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RESUMO

A COVID-19 é uma doenca altamente contagiosa, primordialmente associada ao sistema
respiratorio, causada pelo SARS-CoV-2. Sua disseminacao iniciou-se em dezembro de 2019,
em Wuhan, na China e sua rapida contaminacdo resultou em uma crise de saude publica
mundial, manifestando-se com um espectro amplo com progressdao frequente a uma
desregulacdo imunoldgica em quadros de hiperinflamacdo. O decurso fisiopatolégico da
COVID-19 estabelece correlagédo direta com a ativacdo de TLRs e a consequente cascata de
sinalizacdo MyD88 dependente. Visando estabelecer um comparativo entre o cenario agudo e
0 p6s-COVID, a pesquisa foi desenvolvida na regido da Baixada Santista - SP, incluindo
individuos atendidos nos hospitais Santa Casa de Santos e Hospital Municipal Guilherme
Alvaro devido a complicacdes da infeccdo por SARS-CoV-2. O estudo contou com n de 68
individuos distribuidos em: (I) 46 pacientes pds-COVID e (1) 22 controles. A partir da amostra
sanguinea coletada, os mondcitos foram isolados e submetidos a extracdo de RNA, sintese de
cDNA e gPCR para analise dos seguintes genes: TLR4, TIRAP, MYD88, BTK, IRAK4, IkB,
NF-kB, NLRP3, IL-1p e IL-18. A relevancia estatistica dos dados foi avaliada pelo teste de
Mann Whitney, considerando p<0,05.0 presente trabalho apresentou uma diminuicdo da
maioria dos genes cruciais para a ativacdo de NF-«xB pela via de sinalizacdo TLR4/MYD88 —
MYDS8S; BTK; IRAK4; IkB; e, NF-kB. Bem como a diminui¢do de um de seus mediadores
inflamatorios transcritos — IL-18. Resultados esses, distintos aos observados nas andlises de
expressdo de mRNA referentes aos demais produtos de tal cascata— NLRP3 e IL-1 — uma vez
gue estes ndo mostraram diferenca estatistica significativa. Desse modo, expde-se um indicativo
de um possivel cenario de imunossupressdo ocasionado por uma reprogramacao celular ap6s a
COVID-19.

Palavras-chave: sindrome p6s-COVID (SPC); monocitos; inflamassoma; NF-kB e

reprogramacao celular.



ABSTRACT

COVID-19 is a highly contagious disease, primarily associated with the respiratory system,
caused by SARS-CoV-2. Its spread began in December 2019 in Wuhan, China and its rapid
contamination has resulted in a global public health crisis, manifesting itself with a broad
spectrum with frequent progression to immune dysregulation in hyperinflammatory conditions.
The pathophysiological course of COVID-19 establishes a direct correlation with the activation
of TLRs and the consequent MyD88-dependent signaling cascade. In order to establish a
comparison between the acute and post-COVID scenarios, the study was conducted in the
Baixada Santista region - SP, including individuals treated at the Santa Casa de Santos and
Hospital Municipal Guilherme Alvaro hospitals due to complications from SARS-CoV-2
infection. The study included 68 individuals distributed into: (1) 46 post-COVID patients and
(1) 22 controls. From the blood sample collected, monocytes were isolated and subjected to
RNA extraction, cDNA synthesis and qPCR for analysis of the following genes: TLR4, TIRAP,
MYD88, BTK, IRAK4, IkB, NF-xB, NLRP3, IL-1p and IL-18. The statistical significance of
the data was assessed using the Mann Whitney test, considering p<0.05. The present study
showed a decrease in most of the genes crucial for the activation of NF-xB via the
TLR4/MYD88 signaling pathway - MYD88; BTK; IRAK4; 1kB; and NF-xB. As well as a
decrease in one of its transcribed inflammatory mediators - 1L-18. These results are different to
those observed in the mMRNA expression analyses for the other products of this cascade - NLRP3
and IL-1p - since they showed no statistically significant difference. This is indicative of a

possible immunosuppression scenario caused by cell reprogramming after COVID-19.

Keywords: post-COVID syndrome; monocytes; inflammasome; NF-«xB and cell

reprogramming.
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1. INTRODUCAO

1.1. SARS-COV-2 e a COVID-19

Em marco de 2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou estado pandémico
devido a disseminacdo do virus denominado Coronavirus 2 da Sindrome Respiratdria Aguda
Grave (SARS-Cov-2) (Sohrabi; Alsafi; O'Neill; Khan et al., 2020). Relatado pela primeira vez
em Wuhan, China, 0 SARS-Cov-2, agente causador da doenca infecciosa COVID-19, acomete
principalmente o trato respiratorio. Mundialmente, os sistemas de salde tornaram-se
rapidamente sobrecarregados por pacientes infectados, acarretando cerca de 8,5 milhdes de
Obitos até o primeiro semestre de 2023 (COVID, 2020; Zhu; Zhang; Wang; Li et al., 2020).

No Brasil foram registrados, até abril de 2023, 1.157.748 6bitos dentre 46,7 milhdes de
casos de COVID-19 (Paulo, 2023). O estado de Sdo Paulo alcancou o numero de 277.103
oObitos, sendo 10,7 milhdes o total de infectados (Paulo, 2023). No municipio de Santos — SP, é
observado uma incidéncia de mortalidade de 3.540 pacientes dentre os 105.868 acometidos pelo
virus (Santos, 2023).

Apesar de tal cenario alarmante, as coronaviroses ndo eram ao todo desconhecidas. Nos
anos de 2002 e 2012, a sociedade foi alvo de dois relevantes virus da familia Coronaviridae,
sendo eles o Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV) e o Coronavirus
da Sindrome Respiratdria do Médio Oriente (MERS-CoV), respectivamente (Hu; Guo; Zhou;
Shi, 2021). O SARS-CoV, em 2002, assim como o atual coronavirus, surgiu na China, porém
tomou proporcdes reduzidas, apresentando 8.422 casos e causando a morte de 916 infectados.
Posteriormente, em 2012, 0 MERS-CoV manifestou-se como uma epidemia nos Paises Arabes,
acometendo cerca de 1.800 individuos (Kadam; Sukhramani; Bishnoi; Pable et al., 2021). No
final de novembro de 2019 foram contabilizados 2.294 casos, dentre os quais 858 repercutiram

em Obito (Souza; Silva; Pinheiro; Santos, 2021).

Com o aumento de quadros de infecc¢Ges similares a sindrome respiratéria causada pelos
Coronavirus anteriormente descritos e, com particularidades preocupantes quando a conduta
clinica, foi confirmado, no final de 2019, um novo virus. Analisado por técnicas da biologia
molecular, foi observado que seu genoma era incompativel com qualquer outro previamente
sequenciado. Posto isso, 0 novo coronavirus, foi primeiramente denominado 2019-nCoV

(Weiss; Leibowitz, 2011), porém com pesquisas quanto a sua taxonomia, o virus foi agrupado
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juntamente com o SARS-CoV na classe dos Betacoronavirus. Em marco de 2020, com a
declaracdo de consenso do Comité Internacional de Taxonomia dos Virus, foi renomeado
SARS-CoV-2 (Gorbalenya; Baker; Baric; de Groot et al., 2020).

