim (4) inibigdo de linfocitos por moléculas metabdlicas produzidas por disturbios
metabdlicos, como a acidose latica.

Com relacao a cinética dos anticorpos, o0 SARS-CoV-2 provoca uma resposta
vigorosa, ha uma deteccdo rapida e quase universal de IgM, IgG e IgA especificas
ao virus e anticorpos IgG neutralizantes (nAbs) apds a infeccdo (HUANG et al.,
2020). A soroconversao ocorre na maioria dos pacientes COVID-19 entre 7 e 14 dias
apos o inicio dos sintomas, e os titulos persistem nas semanas ap6és a eliminacédo do
virus (VABRET et al., 2020; ZHAO et al., 2020). Entretanto, alguns estudos indicam
que alguns pacientes ndo desenvolvem anticorpos de longa duragédo (LONG et al.,
2020; SEOW et al., 2020) e a reinfecgao pelo SARS-CoV-2 ja € uma realidade.

Até o momento ndao ha evidéncias soélidas que estabelecam os perfis
imunoloégicos especificos da COVID-19, muitas lacunas ainda estdo em aberto em
relacdo a resposta imune hospedeiro-patdogeno e apos obter as respostas dessas
lacunas a sociedade podera estabelecer medidas de intervengdes (vacina, farmacos

e outros) eficazes contra o virus.
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3 FORMULAGAO DA QUESTAO DA PESQUISA

Existe relacdo entre os niveis séricos dos receptores soluveis de TNF
(STNFR1 e sTNFR2) e as apresentagdes clinicas da COVID-19, dos pacientes

internados no Hospital das Clinicas de Pernambuco?
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4 JUSTIFICATIVA

Por ser uma doenga de descoberta recente, os mecanismos imunoldgicos que
envolvem a relagado patdégeno-hospedeiro da COVID-19 ainda nao foram totalmente
estabelecidos. Sabe-se que o TNF tem um papel essencial na resposta pro-
inflamatoria (induzindo a apoptose, diferenciagdo e crescimento celular). Contundo,
é relatado que os receptores soluveis do TNF (sTNFR1/2), s&o potentes inibidores
da ativacdo do TNF e consequentemente da resposta pro-inflamatdria, sendo estes
receptores encontrados muitas vezes elevados em diversas condicdes inflamatérias.

Estudos s&o controversos sobre os niveis séricos de STNFR1 e sTNFR2 e
seu papel na COVID-19. Ha relatos que demonstram aumentos expressivos dos
seus niveis nos pacientes infectados, que pode estar relacionado ao pior progndstico
da doengca. Em contraponto, ha estudos que nao observaram diferenca
estatisticamente significativa nos niveis desses receptores entre individuos
infectados com evolugéo leve e grave.

Portanto, buscar entender o papel dos receptores soluveis de TNF nos
pacientes com COVID-19 ¢é importante para o melhor entendimento da
imunopatogénese desta doenga, podendo até estes, serem possiveis biomarcadores
imunologicos de severidade/agravamento da doenga. Sendo assim, esperamos
demonstrar a relacdo dos receptores soluveis de TNF nos portadores de COVID-19

em diferentes desfechos clinicos.



39

5 OJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Verificar os niveis séricos dos receptores soluveis de TNF (sTNFR1 e
sTNFR2) dos pacientes com COVID-19.

5.2 Objetivos especificos

e Avaliar os niveis de sTNFR1 e sTNFR2 em amostras de soro dos pacientes
nos diferentes estagios clinicos da COVID-19;

o Verificar os niveis séricos sSTNFR1 e sTNFR2 ao percentual de extensao do
comprometimento do parénquima pulmonar dos pacientes com COVID-19;

e Avaliar se ha correlagdo dos niveis séricos sTNFR1 e sTNFR2 com os
aspectos laboratoriais (contagem de linfocitos, leucécitos, DHL, D-dimero,
PCR e outros) dos pacientes com COVID-19;

e Avaliar se ha correlacido dos niveis de sTNFR1 e sTNFR2 entre si e nos

diferentes estagios clinicos da COVID-19.
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6 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA
6.1 Desenho e Populagao do estudo

O estudo, do tipo comparacao entre grupos, foi composto por 131 pacientes,
onde o critério de inclusao foi paciente acima de 18 anos de idade, ter o diagndstico
positivo (por RT-PCR) para o SARS-CoV-2 e ter realizado a tomografia
computadorizada do térax. Os pacientes foram atendidos no Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco (HC/UFPE), situado em Recife-PE,
internados no Servigo de Doengas Infecciosas e Parasitarias (DIP) e na Unidade de
Terapia Intensiva (UTI), no periodo compulsorio a partir de maio de 2020 até junho
de 2021, e a amostra foi por conveniéncia. Onde os pacientes foram incluidos em

trés grupos:

e« Grupo A: pacientes internados em enfermaria sem necessidade de suporte
de 02, (n=14);

e Grupo B: pacientes internados em enfermaria com necessidade de suporte
de 02, (n=85);

e Grupo C: pacientes internados em unidade de terapia intensiva (UTI), (n=32).