Caracterizados por possuirem morfologia esférica, com pontas claviformes projetadas
em sua superficie tal como coroas, os virus da familia taxonémica Coronaviridae sdo
responsaveis pelo desencadeamento de quadros infecciosos nomeados como coronaviroses
(Ravi; Saxena; Panda, 2022). A familia coronaviridae € descrita por virus de diametro
aproximado de 60 a 140 nm, com genoma RNA de fita-Unica de sentido positivo, contendo de
26 a 32 quilobases de comprimento e, representando assim o grupo de virus RNAs de maior
tamanho genémico (Kadam; Sukhramani; Bishnoi; Pable et al., 2021; Ravi; Saxena; Panda,
2022). O SARS-CoV-2, agente etioldgico da COVID-19, é classificado como um virus
pertencente a sistematica de ordem Nidoviridales, sendo essa enquadrada na familia
Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae, género Betacoronavirinae e subgénero

Sarbercovirus (Ravi; Saxena; Panda, 2022).

Os virus da familia Coronaviridae dispem-se de um complexo proteico operacional de
grande importancia para seus mecanismos de viruléncia haja visto que tais proteinas, em
conjunto, atuam de forma a viabilizar e garantir a infeccéo viral da célula hospedeira (Kadam;
Sukhramani; Bishnoi; Pable et al., 2021; Ravi; Saxena; Panda, 2022). Em seu genoma estdo
contidas 14 fases abertas de leitura (ORFs), as quais codificam 27 proteinas, sendo de principal
relevancia em sua patogenicidade as proteinas estruturais E, N, M e S (Figura 1) (Li; Jia; Tian;
Wu et al., 2022).

RNA viral

Figura 1. Estrutura do SARS-CoV-2. O RNA viral é complexado com a proteina N para formar um envelope
helicoidal dentro da membrana viral; S, proteina Spike; M, proteina M; E, proteina de envelope; N, proteina de
nucleocapsideo. Adaptado de (Weiss; Leibowitz, 2011).
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A proteina E é uma fragdo importante do envelope viral altamente expressa em células
infectadas pois participa do maquindrio de montagem, brotamento, morfogéneses e
deslocamento de virions (Ravi; Saxena; Panda, 2022). E a menor proteina transmembrana
integral com proporcdes aproximadas de 8 a 12 kD. Atua na interagdo com receptores Toll-Like
de classe 2 (Barnett; Xie; Asakura; Song et al., 2023; Planes; Bert; Tairi; BenMohamed et al.,
2022) e na oligomerizagdo de moléculas de viroporinas, as quais exercem a fungédo de conducéo
de ions para a liberacdo viral da célula (Breitinger; Farag; Sticht; Breitinger, 2022; Kadam;
Sukhramani; Bishnoi; Pable et al., 2021; Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022; Mandala; McKay;
Shcherbakov; Dregni et al., 2020; Zhang; Nomura; Muramoto; Ekimoto et al., 2022).

A proteina N (~43-50 kDa) participa do controle da replicagdo do material genético e
consequentemente de toda a envoltura helicoidal do nucleocapsideo. Além disso, participa da
interacdo virus-hospedeiro por meio da regulacdo do ciclo celular da célula infectada, haja visto
que coordena mecanismos apoptéticos para a facilitacdo da disseminacdo viral (Kadam;
Sukhramani; Bishnoi; Pable et al., 2021; Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022). A proteina M (~25-30
kDa), por sua vez, é de suma importancia na estabilidade da montagem dos virions e atua de
modo a definir a forma do envelope viral. Sua interacdo com a proteina S promove a retencéo
da mesma no compartimento intermediario Reticulo Endoplasmatico-Golgi (ERGIC), atuando
na incorporacgdo de novas particulas virais (Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022).

Disposta como uma camada de espiculos na superficie viral, a proteina Spike (S) é uma
glicoproteina dimérica de aproximadamente 150 kDA composta de 1273 aminoacidos. Tal
estrutura conformacional permite a adesdo e fusdo do virus a sua célula hospedeira, sendo assim
classificada como uma proteina de fusdo de classe 1. A subunidade S1 é formada pela sequéncia
de sinalizacdo RBD (Receptor Binding Domain), a qual possui o receptor RBM (Receptor
Binding Motif), responsavel pela ligacdo com a enzima conversora da angiotensina 2 (ECA-2)
possibilitando a entrada na célula hospedeira. Essa ligacdo leva a uma mudanca de conformacéo
na subunidade S2, promovendo a fusdo da membrana viral com a membrana da célula
hospedeira e iniciando assim o processo de endocitose (Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022; Ravi;
Saxena; Panda, 2022; Zhang; Nomura; Muramoto; Ekimoto et al., 2022).

Para além de tais proteinas estruturais mencionadas, 0s mecanismos patogénicos virais
contam com a acdo de proteinas ndo estruturais, categorizadas como nsps (non-structural
proteins). Dentre as 16 nsps de funcionalidade viral, destacam-se as de correlagdo
fisiopatoldgica nspl, nsp2 e nsp3 (Kadam; Sukhramani; Bishnoi; Pable et al., 2021)
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Ligando-se a subunidade 40s ribosomal, a nspl atua na inibigéo da traducdo proteica da
celula hospedeira. Outro mecanismo de interacdo envolve as proteinas humanas prohibitin 1 e
prohibitin 2, as quais quando ligadas a nsp2, acarretam uma disfuncdo na morfologia
mitocondrial e na proliferacdo celular (Kadam; Sukhramani; Bishnoi; Pable et al., 2021). A
nsp3, por sua vez, ¢ uma proteina de maltiplos dominios, sendo um dos quais 0 ADP-ribose
fosfatase (ADRP) que apresenta um sitio de ligagdo ADP-ribose (ADPr) responsavel pela
interacdo com vias de resposta imunoldgica, como a via de sinalizacdo do fator nuclear kappa
B (NF-xB) (Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022). Seus demais dominios correlacionam-se com
processos de desubiquitinacdo, levando ao escape de protedlise, e com a inibicdo de processos
traducionais do hospedeiro (Kadam; Sukhramani; Bishnoi; Pable et al., 2021).

Apresentando tais caracteristicas patogénicas, 0 SARS-CoV-2 propagou-se rapidamente
por todo o mundo demonstrando uma alta capacidade de transmissibilidade e, sendo assim uma
ameaca para a satde publica mundial. Bem como 0s outros coronavirus respiratorios, o contato
direto e as goticulas respiratdrias sdo as principais vias de transmissao, podendo ter como via
de entrada a mucosa dos olhos, nariz ou boca quando os infectados tossem ou espirram (Barnett;
Xie; Asakura; Song et al., 2023; Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022; Mandala; McKay; Shcherbakov;
Dregni et al., 2020; Tay; Poh; Rénia; MacAry et al., 2020)

Apos a infecgdo, o periodo de incubacdo média € de 4 a 5 dias, tendo inicio dos sintomas
no intervalo de 6 a 9 dias, de modo que 97,5% dos doentes sintométicos desenvolvem sintomas
no prazo médio de 11,5 dias (Tay; Poh; Rénia; MacAry et al., 2020). A carga viral, quando
mensurada em individuos acometidos pela COVID-19, foi correlacionada com um pior
progndstico do quadro clinico, visto que em pacientes mais graves a quantificacdo foi mais

elevada e de maior (Umakanthan; Sahu; Ranade; Bukelo et al., 2020).

A infeccdo da COVID-19 inicia-se com a ligacdo do receptor RBM da subunidade S1
com o dominio da peptidase ECA-2 (Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022), tendo, portanto, como
principais alvos, células epiteliais das vias respiratorias, células endoteliais vasculares e
macrofagos nos pulmdes, uma vez que essas expressam em abundancia o receptor de entrada
(Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022; Zhang; Xiang; Huo; Zhou et al., 2021).

A internalizacdo na célula depende da ativagdo da proteina S realizada por diferentes
mecanismos. A clivagem em seus dois dominios, € feita pela acdo enzimatica proteolitica da

furina, resultando em uma mudanga conformacional da subunidade S2. O dominio protease da
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TMPRSS2 (host type Il transmembrane serine protease 2), cliva e apara a porgéo S2 expondo
assim o peptideo de fusdo e inserindo-o na membrana da célula hospedeira. Em sequéncia, a
estrutura HR do dominio S2 forma um complexo com feixes antiparalelos de 6 hélices,
aproximando a particula viral da membrana celular. As proteases Catepsina B e L sdo de suma
importancia para o proceder da infec¢do, uma vez que, em pH acido, assumem sua forma ativa
e realizam a fusdo com a membrana endossomal, permitindo a liberacdo do genoma de RNA
viral (Figura 2 - Etapa 1) (Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022; Zhang; Xiang; Huo; Zhou et al.,
2021).

Como o genoma do SARS-CoV-2 consiste em uma molécula de RNA de polaridade
positiva, 0 mesmo pode ser imediatamente transcrito pela maquinaria celular, produzindo os
polipeptideos ppla e pplab, pelas fases abertas de leitura ORF-1a e ORF-1b (Figura 2 - Etapa
2). Tais polipeptideos passam por um processo de clivagem proteolitica originando as proteinas
ndo estruturais (nsps) (Figura 2 - Etapa 3) (Kadam; Sukhramani; Bishnoi; Pable et al., 2021,
Karki; Kanneganti, 2022; Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022; Malone; Urakova; Snijder; Campbell,
2022; V'Kovski; Kratzel; Steiner; Stalder et al., 2021; Wu; O'Kane; Peng; Bi et al., 2020; Yan;
Zheng; Zeng; He et al., 2022). Para a garantia da amplificacdo viral, € de suma importancia a
formagédo do Complexo Replicagdo-Transcrigdo (RTC), estabelecido principalmente pela nsp
12 em conjunto com as nsps 7 e 8, constituintes do dominio RARP (RNA polimerase dependente
de RNA), o qual atua de modo a replicar o material genémico viral formando novas moléculas
de RNA de sentido positivo (Figura 2 - Etapa 4) (Kadam; Sukhramani; Bishnoi; Pable et al.,
2021; Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022; Malone; Urakova; Snijder; Campbell, 2022; V'Kovski;
Kratzel; Steiner; Stalder et al., 2021; Wu; O'Kane; Peng; Bi et al., 2020; Yan; Zheng; Zeng; He
etal., 2022).

O RTC se responsabiliza pela transcricdio de mRNA de carater subgénomico,
codificantes de proteinas acessorias e estruturais (Figura 2 - Etapa 5), 0s quais sdo traduzidos
na membrana do reticulo endoplasmético rugoso (Figura 2 - Etapa 6) e em seguida
encaminhadas ao ERGIC. Em seguida os virions maduros séo montados (Figura 2 - Etapa 7)
e liberados por brotamento em vesiculas pelo complexo Golgiense (Figura 2 - Etapa 8), e ao
migrar para a membrana celular € liberado por exocitose (Figura 2- Etapa 9), iniciando uma
nova fase de infec¢do no organismo (Figura 2 - Etapa 5) (Kadam; Sukhramani; Bishnoi; Pable
et al., 2021; Li; Jia; Tian; Wu et al., 2022; Malone; Urakova; Snijder; Campbell, 2022;
V'Kovski; Kratzel; Steiner; Stalder et al., 2021; Yan; Zheng; Zeng; He et al., 2022).



18

SARS-CoV-2

’ ECA-2 TMPRSS2

ORF1a

O
@ Ligac¢do do virus com a ECA-2 Liberagao de novas @
e proteina TMPRSS2 particulas virais

— . I - l — . Veslcula de
RNA gendmico exocitose
sentido + @
@ Transcricao ORF1a e ORF1ab
ppl
( ({:H ::.),/"' Autoprotedlise e clivagem
& X - dos polipeptidecs em nsps m Montagem 46
pr rease SpS = virion
j “‘.«Jarfn P
- 3
> y O
\b" dominio W = _
RARP e

@ Replicagdo do RNA
RNA genomico /\8/\:% gendmico

¢ “\UA nova fita de @ Traducdo das proteinas

A A S0 4 acessorias e estruturais
RNAM ﬂ‘)t‘g,‘ 5
@ Transcricao de RNAm C M <

Figura 2. Mecanismo de infec¢do e replicacdo do SARS-Cov-2. 1 - Proteina S (Spike) do SARS-Cov-2 interage
com receptor ECA-2 da célula hospedeira, ocorrendo acdo da protease TMPRSS2 para que ocorra a fuséo,
endocitose e desnudamento do virus; 2 - As fases abertas de leitura ORF1a e ORF1b do RNA viral so traduzidas
pelo maquinario celular produzindo os polipeptideos ppla e pplab; 3 - Os polipeptideos passam por um processo
de clivagem proteolitica originando as proteinas ndo estruturais (nsps); 4 - O dominio RdRP do complexo RTC
replica 0 RNA genémico; 5 - Os RNAs subgendmicos séo transcritos pelo RTC em mRNA codificante de proteinas
estruturais e ndo estruturais; 6 - mRNA virais sdo traduzidos no reticulo endoplasmético; 7 - As proteinas
estruturais recém sintetizadas seguem para o ERGIC, juntamente com o novo nucleocapsideo (formado pelo RNA
gendmico e proteina N), para a montagem do virion; 8 - Uma nova molécula viral é formada numa vesicula de
exocitose; 9 - Exocitose e liberacdo de novos virus. Adaptado de (Karki; Kanneganti, 2022; Tucker; Lee;
Glaunsinger, 2022).