Todos os pacientes incluidos no estudo assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e todas as informagdes acerca dos aspectos
epidemiologicos (idade, género), clinicos (tempo de internamento, O&bito) e
laboratoriais (contagem de linfécitos, leucdcitos, plaquetas, PCR, D-dimero,
creatinina, DHL, ferretina e CPK) e de imagem (tomografia computadorizada do
térax) foram obtidos através do prontuario do paciente.

Para as analises utilizando a tomografia computadorizada do térax, que afere
o grau de acometimento pulmonar, foram divididos da seguinte forma:
e Grupo 1: pacientes leves, caracterizados com <25% de acometimento
pulmonar;
e Grupo 2: pacientes moderados, caracterizados entre 25-50% de
acometimento pulmonar;
e Grupo 3: pacientes graves, caracterizados com >50% de acometimento

pulmonar;
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A tabela 1 apresenta a caracterizagdo dos aspectos epidemioldgicos, clinicos,

laboratoriais e de imagem dos pacientes do estudo.

Tabela 1. Caracterizagdo dos pacientes

Total Grupo A Grupo B Grupo C
(n=131) (n=14) (n= 85) (n=32)

Idade(anos) 52,3 (19-91) 54,8 (23-90) 53,7 (19-91) 53,4 (26-88)
Sexo

Homens 69 (52,7%) 10 (71,4%) 38 (44,7%) 21 (65,6%)

Mulheres 62 (47,3%) 4 (28,6%) 47 (55,3%) 11 (34,4%)
Comorbidades

Diabetes 32 (24,4%) 5(35,7%) 19 (22,3%) 8 (25 %)

Hipertensao 67 (51,1%) 8 (57,1%) 43 (50,6%) 16 (50%)

Outras* 28 (21,3%) 4 (28,5%) 5 (5,8%) 21 (65,6%)
Obitos 11 (8,4%) 0 (0,0%) 1(1,1%) 10 (31,2%)
Sintomas

Febre 76 (58,0%) 7 (50,0%) 55 (64,7%) 15 (46,8%)

Tosse 79 (60,3%) 6 (42,8%) 57 (67,0%) 16 (50,0%)

Dispneia/desconforto 88 (67,1%) 6 (42,8%) 65 (76,4%) 17 (53,1%)
respiratorio

Assintomaticos 3(2,3%) 2 (14,2%) 0 (0,0%) 1(3,1%)

Outros** 14 (10,6%) 1(7,1%) 3(3,5%) 10 (31,2%)
Acometimento
pulmonar®

<25% 28 (21,3%) 6 (42,8%) 16 (18,8%) 6 (18,7%)

25-50% 61 (46,5%) 4 (28,5%) 40 (47,0%) 17 (53,1%)

>50% 42 (32,0%) 4 (28,5%) 29 (35,3%) 9 (30,0%)

Fonte: A autora (2022) *neoplasia, obesidade, imunossuprimidos, doengas autoimune, doenga

crOnicas; **dor de cabecga, astenia, distenia, mialgia, artralgia, anosmia, ageusia. *medido por

tomografia computadorizada do térax.

6.2 Confirmacgao da infecgao por SARS-CoV-2

A confirmagdo da infeccdo foi realizada através do laudo emitido pelo

Laboratério Central de Pernambuco (LACEN-PE) ou pelo Nucleo de Pesquisa em

Inovagdo Terapéutica (NUPIT-UFPE). Utilizando a técnica molecular, reagdo em

cadeia da polimerase quantitativa, utilizando a transcriptase reversa, teste padrao

ouro para deteccdo do SARS-CoV-2. Sendo o resultado positivo (detectavel para

coronavirus SARS-CoV-2) e negativo (ndo detectavel para coronavirus SARS-CoV-

2).
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6.3 Coleta de Sangue

A coleta se procedeu da seguinte maneira, o sangue foi coletado por pungao
venosa em tubo seco de 4ml, apdés retragdo do coagulo, os tubos foram
centrifugados a 900g por 10 minutos para obtencédo do soro. As aliquotas de soro
foram devidamente identificadas e encaminhadas para o Laboratério de
Imunoparasitologia do Instituto Aggeu Magalhdes — IAM/Fiocruz-PE. Onde as

amostras de soro foram armazenadas em microtubos de 2 mL a -20°C.
6.4 Quantificacao de receptores soluveis de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) em soro