A presenca de particulas virais caracteriza-se ao sistema imunolégico como moléculas
PAMPs (Padrdo Molecular Associado ao Patdgeno), as mesmas, sdo ativadoras da imunidade
inata por meio da ligacdo com receptores Toll-like (TLRs). Assim como rege o tropismo do
SARS-CoV-2 pelo parénquima pulmonar, sdo ativados TLRs, que desencadeiam uma série de
eventos intracelulares importantes para os processos fisiopatologicos condizentes a infecgdo
viral (Tay; Poh; Rénia; MacAry et al., 2020).
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Em um panorama geral, a sintomatologia da COVID-19 é heterogénea, variando de acordo
com o grau de severidade do quadro e a capacidade de resposta de cada organismo. Os sintomas
mais frequentemente observados na clinica médica sdo: febre (>37.5°C), fadiga, cefaleias,
mialgia/artralgia; além daqueles relacionados as vias aéreas como tosse, perda de olfato, perda
de paladar, dor de garganta, rinorreia e congestdo nasal (Bivona; Agnello; Ciaccio, 2021;
Salepci; Turk; Ozcan; Bektas et al., 2021).

Contrapondo os casos mais leves em que a homeostase € atingida em um curto periodo e
sem grandes complicacbes, os quadros graves da infeccdo apresentam uma resposta
inflamatoria desregulada e disfuncional desencadeando assim uma exacerbacéo de marcadores
imunolégicos a nivel plasmatico. Essa hiperinflamagdo como mecanismo de resposta ao virus
(Figura 3), esta diretamente correlacionada com a severidade e o mal progndéstico do quadro

clinico, tanto a efeitos locais quanto sisttmicos (Tay; Poh; Rénia; MacAry et al., 2020).

Posteriormente a entrada e a realizacdo do ciclo de replicacdo viral, a exocitose de novas
particulas virais desencadeia a piroptose da célula hospedeira (Figura 3 - A), 0 que repercute
em um dispersamento de componentes celulares e, por conta do aumento da permeabilidade
vascular, ha um extravasamento de elementos plasmaticos ao parénquima pulmonar (Figura 3
- B) (Guan; Ni; Hu; Liang et al., 2020). Com a estimulag&o do sistema imune inato a partir do
reconhecimento de PAMPs e de Padres Moleculares Relacionados ao Dano (DAMPs), decorre
a producdo e secrecdo de mediadores inflamatérios como IL-1p, IL-6, IL-8, GM-CSF, TNF-a,
IFN-y, CXCL10, CCL2, CCL3 e CCL4. Assim também, observa-se uma infiltracdo de caréater
mononuclear no espaco intersticial por meio da liberacdo de determinados sinais quimiotaticos
(Figura 3 - C) (Gustine; Jones, 2021).

Para além disso, eventuais sintomas pulmonares associam-se ao caracteristico dano
estrutural acarretado pela lise dos pneumdcitos infectados, a qual promove um exsudato
proteico e a consequente formacdo de edema alveolar (Figura 3 - D) e processos fibréticos
(Figura 3 - E). Elevados indices sistémicos de tais citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias
no foco infeccioso sdo usualmente denominados como tempestade de citocinas (Figura 3 - F)
(Attiq; Yao; Afzal; Khan, 2021).
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Figura 3. Mecanismo da hiperinflamag¢do causada pela infeccdo da COVID-19. A. Piroptose da célula
hospedeira devido a exocitose de novas particulas virais; B. Aumento da permeabilidade vascular do capilar
pulmonar, favorecendo o edema e a quimiotaxia dos leucocitos; C. Infiltrado Linfocitario no intersticio; D. Edema
do tipo exsudato; E. Fibrose como mecanismo de reparo tecidual; F. Tempestade de Citocinas — liberacéo
exacerbada de mediadores pré-inflamatérios; Adaptado de (Gustine; Jones, 2021).

Tal quadro imunomolecular atua de modo a recrutar leucdcitos para o sitio da
inflamacdo em um mecanismo de feedback positivo, destacando-se mondcitos, que se
polarizam em subtipos classicos - macr6fagos M1 - e/ou subtipos alternativos de carater pro
fibrético - macréfago M2 (Gustine; Jones, 2021; Prompetchara; Ketloy; Palaga, 2020;
Saghazadeh; Rezaei, 2020; Yuki; Fujiogi; Koutsogiannaki, 2020). Um aspecto complementar
ao quadro é causado por linfécitos de funcdo citotoxica, subtipos CD4+ e CD8+, os quais
liberam IL-6 e IL-8 de forma significativa, sendo essas, responsaveis pelo aumento da
proliferacdo celular e intensificacdo do recrutamento de novas células leucocitérias ao foco

infeccioso, respectivamente (Yuki; Fujiogi; Koutsogiannaki, 2020).

Tais mediadores sdo responsaveis pela intensificacdo e extensdo do dano tecidual
podendo induzir o desencadeamento da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS), quadros
de pneumonia viral, choque séptico, faléncia multipla de 6rgdos (FMO) e em muitos casos a
morte (Cameron; Bermejo-Martin; Danesh; Muller et al., 2008; Gustine; Jones, 2021,

Prompetchara; Ketloy; Palaga, 2020).

Dado todos os eventos fisiopatoldgicos, é evidente uma diminui¢do na capacidade de

hematose pulmonar, notada clinicamente por dispneia e diminui¢do da saturacdo de oxigénio,
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podendo assim levar a necessidade de interven¢Ges médicas criticas como ventilagdo mecénica
e oxigenagdo por membrana extracorporea (ECMO) (Tian; Hu; Niu; Liu et al., 2020).

A vista das divergéncias levantadas quanto as evidéncias clinicas da infeccdo por SARS-
CoV-2, foi observado uma ndo restricdo a porcdo bronco alveolar, sendo demonstrado efeitos
nocivos da afeccdo em sistemas extrapulmonares. Exames post-mortem de tecido cardiaco,
renal, hepatico (Monteil; Kwon; Prado; Hagelkriys et al., 2020), assim como hemato linfoide,
vascular e de cunho nervoso central (Bryce; Grimes; Pujadas; Ahuja et al., 2021) de infectados
indicaram efeito direto da COVID-19 sobre tais sistemas (Bryce; Grimes; Pujadas; Ahuja et al.,
2021; Monteil; Kwon; Prado; Hagelkruys et al., 2020). A Figura 4 explicita a sintomatologia
extrapulmonar da infeccdo por SARS-CoV-2 representando os principais 6rgdos afetados
(Attig; Yao; Afzal; Khan, 2021; Gupta; Madhavan; Sehgal; Nair et al., 2020).
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Figura 4. Manifestacdes extrapulmonares da infecgdo por SARS-CoV-2. Sintomatologia da COVID-19 nos
principais sistemas extrapulmonares como sistema nervoso, muscular, cardiaco, renal, gastrointestinal, hepatico,

vascular, tegumentar e pancreatico. Adaptado de (Attig; Yao; Afzal; Khan, 2021; Gupta; Madhavan; Sehgal; Nair
et al., 2020).
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1.2. Mondcitos e Seus Perfis Funcionais

Proveniente da hematopoiese medular, os mondcitos séo células leucocitarias pertencentes
a imunidade inata, parte do sistema de fagocitose mononuclear (SMF), juntamente com células
dendriticas e macrofagos (Knoll; Schultze; Schulte-Schrepping, 2021). Acendem-se da
linhagem miel6ide por um progenitor em comum (CMP) em conjunto com eritrécitos, plaquetas

e leucacitos granulares (Guilliams; Mildner; Yona, 2018).