Os niveis de receptores STNFR1 e sTNFR2 foram quantificados através do
sistema Cytometric Bead Array (CBA) Flex, seguindo as instrugbes do fabricante
(Beckton Dickson®, Nova Jersey, EUA), mas com adaptagées. Primeiramente, 20 pL
da mistura de beads de captura, marcadas com anticorpos monoclonais (anti-
TNFR1, anti-TNFR2) foram transferidas para tubos de poliestireno (5mL) (BD
Systems™) devidamente identificados. Em seguida, 20 yL das amostras (soro)
foram adicionadas aos tubos e subsequentemente foram adicionados 20 uL do
reagente de detecgdo contendo anticorpos anti-citocinas alvos conjugados a
Phycoerythrin por 3h a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds a incubacgéo,
as beads foram lavadas e 150 yL de solucdo tampao foram adicionados para
ressuspender as esferas. As beads foram adquiridas dentro de 24h utilizando o
citdmetro de fluxo FACScalibur (Beckton Dickson®, Nova Jersey, EUA) do Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas do Instituto Aggeu Magalhdes (CPqAM) / Fundagao
Oswaldo Cruz (Fiocruz). As andlises foram realizadas através do Software FCAP

Array versdo 3.01 (Beckton Dickson®, Nova Jersey, EUA).
6.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do software PRISM-GRAPHPAD 9.0
Windows® (E.U.A.). A apresentacao das variaveis quantitativas foi realizada através
de medidas de tendéncia central, como: média, mediana e desvio padrao.
Inicialmente foi aplicado um teste de normalidade (D'Agostino-Pearson) onde foi
verificado que os dados eram nao paramétricos, posteriormente foi utilizado o
Kruskal-Wallis para avaliar a associagao entre os grupos. Verificada a associagéo, o

teste Mann-Whitney foi utilizado para as comparacdes quantitativas dos receptores
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entre os grupos. A avaliacdo das correlagdes foi realizada através do teste de
correlagdo nao-paramétrica de Spearman. As correlagbes sdo classificadas como
fraca, quando r: 0,00 a 0,29; regular, quando r: 0,30 a 0,59; forte, quando r: 0,60 a
0,9 e muito forte quando r: 0,90 a 1,00 (JACQUES, 2003. p.90). Todas as
conclusdes foram tomadas ao nivel de significaAncia de 5% e o intervalo de confianga
de 95%.
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7 RESULTADOS

7.1 ARTIGO - Niveis de receptores soluveis de TNF (sTNFR1 e sTNFR2)
aumentam de acordo com agravamento na COVID-19. O artigo sera submetido para

a revista Immunobiology.
Resumo

A grande produgao de citocinas inflamatérias é um processo essencial na
patogénese da COVID-19. O TNF é uma citocina pro inflamatdria multifacetada, que
possue receptores soluveis e membranares envolvidos na cascata imune em
processos inflamatorios sistémicos. Conhecer o papel desses receptores ajudara no
melhor entendimento da imunopatogénese desta enfermidade. O objetivo do
presente estudo foi verificar os niveis séricos dos receptores soluveis, sTNFR1 e
sTNFR2, em pacientes com COVID-19. Foram incluidos 131 pacientes confirmados
para o SARS-CoV-2, separados em trés grupos: pacientes de enfermaria sem
suporte de O2, grupo A (14); pacientes de enfermaria com suporte de O2, grupo B
(85), e pacientes em unidade de terapia intensiva (UTI), grupo C (32), sendo os
receptores dosados por CBA. Os resultados demonstraram que os sTNFR1 e
sTNFR2, tem associagdo com gravidade da doencga, encontrando-se em maiores
valores nos pacientes com COVID-19 mais grave quando comparados com o
estagio mais leve, podendo ser possiveis biomarcadores de progressdo da doenca.
Quanto aos niveis dos receptores e sua relagdo com grau de acometimento
pulmonar, encontramos maiores valores de sTNFR1 em pacientes com menor grau
de acometimento, sugerindo que processos inflamatorios referentes ao TNF n&o
estejam necessariamente associados ao local primario de infecgdo. Ao analisarmos
o grupo de pacientes que foram a ébito em comparagao com os recuperados, houve
aumento significativo de ambos os receptores no grupo de oébitos. Esses achados
sugerem uma importante influéncia dos receptores soluveis nos processos
inflamatorios envolvidos na patogénese da COVID-19, portanto, sugerimos entdo a
utilizagdo desses receptores como biomarcadores de gravidade e mortalidade da

doenca.

Palavras-chave: COVID-19; Receptores; sTNFR1; sTNFR2; TNF; Biomarcador.
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1 INTRODUGAO

A pandemia pelo virus da sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2
(SARS-CoV-2), que ocasiona a doenga coronavirus 19 (COVID-19) segue sendo
uma grande crise de saude publica que vem se alastrando por todo o0 mundo desde
seu inicio em 2019, na cidade de Whuan, na China. Até o momento, ja afetou mais
de 414 milhdes de pessoas, acarretando uma mortalidade de mais de 5 milhdes de
pessoas ao redor do mundo (WHO, 2022).

Por ser uma doencga altamente transmissivel e danosa ao individuo,
pesquisadores buscam entender os aspectos imunoldgicos da doenga. Onde ja ha
diversos estudos que associam a gravidade da doenga a uma resposta
descontrolada do sistema imune (LUCAS et al.,, 2020; MATHEW et al.,2020). A
proliferagdo viral do SARS-CoV-2 no organismo, é responsavel por uma elevagao
expressiva na produgao de citocinas pré inflamatodrias, evento conhecido como
“tempestade de citocinas” (COPERCHINI et al., 2020; METHA et al., 2020; YE et al.,
2020). Este evento, € uma resposta inflamatéria ndo controlada e sistémica,
resultante producdo e liberagdo em excesso de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias, que iram colaborar para o agravamento do quadro clinico do individuo,
podendo progredir para sindrome respiratdria aguda grave (SRAG) e dano aos
diversos tecidos. Varios sdo os estudos focados na busca de opg¢des de tratamento
e na identificagdo de possiveis biomarcadores (MALIK et al., 2021; PONTI et al.,
2020; STASI et al., 2020).

O fator de necrose tumoral (TNF), € uma das citocinas pré-inflamatérias mais
importantes para a defesa do hospedeiro e para a sobrevida celular, atuando nos
processos inflamatorios, lise tumoral, apoptose, imunomodulagéo e outros (CHU et
al., 2013; CROFT et al., 2009; SEDGER er al., 2014). Sua ativagao se da através da
ligacdo com dois receptores de superficie celular, 0 mMTNFR1 e o mTNFR2. O
TNFR1 é expresso na maioria dos tecidos e sua agao apos ligacdo com TNF esta
relacionado a apoptose celular, e o0 TNFR2, tem expressado mais restrita ass células
imunes e sua sinalizagéo é responsavel pela sobrevivéncia celular (CHU et al., 2013;
BREMER et al., 2013). Os receptores de superficie podem ser clivados originando
os receptores soluveis (STNFR1 e sTNFR2), e sdo conhecidos como antagonistas
naturais da acado do TNF, e consequentemente diminuem a resposta inflamatoria
induzida pelo TNF (VAN ZEE et al., 1992).
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Conhecendo os eixos de sinalizacdo TNF/TNFR1 e TNF/TNFR2 na COVID-
19, torna-se possivel montar estratégias farmacoldgicas para controlar a inflamacgéo.
Com relacao aos receptores soluveis sTNFR1 e sTNFR2 e a COVID-19, os estudos
sd0 escassos e por vezes contraditorios. Algumas pesquisas relatam baixos niveis
do receptor sTNFR1 em paciente com a COVID-19 (BRATRAJU et al., 2021; SINHA
et al., 2020) e outros acreditam que ha um aumento do sTNFR1 em pacientes com a
COVID-19 (MCELVANEY et al., 2020; MORTAZ et al.,2021). E alguns poucos
estudos relatam o papel dos dois receptores soluveis na COVID-19, afirmando que
ha aumento nos pacientes da doenga e principalmente em seu estado mais grave
(FERRANCHO et al., 2022; PALACIOS et al., 2021).

Contudo, avaliar os niveis dos receptores soluveis nos diferentes estagios
clinicos da doenca, além disso, nosso estudo é o primeiro que se propds a avaliagao
dos niveis dos receptores soluveis com o grau de acometimento pulmonar dos
pacientes. Tais resultados nos permitrdao um melhor conhecimento da

imunopatogenese da doenca e serem estes possiveis biomarcadores de gravidade.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Populagao e local de estudo

Este estudo foi conduzido de acordo com as recomendacdes do comité da
etica do Hospital das Clinicas (UFPE) (CAAE: 30323620.1.3002.8807). Todos os
sujeitos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de acordo com as
diretrizes da Resolucdo CNS 466/2012 do Conselho Nacional de Saude/Ministério
da Saude do Brasil. Foram selecionados 131 pacientes com diagnéstico positivo (por
RT-PCR) com a COVID-19, atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (HC/UFPE). Apds assinarem o termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) foram coletados 4 mL de sangue, para obtencdo do soro,
identificadas e armazenadas a -20°C na soroteca do Laboratério de
Imunoparasitologia do Instituto Aggeu Magalhdes — IAM/Fiocruz-PE. Os pacientes
foram incluidos em trés grupos: Grupo A: pacientes internados em enfermaria sem
necessidade de suporte de O2; Grupo B: pacientes internados em enfermaria com
necessidade de suporte de O2 e Grupo C: pacientes internados em unidade de

terapia intensiva (UTI).
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Para as analises utilizando a tomografia computadorizada do térax, que afere
0 grau de acometimento pulmonar, foram divididos da seguinte forma: Grupo 1:
pacientes leves, caracterizados com < 25% de acometimento pulmonar; Grupo 2:
pacientes moderados, caracterizados entre 25-50% de acometimento pulmonar;
Grupo 3: pacientes graves, caracterizados com >50% de acometimento pulmonar.
Dados demograficos, laboratoriais, de imagem, foram consultados através do

prontuario do paciente (tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacao dos pacientes