Definidos como células sanguineas circulantes, os monocitos constituem aproximadamente
10% dos leucdcitos periféricos (Guilliams; Mildner; Yona, 2018). Tais células, quando parte
da circulagdo sanguinea, categorizam-se como mondcitos naive (M), os quais apresentam uma
meia-vida curta de aproximadamente 9 horas (Zago; Falcdo; Pasquini, 2013). Podem ainda ser
distinguidos em trés diferentes ordens, sendo essas pautadas na expressdo dos marcadores de
membrana CD14 e CD16. A fenotipagem do tipo cléssica é caracterizada pela expressdo CD14*
CD16/CD14M9" CD167, os quais ditam a prevaléncia dos mondcitos humanos (85-90%). As
demais quantificacdes (10-15%) dividem-se nas subclassificagbes: CD14* CD16* /CD14Md"
CD16" — fendtipo intermediario; CD14%™ CD16*/CD14* CD16*" — fenGtipo ndo classico
(Alexander; Varvara; Nikita; Veronika et al., 2019; Knoll; Schultze; Schulte-Schrepping,
2021).

Sabe-se que a caracterizacdo da funcdo monocitaria é decorrente da heterogeneidade de
tais células, as quais apresentam uma significante plasticidade fenotipica diferenciando-se, de
acordo com as demandas do microambiente e com a regéncia de imunomediadores (Alexander;
Varvara; Nikita; Veronika et al., 2019; Guermonprez; Helft, 2019; Juhas; Ryba-
Stanistawowska; Szargiej; Mys$liwska, 2015). No decurso de um processo inflamatério,
direcionam-se aos tecidos por um processo intitulado diapedese. Diferenciam-se entdo por
estimulos dependentes em células dendriticas, as quais atuam na apresentacdo de antigenos e
ativacdo de células T naive (Guilliams; Ginhoux; Jakubzick; Naik et al., 2014), e em
macrofagos (ESPINOZA; EMMADY, 2023).

Em cada tecido, para alem dos macrdfagos derivados de mondcitos circulantes, encontram-
se macrofagos residentes, que se desenvolvem durante a fase embrionéria derivando-se do saco
vitelino e do figado fetal, antes do estabelecimento da hematopoese definitiva. Os macréfagos
originados a partir do embrido perduram o potencial de auto renovagdo, ou conforme

necessario, séo repopulados pelos mondcitos classicos, 0s quais possuem uma reprogramacao



23

da expressdo génica que Ihes permite migrar para os tecidos mesmo quando em homeostasia
(Guilliams; Mildner; Yona, 2018).

De acordo com o sistema em que se localizam, desempenham funcdes especificas
conforme as diferentes demandas teciduais e sendo assim, dispdem-se de nomenclaturas
distintas. Tendo como exemplo células da microglia no tecido nervoso, células de Kupffer a
nivel hepatico, osteoclastos em tecidos dsseos, células de Langerhans na derme e macréfagos
alveolares no parénquima pulmonar (Bleriot; Chakarov; Ginhoux, 2020; Zago; Falcéo;
Pasquini, 2013). Seu percentual de sobrevida como células ja diferenciadas extravascularmente

pode variar em meses ou anos (Zago; Falcéo; Pasquini, 2013).

Em vista das trocas gasosas durante a respiracéo, a arvore brénquica é um facil acesso para
entrada de patogenos devido a exposicdo do lumen alveolar, tornando-se alvo de afeccdes.
Considerando a vulnerabilidade das células pulmonares, os macréfagos residentes sdo as
celulas imunes de maior abundancia tecidual em condi¢cBes homeostaticas, sendo a primeira
linha de defesa contra antigenos que adentram o sistema respiratdrio, quer esses de carater
patogénico, ou ndo. O fenotipo funcional desses macrofagos alveolares depende fortemente do
microambiente local, portanto, em condicGes fisioldgicas, mantém-se em um estado de
quiescéncia com pouca atividade fagocitaria, evidenciada pela expressdo desregulada do
receptor fagocitico CD11b (Knoll; Schultze; Schulte-Schrepping, 2021; Lambrecht, 2006).

Perante a perspectiva de processos inflamatérios, as particulas antigénicas detectadas
através de Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs) séo indicadores de perigo para a
homeostasia. Logo, tem-se como necessidade o recrutamento de mais células leucocitérias,
mecanismo este, realizado através da liberacdo de citocinas e quimiocinas (Gustine; Jones,
2021; Juhas; Ryba-Stanistawowska; Szargiej; Mysliwska, 2015; Knoll; Schultze; Schulte-
Schrepping, 2021). Nesse foco inflamatério recém-formado, os mondcitos circulantes sdo um
eixo fundamental, visto que irdo adquirir fendtipos funcionais. Primordialmente,
estabeleceram-se dois principais fendtipos dicotdmicos entre si — macrofagos M1 (pro-
inflamatorio) e macrofagos M2 (anti-inflamatdrio), ativados respectivamente pelas vias classica
e alternativa (Guilliams; Ginhoux; Jakubzick; Naik et al., 2014; Juhas; Ryba-Stanistawowska;
Szargiej; Mysliwska, 2015; Lawrence; Natoli, 2011; Weber; Bittner; Shankar; Liu et al., 2020).

No decurso da inflamagéo o perfil funcional M1 surge em resposta a diferentes vias de

estimulo, dentre as quais, destacam-se as ativacdes por mediadores quimicos pro-inflamatérios
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como IFN, TNF-o ¢ PAMPs como moléculas de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e a
proteina Spike (S) do SARS-CoV-2. Em decorréncia a cada estimulo, diferentes cascatas de
sinalizacdo intracelular serdo sucedidas, dispondo-se de adaptadores especificos para a ativacdo
de diferentes fatores de transcricdo do genoma celular. Contexto esse, que repercute em um
aumento da expressdo de genes codificadores de citocinas, quimiocinas, marcadores de
superficie e outros reguladores do processo inflamatério (Alexander; Varvara; Nikita; Veronika
et al., 2019; Gharavi; Hanjani; Movahed; Doroudian, 2022; Lawrence; Natoli, 2011; Locati;
Mantovani; Sica, 2013; Mantovani; Sica; Sozzani; Allavena et al., 2004; Martinez; Gordon,
2014; Viola; Munari; Sanchez-Rodriguez; Scolaro et al., 2019).

1.3. Interconexdo entre a Via de Sinalizacdo TLR4/MyD88 e Inflamacao

Fundamentando-se no papel desempenhado por mondcitos e macréfagos em um
contexto de rompimento ao equilibrio homeostatico, tém-se sua crucial atuacdo como regente
do processo inflamatdério (Mussbacher; Derler; Basilio; Schmid, 2023). Posto a notdria
importancia dos PRRs na resposta imunoldgica, ressalta-se os receptores do tipo Toll (TLRS)
(Chen; Xu, 2022), o quais conceituam-se como glicoproteinas transmembranares do tipo 1
(Abbas; Lichtman; Pillai, 2019; Mantovani; Oliviero; Varchetta; Renieri et al., 2023).