Total Grupo A Grupo B Grupo C
(n=131) (n=14) (n= 85) (n=32)

Idade(anos) 52,3 (19-91) 54,8 (23-90) 53,7 (19-91) 53,4 (26-88)
Sexo

Homens 69 (562,7%) 10 (71,4%) 38 (44,7%) 21 (65,6%)

Mulheres 62 (47,3%) 4 (28,6%) 47 (55,3%) 11 (34,4%)
Comorbidades

Diabetes 32 (24,4%) 5(35,7%) 19 (22,3%) 8 (25 %)

Hipertensao 67 (51,1%) 8 (57,1%) 43 (50,6%) 16 (50%)

Outras* 28 (21,3%) 4 (28,5%) 5 (5,8%) 21 (65,6%)
Obitos 11 (8,40%) 0 (0,0%) 1(1,18%) 10 (31,2%)
Sintomas

Febre 76 (58,0%) 7 (50,0%) 55 (64,7%) 15 (46,8%)

Tosse 79 (60,3%) 6 (42,8%) 57 (67,0%) 16 (50,0%)

Dispneia/desconforto 88 (67,1%) 6 (42,8%) 65 (76,4%) 17 (53,1%)
respiratério

Assintomaticos 3(2,3%) 2 (14,2%) 0 (0,0%) 1(3,1%)

Outros** 14 (10,6%) 1(7,1%) 3 (3,5%) 10 (31,2%)
Acometimento
pulmonar®

<25% 28 (21,3%) 6 (42,8%) 16 (18,8%) 6 (18,7%)

25-50% 61 (46,5%) 4 (28,5%) 40 (47,0%) 17 (53,1%)

>50% 42 (32,0%) 4 (28,5%) 29 (35,3%) 9 (30,0%)

*neoplasia, obesidade, imunossuprimidos, doengas aut;)imunes, doenga crbnicas; **dor de cabeca,
astenia, distenia, mialgia, artralgia, anosmia, ageusia. "medido por tomografia computadorizada do
térax.

2.2 Quantificagado de receptores soluveis de TNF (sTNFR1 e sTNFR2) em soro
por Cytometric Bead Array (CBA).

Os niveis de receptores soluveis de TNF (STNFR1 e sTNFR2) e TNF foram
quantificados nas amostras de soro dos individuos através do sistema Cytometric

Bead Array (CBA) Human Flex, seguindo as instrugbes do fabricante (Beckton
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Dickson®, Nova Jersey, EUA). As beads foram adquiridas dentro de 24h utilizando o
citdmetro de fluxo FACScalibur (Beckton Dickson®, Nova Jersey, EUA) e analisadas
através do Software FCAP Array versdo 3.01 (Beckton Dickson®, Nova Jersey,
EUA).

2.3 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do software PRISM-GRAPHPAD 9.0
Windows® (E.U.A.). A apresentagdo das variaveis mensuradas foi realizada através
de medidas descritivas como: média, mediana e desvio padrdo. Inicialmente foi
aplicado um teste de normalidade (D’Agostino) onde foi verificado que os dados
eram nao parameétricos, posteriormente foi utilizado o Kruskal-Wallis para avaliar a
associagao entre os grupos. Verificada a associagédo, o teste Mann-Whitney foi
utilizado para as comparagdes quantitativas dos receptores e citocina entre grupos.
A avaliacdo das correlacdes entre foi realizada através do teste de correlagdo nao-
paramétrica de Spearman. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de

significancia de 5% e intervalo de confianca de 95%.
3 RESULTADOS

3.1 Os receptores soluveis de TNF aumentam progressivamente com a
gravidade da doenca.

Ao observamos os niveis dos receptores, verificamos que o sSTNFR1 e
SsTNFR2 estdo elevados nos grupos B e C quando comparados ao grupo A. No
receptor sTNFR1 foi observado diferenga estatistica significativa entre os grupos A e
C e entre os grupos B e C (figura 1A). E para o sTNFR2 foi observada o mesmo
padrao, entre os grupos A e C e para os grupos B e C (Figura 1B). Aumentando
assim de forma progressiva os receptores soluveis a medida que ocorre o
agravamento da doencga, para sTNFR1, as medianas em cada grupo foram, grupo A:
139; grupo B: 182 e grupo C: 397 e para o sTNFR2 foram, A: 3188; grupo B: 3601 e
grupo C: 5058.
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Figura 1. Concentracdo dos receptores soluveis (sSNTFR1 e sTNFR2) em soro de pacientes
infectados por SARS-CoV-2. Legenda: Grupos A (n=14), B (n=85) e C (n=32). As linhas representam
a mediana de cada grupo e as diferengas estatisticas sdo indicadas pelas barras sendo
representadas valores de p, sendo significativo o P <0,05.

3.2 Comportamento dos receptores soluveis nos diferentes niveis de

acometimentos pulmonares.

Verificamos um aumento dos niveis séricos do receptor sTNFR1 no grupo 1,

sendo observada a diferenca estatistica significativa entre os grupos 1 e 3 (figura 2).
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Quando realizada as mesmas analises para o sTNFR2, ndo foi verificada nenhuma

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 2. Concentragao do receptor soluvel (sSNTFR1) em soro de pacientes infectados por SARS-
CoV-2 relacionado com o grau de acometimento pulmonar. Legenda: Grupos 1 (n=28), 2 (n=61) e 3
(n=42). As linhas representam a mediana de cada grupo e as diferengas estatisticas sao indicadas
pelas barras sendo representadas valores de p, sendo significativo o P <0,05.

3.3 Relagao entre os individuos que foram a 6bito vs individuos recuperados
da COVID-19 com os receptores soluveis.

Ao realizamos o teste para observar o comportamento dos receptores
soluveis nos pacientes que se recuperaram e nos pacientes que foram a oébito pela
COVID-19. Verificamos que houve aumento significativo de ambos os niveis dos
receptores soluveis no grupo de pacientes que foram a ébito, quando comparados
com os recuperados, observamos que para o sNTFR1 um p= 0,0078, onde a
mediana do grupo recuperados € de 201,1 e do grupo 6bitos € de 555,3 e para o
sNTFR2, o p= 0,0051 onde a mediana do grupo recuperados é de 3801 e do grupo
Obitos é de 5794.

3.4 Correlacao positiva dos receptores soluveis nos diferentes estagios
clinicos da COVID-19.

Ao avaliar a relagdo dos receptores com os diferentes estagios clinicos da

COVID-19, foi observado a correlagdo positiva, nos grupos B e C, indicando que
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quando ha o aumento de sTNFR1 também aumenta o sTNFR2. No grupo A, n&o foi
verificada correlagdo com os receptores (tabela 2)

Tabela 2: Correlagdo entre a concentracdo séricas de sTNFR1/TNFR2 nos diferentes

estagios clinicos COVID-19

Grupo A Grupo B Grupo C
r p** r p r p
sTNFR1x sTNFR2 0,23 0,4 0,53 <0,0001 0,60 0,0027

r*: rank de Spearman; p**: p value

3.5 Correlagao positiva dos receptores soluveis com o tempo de internamento

dos pacientes com a COVID-19.

Ao avaliar a correlacéo do tempo de internamento dos pacientes com COVID-
19 e os receptores soluveis, observamos uma correlagéo positiva, ou seja, quanto
maior o tempo de internamento do paciente maior € o aumento dos niveis dos

receptores soluveis.

Tabela 3: Correlagcdo entre a concentracdo séricas de sTNFR1/2 com o tempo de

internamento dos pacientes com COVID-19

Pacientes com COVID-19

r* p**
sTNFR1x TI* 0,2920 0,0008
sTNFR2x TI* 0,3895 <0,0001

r*: rank de Spearman; p**: p value; T tempo de internagao

3.6 Correlagao positiva dos receptores soluveis com dados laboratoriais.

Diversos foram os parametros laboratoriais analisados, entre eles contagem
de linfécitos, contagem de leucdcitos totais, contagem de plaquetas, D-dimero, PCR,
DHL, CPK, creatinina, ferritina. Entretanto, para o sTNFR1 foi observado apenas
correlagao positiva com os niveis de creatinina e leucécitos e, para o sTNFR2, uma
correlagao positiva com a creatinina e o DHL.
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Tabela 4: Correlacdo entre a concentracdo sérica de sTNFR1/TNFR2 com parémetros

laboratoriais dos pacientes com a COVID-19

Pacientes com COVID-19

sTNFR1 x leucdcitos E),4 20,0001
sTNFR1 x creatinina 0,27 0,0020
sTNFR2 x leucécitos 0,52 <0,0001
sTNFR2 x DHL 0,41 0,0005

r*: rank de Spearman; p**: p value;

4 DISCUSSAO

Alguns estudos relataram que na COVID-19 ha um aumento expressivo dos
niveis séricos de TNF e que sua atividade pro inflamatdria € marcante nos diferentes
niveis da doenga (leve, moderada e grave), favorecendo o processo de progressao
para forma grave da doenca, a sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) (CHEN et
al., 2020; HU et al., 2021; HUANG et al., 2020; QIN et al., 2020). Portanto as vias de
sinalizacdo TNF/TNFR1 e TNF/TNFR2, possuem importancia na defesa do
hospedeiro, no desencadear e controle da inflamagao e progressao na COVID-19
(AHMAD et al., 2021; LI et al., 2020). Nosso trabalho, buscou avaliar os receptores
soluveis de TNF, que sao descritos como possiveis bloqueadores naturais da acao
do TNF, a fim de avaliar suas funcdes atuantes no auxilio ou inibicao na atividade do
TNF e se sdo possiveis biomarcadores imunoldgicos de gravidade e/ou prognéstico.