Caracterizados em células humanas, sdo descritos 10 subtipos de TLRs (TLR1-10), os
quais podem estar diferentemente localizados na bicamada lipidica (TLR1, 2, 4, 5, 6 e 10) ou
como constituintes da membrana endossomal (TLR3, 7, 8 e 9) (Bode; Ehlting; Haussinger,
2012; Mantovani; Oliviero; Varchetta; Renieri et al., 2023). Dentre o grupo heterogéneo de
TLRs, enfatiza-se o papel de TLR4 na ativacdo de NF-xB e na decorrente transcricdo de
moléculas e mediadores essenciais no quadro inflamatdrio e a consequente polarizacdo do
fendtipo M1 de macrofagos (Liu; Zhang; Joo; Sun, 2017; Lu; Yeh; Ohashi, 2008).

Em resposta a ligantes padrées como DAMPS e PAMPs, o TLR4 desencadeia duas
cascatas de sinalizacdo intracelular: (I) via dependente de MyD88 (Myeloid Differentiation
Primary Response 88), reguladora da ativagio de NF-xB e MAPKSs (Proteina Quinases ativadas
por mitogenos); e (Il) via dependente de TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-p$), relacionada com a producdo de Interferons do tipo | (IFN-1) (Ciesielska;
Matyjek; Kwiatkowska, 2021; Strober; Murray; Kitani; Watanabe, 2006).
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Com excecdo do TLR3, tem-se a proteina MyD88 como adaptadora universal, a qual
atua de modo a recrutar a familia de quinases IRAK (Quinase Associada ao Receptor de IL-1)
(O'Neill, 2008). No que se refere a cascata derivada de TLR4, a via a ser decorrida requer um
segundo adaptador — TIRAP (Adaptador do Tipo MyD88) — para interfacear a interagdo MyD88
e TLR4 (Kuzmich; Sivak; Chubarev; Porozov et al., 2017; O'Neill, 2008; O'Neill; Bowie,
2007). Nessa correlacdo, a enzima Bruton Tirosina Quinase (BTK) responsabiliza-se pela
ativacdo de TIRAP por meio de reacOes de fosforilacao (Gray; Dunne; Brikos; Jefferies et al.,
2006; Kenny; O'Neill, 2008; O'Neill, 2008; Piao; Song; Chen; Wabhl et al., 2008).

O desencadear de tais eventos recruta entdo as quinases da familia IRAK, destacando-
se a quinase IRAK4. A autofosforilacdo de tal molécula promove o estabelecimento do
complexo Mydssomo (Bernard; O'Neill, 2013; O'Neill; Bowie, 2007), estrutura responsavel
pelo recrutamento e ativacdo de TRAF6 (fator 6 associado ao receptor TNF). A propagacéo de
tal transducdo de sinal, segue com a atuacgdo de TAK1 (transforming growthfactor-g-activated
kinase 1) (Ciesielska; Matyjek; Kwiatkowska, 2021; Kawai; Akira, 2007; Lu; Yeh; Ohashi,
2008) na ativagdo do complexo IKK (IkB quinase), complexo esse, estruturado pela jungao de
IKKa, IKKB e NEMO (IKKY). A porg¢ao catalitica IKK atua de modo a fosforilar o inibidor
de kB (IkB), possibilitando translocacdo do NF-kB para o compartimento nuclear, permitindo
assim sua atuacdo como um mediador transcricional (Kawai; Akira, 2007; Lu; Yeh; Ohashi,
2008). Além disso, TAK1 pode atuar na ativacdo de MAP quinases (MAPK), relacionada com
diferentes fatores transcricionais em demais vias, como AP-1 (proteina ativadora 1) e CREB
(proteina de ligacdo responsiva ao AMPc) (Ciesielska; Matyjek; Kwiatkowska, 2021;
Ptociennikowska; Hromada-Judycka; Borzecka; Kwiatkowska, 2015).

A transcricdo génica mediada por NF-kB ¢ de suma importancia, uma vez que se
estabelece como um eixo primordial na producdo de produtos de carater inflamatorio. As
proteinas NF-xB referem-se & um conjunto de subunidades — RelA, c-Rel, RelB, p105, p50,
pl00 e p52 — as quais, por seus dominios homologos a Rel (RHD), ligam-se as sequéncias
discretas de DNA conhecidas como sitios kB presentes em regides promotoras e potenciadoras
(Mantovani; Oliviero; Varchetta; Renieri et al., 2023; Newton; Dixit, 2012). Na sinalizagéo por
TLR4, os heterodimeros mais comumente formados sdo entre RelA e p50 (Karin; Greten,
2005).
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Figura 5. Via de sinalizacdo TLR4 dependente de MyD88. Ativagdo do Fator Nuclear kB (NF-kB) pela cascata
de sinalizacdo intracelular TLR4/MYD88 e a conseguinte transcri¢do de produtos de carater pro-inflamatério —
NLRP3 e as formas imaturas das interleucinas IL-1p e IL-18. Adaptado de (Kuzmich; Sivak; Chubarev; Porozov
et al., 2017).

De tal modo, repercutem uma série de transcritos génicos referentes as citocinas,
quimiocinas, mediadores de inflamacédo, proteases e inibidores de apoptose (Karin; Greten,
2005). Diante disso, tem-se o fundamental papel da ativacdo de NF-kB no fenGtipo M1 de
macrofagos, destacando sua importancia na resposta de formacdo do inflamassoma NLRP3
(Awad; Assrawi; Jumeau; Georgin-Lavialle et al., 2017). Como um de seus mecanismos pro-
inflamatorios, o inflamassoma compreende um complexo multimérico de proteinas circunscrito
no citosol que resulta na maturacgéo e secrecdo de mediadores inflamatdrios, contribuindo para
a intensificacdo da resposta imune frente a riscos proeminentes ao organismo (Newton; Dixit,
2012; Paik; Kim; Silwal; Sasakawa et al., 2021; Pandey; Shen; Feng; Man, 2021; Wang; Yu;
Chang; Zhang et al., 2023).

A disposicdo elementar de tal complexo, é constituida pelo sensor NLRP3 (receptor
NOD-like contendo dominio PYD N-terminal 3), pela molécula adaptadora ASC (apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD) e por sua proteina efetora Pro-Caspase-1, tal
qual ilustra a Figura 6 (Chen; Xu, 2022; McKee; Coll, 2020).
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Figura 6. Estrutura base do inflamassoma NLRP3 e dominios de seus componentes. Sensor NLRP3: PYD
(dominio pirimidina N-terminal), NACHT (Dominio de Oligomerizagdo e Ligacdo de Nucleotideo); Adaptador
ASC: PYD e CARD (Dominio de Recrutamento de Caspase) e; Efetor Pro-Caspase-1: CARD e P20/10. Adaptado
de (Chen; Xu, 2022).