Nossos resultados demonstraram que os receptores sTNFR1 e sTNFR2,
estdo em niveis aumentados no grupo de pacientes que estavam com grau mais
avancado da doencga (grupo C), que estdo na UTI, quando comparados com os
grupos de pacientes com o quadro leve e com o quadro moderado, sem
necessidade de UTI (grupos A e B, respectivamente). Este resultado indica que o
aumento progressivo de ambos os receptores esta relacionado, de alguma forma,
com o agravamento da doencga. Este aumento pode estar associado a diversos
mecanismos inflamatérios, como por exemplo, a “tempestade de citocinas” que

eleva os niveis séricos das citocinas pro-inflamatérias (MANGALMURTI et al., 2020;
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PEDERSON et al., 2020), como por exemplo, o TNF, e consequentemente eleva a
produgao dos seus receptores.

Estes resultados supracitados corroboram com os achados de Palacios et al.,
(2021) e Ferrando et al., (2022), que encontraram niveis elevados de ambos os
receptores, principalmente no grupo de pacientes admitidos em UTI. Podemos entao
considerar ambos o0s receptores como possiveis biomarcadores de gravidade da
doencga, visto que nos grupos mais graves, houve uma elevagiao expressiva e
estatisticamente significativa entre o grupo A x grupo C e entre grupo B x grupo C.

Outro achado de nosso estudo, que ndo observamos na literatura, foi o
resultado da analise dos niveis dos receptores solluveis em comparagdo com o grau
de acometimento pulmonar dos pacientes com a COVID-19. Verificamos que ha um
aumento dos niveis séricos do receptor sTNFR1 no grupo 1. Esse resultado indica
que o aumento dos niveis de STNFR1 n&o estdo associados a um maior grau de
acometimento pulmonar, ja que o grupo de menor acometimento € quem possui 0s
altos niveis do sTNFR1; podendo ser indicativo que a citocina TNF ndo esta
necessariamente associada ao processo inflamatério direto no tecido pulmonar
(local de infeccdo primaria), sendo que as vias de sinalizagdo dos sTNFR’s pode
estar relacionadas a uma inflamagéo sistémica, mediando a faléncia de o6rgaos
distantes, ao invés de ser no local primario da inflamacéo. Corroborando assim com
achados de Ferrando et al., (2022), entretanto avaliaram a atividade pulmonar
através da insuficiéncia respiratoria em termos de relacdo PaO2 /FiO2.

Ao analisarmos os desfechos clinicos de recuperados e 6bitos da COVID-19
em relacdo aos niveis dos receptores soluveis, foi observado um aumento
estatisticamente significativamente de ambos os niveis dos receptores soluveis, no
grupo de pacientes que foram a obitos, quando comparados com o0s pacientes
recuperados. Sendo assim podemos indicar a utilizagao desses receptores que além
de biomarcadores de gravidade, podem servir como biomarcadores de mortalidade.
Nossos resultados estdo de acordo com os estudos de Mortaz et al., 2021, que
afirma que o aumento do sTNFR1 é um biomarcador para mortalidade e o estudo de
Ferrando et al., 2022, que conclui que o marcador sTNFR1 e sTNR2 foram
preditores independentes de morte quando ajustados para idade e insuficiéncia
respiratoria.

Identificamos também uma correlacdo positiva na avaliacdo dos receptores

com os diferentes estagios clinicos da COVID-19, nos grupos moderado e grave,
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apresentou um aumento concomitante de ambos os receptores. Mas, quando visto
para o grupo leve, ndo houve correlagdo entre os receptores. Fundamentando ainda
mais nossa teoria da utilizagado dos receptores como biomarcadores de gravidade da
doenca.

Quanto ao tempo de internamento dos pacientes com COVID-19 e os
receptores soluveis, foi observado que quanto maior o tempo de internagdo do
paciente ha um aumento dos niveis dos receptores soluveis, apresentando
correlagcdes positivas. Reforcando a hipétese de que pacientes que apresentam um
quadro mais avang¢ado da doencga e consequentemente de inflamacao, necessita de
suporte hospitalar, ja que ha o aumento dos receptores/marcadores, permanecendo
assim, mais tempo internado. Entretanto, este tempo de internacdo é necessario
para que o paciente controle os processos de resposta inflamatoria e se recupere da
doenca. O paciente que veio a Obito apresentou um aumento de ambos os
marcadores.