Para a formagcdo do inflamassoma NLRP3 se faz necessario um processo de duas etapas,
conceituadas fases de preparacao e ativacdo, conhecidas como Sinais 1 e 2, respectivamente
(Chen; Xu, 2022; Paik; Kim; Silwal; Sasakawa et al., 2021). O sinal 1 é resultante do
reconhecimento de moléculas padrbes, dentre o0s quais ressalta a via de sinalizacdo
TLR4/MYD88 (Paik; Kim; Silwal, Sasakawa et al., 2021). Em consequéncia a esse
reconhecimento, ha a ativacdo transcricional de NLRP3, pré-I1L-1p e pro-1L-18 por meio da via
de sinalizacdo do Fator Nuclear kappa B (NF-xB) (Guo; Callaway; Ting, 2015; Liu; Zhang;
Joo; Sun, 2017).

A fase de ativacdo, por sua vez, ocorre em resposta ao reconhecimento de diversos
agonistas de NLRP3 como ATP extracelular, acidos nucleicos e patogenos flngicos,
bacterianos ou virais. Estimulos esses, que desencadeiam uma ampla gama de eventos
intracelulares, sejam esses desequilibrios a homeostase intracelular como o fluxo de ions ou
alteracbes metabdlicas como disfungbes mitocondriais, liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e desestabilizacdo lisossomal (Chen; Xu, 2022; Guo; Callaway; Ting, 2015;
McKee; Coll, 2020; Paik; Kim; Silwal; Sasakawa et al., 2021).

Decorrente a esses mecanismos intracelulares, tem-se a formagdo do complexo do
inflamassoma NLRP3, o qual resulta na autoprotedlise da molécula pro-Caspase-1(Chen; Ye;
He; Ouyang, 2021; Guo; Callaway; Ting, 2015; Wang; Yu; Chang; Zhang et al., 2023). Entéo
ativada, a Caspase-1 atua clivando as formas imaturas pro-1L-1p e pro-I1L-18, convertendo-as
em suas formas ativas — IL-1p e IL-18 (Figura 7) (Chen; Ye; He; Ouyang, 2021; Wang; Yu,
Chang; Zhang et al., 2023).
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Figura 7. Formacdo do inflamassoma NLRP3 pela via de sinalizacdo TLR4/MyD88. Formagdo do
inflamassoma NLRP3 em decorréncia aos sinais de preparacao e ativacdo — 1 e 2, respectivamente. O complexo
proteico formado por NLRP3, ASC e Pré-Caspase-1 resulta na ativagdo da Caspase-1 e a consequente clivagem
das formas precursoras de IL-1p e IL-18. Adaptado de (Paik; Kim; Silwal; Sasakawa et al., 2021; Wang; Yu;
Chang; Zhang et al., 2023)

A sinalizacdo da via TLR4/MYDB88 e seus produtos auxiliam na defesa imunoldgica
frente a processos inflamatorios, porém a exacerbacao de tal mecanismo tende a manifestacédo
de efeitos nocivos como evidenciado em quadros de hiperinflamagéo (Molteni; Bosi; Rossetti,
2018). E, portanto, para a efetividade de tal resposta imune, faz-se necessario um controle
fisioldgico de tal cascata de sinalizacdo em prol de um equilibrio desses efeitos (Kaushik;
Bhandari; Kuhad, 2021).

Portanto, quando em uma resposta imune disfuncional, como na COVID-19, a ativagédo
de NF-xB mediada por TLR4 pode apresentar-se desregulada. O desequilibrio em tal via
relaciona-se diretamente com a patogénese e o cendrio fisiopatolégico da hiperinflamacéo e da
tempestade de citocinas apresentado na infecgdo por SARS-CoV-2 (Kaushik; Bhandari; Kuhad,
2021; Kuzmich; Sivak; Chubarev; Porozov et al., 2017; Mabrey; Morrell; Wurfel, 2021; Sohn;
Lee; Kim; Cheon et al., 2020). Corroborando para tal contexto, estudos recentes demonstraram

que na COVID-19, a proteina S do virus é responsavel pela estimulacdo de TLR4 e sua
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consequente via de transducdo de sinal, iniciando e potencializando a resposta imune inata
(Kaushik; Bhandari; Kuhad, 2021; Mabrey; Morrell; Wurfel, 2021; Williams; Gilmore, 2020).
Tais evidéncias possivelmente justificam assim a sintomatologia das formas mais graves da
infeccdo e embasam as eventuais sequelas observadas na Sindrome P6s-COVID (Batiha; Al-
Kuraishy; Al-Gareeb; Welson, 2022; Gustine; Jones, 2021).

1.4. Do Agudo ao Crodnico: Desenvolvimento da Sindrome P6s-COVID

O acompanhamento clinico dos pacientes acometidos pela COVID-19 evidenciou que,
uma parcela destes individuos, apresentavam disfungdes persistentes por ao menos dois meses
no periodo subsequente ao quadro agudo da infeccdo por SARS-CoV-2. Tal condicdo foi
caracterizada pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) em outubro de 2021 como “COVID-
longa” (OMS, 2021). Conceituada entdo por manifestacOes sintomaticas constantes e
subsequentes ao quadro infeccioso e ndo podendo estas ser explicadas por diagnostico
alternativo, a COVID-longa tem apresentado intrinseca relacdo com a qualidade de vida de tais
individuos (Castanares-Zapatero; Chalon; Kohn; Dauvrin et al., 2022; Sherif; Gomez; Connors;
Henrich et al., 2023).

Pautado em estudos epidemioldgicos, estima-se que, em parametros mundiais, pelo
menos 65 milhdes de individuos sdo acometidos pela COVID-longa, também referida como
Sindrome p6s-COVID (SPC) (Ballering; van Zon; Olde Hartman; Rosmalen, 2022). Em virtude
da exponencial prevaléncia de tal quadro, a SPC é considerada um problema de salde publica
tanto no cenario nacional quanto mundial, visto que dificulta a reintegracdo dos individuos em

suas atividades diarias (Yong; Liu, 2022).

Os sintomas observados ndo diferem quanto & forma da doenca experienciada pelos
individuos, acometendo desde os pacientes que foram hospitalizados com quadros mais graves
de COVID-19 aos acometidos por formas brandas e assintomatologicas. Diferem-se, portanto,
quanto as variaveis de duracdo, natureza da infeccdo aguda e caracteristicas proprias a cada
organismo (Batiha; Al-Kuraishy; Al-Gareeb; Welson, 2022).

Mais comumente reportado como sintoma da COVID-longa, a fadiga é prevalente em
17 a 72% nos pacientes. Outra sintomatologia frequente é a de cunho respiratério, incluindo
dores toracicas (22%), dispneia (10-40%) e intolerancia a exercicios fisicos (10-40%) (Batiha;

Al-Kuraishy; Al-Gareeb; Welson, 2022). Assim como, é observado déficit cognitivo, queda de
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cabelo, sintomas gastrointestinais, cefaleias, perturbacdes de sono, artralgias e dentre outros.
Manifestagdes em diferentes graus de severidade também séo evidenciadas no cenario pos-
COVID como doengas vasculares; tromboticas; cerebrovasculares; diabetes de tipo I,
encefalomielite mialgica, conhecida também como sindrome da fadiga cronica; e, disautonomia
(Davis; McCorkell; Vogel; Topol, 2023; Sherif; Gomez; Connors; Henrich et al., 2023).