Nao observamos correlacbes com os marcadores laboratoriais PCR e D-
dimero, corroborando nossos resultados com o estudo de Ferrando et al., 2022,
além disso outro fator importante € a utilizagado de corticosteroides e anticoagulantes
pelos pacientes, que podem ter influenciado as concentragdes dos marcadores PCR
e D-dimero, respectivamente (CUI et al., 2021; HAYIROGLU et al., 2020) . Em
relagdo a creatinina, marcador de atividade renal, identificamos uma correlacéo
positiva com o sTNFR1, podendo este aumento ter relagdo com a insuficiéncia renal
que alguns dos pacientes apresentam, entretanto ndo foi um parametro diretamente
avaliado no nosso estudo. Mas, em estudo de Ferrando et al., 2022, o aumento dos
receptores soluveis de TNF foi associado com uma progressédo e desenvolvimento
da insuficiéncia renal aguda, os autores sugerem novos estudos, para considerar
esses receptores como possiveis alvos de tratamento.

Com relagao a contagem de leucdcitos, houve correlagédo positiva com ambos
os receptores soluveis, entretanto ndo encontramos na literatura relagdo entre a
contagem de leucdcitos e os receptores soluveis de TNF. Ainda ha contradicées na
literatura se na infecgado pelo SARS-CoV-2, resulta em leucocitose (HENRY et al.,
2020) ou leucopenia (HUANG et al., 2020).

E por fim, com relagdo ao DHL, foi observada uma correlagcéo positiva com o
sTNFR2. Diversos estudos relatam um aumento nos niveis de DHL em pacientes
com COVID-19 (CHEN et al., 2020; LIU et al., 2020; WANG et al., 2020; ZHOU et al.,
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2020) e outros estudos associaram esta variavel a um maior risco de gravidade da
doenca e possivel biomarcador de progndéstico para o desenvolvimento da sindrome
respiratoria aguda grave (SRAG) (HAN et al., 2020; LI et al., 2020). Entretanto
nenhum estudo correlacionou o sSTNFR2 com DHL, mas acreditamos que devido ao
ambiente altamente inflamatério conduzido pela infeccdo do SARS-CoV-2, a
infecgdo esteja influenciando os altos valores de ambos os marcadores. Visto que o
DHL é importante no metabolismo da glicose que esta presente em todos os tecidos
e catalisa a conversao de lactato, que é liberado das células apdés dano de sua
membrana citoplasmatica. De fato, estudos relatam a importancia do DHL como
indicador de doengas pulmonares (CALDERON et al., 2010; LEE et al., 2012; MO et
al., 2018).

Muitos estudos indicam o papel dos receptores de TNF como possiveis
bloqueadores da agdo da citocina TNF. Entretanto, observamos que ambos os
receptores encontram-se elevados nos casos mais graves da doencga, este dado
sugere duas hipoteses que poderao ser avaliadas futuramente: a primeira, € que
como ja se é relatado altos niveis de TNF durante a infecgdo por coronavirus, pode
estar havendo uma producdo em massa e diretamente proporcional desses
receptores soluveis, no objetivo de se ligar ao TNF e bloquea-lo, ou, a segunda
hipotese € que esses receptores soluveis estejam ativando alguns mecanismos
inflamatdrios ndo classicos, que vai contribuir para a tempestade de citocinas e
acarretara uma progressao negativa da doenca.

Portanto, nossos dados indicaram que sTNFR1 e o sTNFR2 estdo
aumentados na condig¢ao clinica mais grave de COVID-19, sugerindo que ambos os
receptores sao possiveis biomarcadores de gravidade e mortalidade da infecgao por
SARS-CoV-2. Entretanto, estudos que busquem avaliar a presenga dos receptores
de superficie nas celulas sdo necessarios para a comprovagao de uma das nossas
hipoteses levantadas e com isso, contribuirem para um melhor entendimento da

imunopatogénese da COVID-19.
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8 CONCLUSOES

Nossa investigacdo sugere que os receptores soluveis estdo envolvidos nos
processos inflamatorios que compde a imunopatogénese da COVID-19. Ambos os
receptores (STNFR1 e sTNFR2) elevam-se progressivamente ao decorrer de cada
nivel de gravidade da doenga. E nos pacientes que foram a ébito, ambos receptores
estdo elevados tornando, assim, biomarcadores de gravidade e mortalidade. Ha
necessidade de maiores estudos sobre os receptores de TNF, principalmente os de
membrana, para um melhor entendimento da atividade da citocina na infecgcédo pelo
SARS-CoV-2.
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