Inimeras causas foram elencadas e hipotetizadas na tentativa de esclarecer e melhor
elucidar a COVID-longa. Quanto a patogénese da infeccdo, sugere-se a formacdo de
reservatorios persistentes de SARS-CoV-2; desregulacdo imunoldgica apresentando ou néo a
reativacdo de patdgenos subjacentes; desregulacdo de microbiota; autoimunidade e ativacao de
respostas imunes por mimetismo molecular; coagulacdo sanguinea microvascular com
disfuncdo endotelial; e, sinalizacdo disfuncional no tronco cerebral e/ou nervos (Castanares-
Zapatero; Chalon; Kohn; Dauvrin et al., 2022; Davis; McCorkell; Vogel; Topol, 2023).

Outra hipotese suscitada para a ocorréncia da Sindrome pés-COVID é embasada em um
mecanismo de contrabalanco da resposta anti-inflamatdria frente a hiperinflamagéo observada
na fisiopatologia da fase aguda da infec¢do por SARS-CoV-2. Mecanismo este que repercute a
um quadro de imunossupressao, visando atingir a homeostase frente aos efeitos nocivos
causados pela exacerbacdo da atividade pré-inflamatéria (Batiha; Al-Kuraishy; Al-Gareeb;
Welson, 2022).

Quando comparadas clinicamente, os quadros de Sepse e COVID-19 assemelham-se
em sua fisiopatologia, tendo em vista que ambas as sintomatologias correlacionam-se
fisioldgica e imunologicamente. A equivaléncia em tais manifestacGes enfatiza sintomas como
insuficiéncia respiratéria, coagulopatias, alta producdo de citocinas e a latente evolucdo a
choque séptico ou FMO (Batah; Fabro, 2021).

Propbem-se que a similaridade de tais quadros advém de uma resposta imune
desregulada e disfuncional, desencadeando uma producdo exacerbada de mediadores
imunologicos e um consequente quadro de tempestade de citocinas (Song; Xu; He; Lu, 2020).
Devido a esses fatores ou parte deles, muitos pacientes com COVID-19 grave apresentam
sintomas que se enquadram no Terceiro Consenso Internacional para Sepse (Singer;

Deutschman; Seymour; Shankar-Hari et al., 2016).

Haja vista as inUmeras manifestacdes clinicas apresentadas por individuos que foram

acometidos pela COVID-19, torna-se necessario e de suma relevancia que tais aspectos sejam
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estudados e elucidados para que seja mais bem estabelecida e caracterizada a SPC. E, dentre as
alteracOes expressas como decorréncia da infeccdo pelo virus SARS-CoV-2, a ativacdo de NF-
kB em mondcitos pela via de sinalizacdo intracelular TLR4/MY D88 dependente expde-se como
um parametro importante a ser estudado por conta do estabelecimento de uma disfuncao
imunoldgica mesmo apds a recuperacdo da doenca, o0 que coloca em pauta a vida de inimeros

pacientes acometidos pela Sindrome pés-COVID.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi a avaliagdo da ativacdo de NF-kB por meio da
sinalizacdo TLR4 dependente de MyD88 em mondcitos de pacientes no periodo aproximado
de 2 anos apds serem hospitalizados devido a COVID-19. Além disso, verificar se ha
reprogramacao celular apds a alta hospitalar, contribuindo para a caracterizacdo da Sindrome
p6s-COVID.
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3. MATERIAL E METODOS

A proposta do presente estudo foi submetida e aprovada pelos Comités de Etica em
Pesquisa (CEP) da instituicdo proponente (Anexo A) e pelos Hospitais em que foram coletados
0S prontuérios (CAAE 51925221.5.0000.5436, 51925221.5.3001.5448 e
51925221.5.3002.0139) (Anexo B e C). A todos os participantes foi concedido o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) com explicacdes sobre a pesquisa (Anexo D).

A realizacdo da pesquisa em seus aspectos praticos esta denotada no fluxograma abaixo.

Figura 8.
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Figura 8. Fluxograma metodolégico. Sequéncia dos protocolos estabelecidos para a realizacdo do presente
trabalho.
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3.1. Selecéo dos Pacientes

A pesquisa foi desenvolvida na regido da Baixada Santista - SP, incluindo individuos de
todas as cidades do litoral paulista atendidos nos hospitais Santa Casa de Santos e Hospital

Municipal Guilherme Alvaro devido a complicagdes do quadro de COVID-19.

A apuracdo dos pacientes foi realizada com base nos critérios de maioridade e resultado
positivo para SARS-CoV-2 no teste molecular de qPCR (swab nasofaringeo). Descartou-se
individuos menores de 18 anos ou que foram comprovadamente diagnosticados com HIV,
hepatites cronicas, neoplasias e outras doencas autoimunes e inflamatdrias. Excluiram-se
também individuos sob terapia continua com uso de antialérgicos (anti-
histaminicos/corticoides) e/ou anti-inflamatorios (ndo esterdides/corticoides) uma vez que o
comprometimento do sistema imunoldgico possui influéncia direta nas andlises realizadas e

assim também na veracidade dos resultados obtidos.

O estudo contou com n de 68 individuos, distribuidos em um grupo controle (n=22) e
um grupo de andlise (n= 46), tal como é esquematizado na Figura 9. Para a caracterizacdo do
grupo p6s-COVID foram incluidos pacientes segundo a necessidade de hospitalizacdo e/ou

intubacéo, sendo assim atrelados as formas moderadas e graves da infeccgéo.

3.2. Selecéo do Grupo Controle

Os individuos do grupo controle (n= 22) foram triados e selecionados pareando-0s em
idade e género. Destaca-se que para a participacdo no estudo foram considerados individuos
que nunca apresentaram resultado positivo para SARS-CoV-2 no teste molecular de gPCR

(swab nasofaringeo).
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Figura 9. Fluxograma de selecéo dos pacientes (n=68). Ao grupo pés-COVID foram atribuidos 46 pacientes e

ao grupo controle, foram selecionados 22 individuos. Ambos os grupos foram estabelecidos pautando-se nos
critérios de inclusdo e exclusdo mencionados.

3.3. Prontuarios Médicos

Com base nos prontuérios médicos disponibilizados pelos hospitais, foram coletadas
informacBes como género e idade dos participantes; comorbidades (diabetes, hipertenséo, asma,
problemas cardiovasculares, doencgas pulmonares etc.); tempo de internacdo; desenvolvimento
de insuficiéncia respiratoria e necessidade de intubacdo. Tais informacdes sdo apresentadas na
tabela abaixo: (Tabela 1).

. Feminino 28 (60.87%)
Género .
Masculino 18 (39.13%)
Meédia (SD) 47.49 (13.43)
Idade . .
Mediana (min-max) 47 (26-85)
. . . Media (SD) 11.11(13.32)
Tempo de internacio (dias) . )
Mediana (min-max) 6 (2-65)

Intubacdo Orotraqueal

Ausente n (%0)

Presente n (%0)

39 (84.7) 7(15.3)

Hipertensao arterial 7(15.22)

Diabetes mellitus 5(10.87)

Comorbidades n (%) Obesidade 9(19.57)
Asma 2 (4.35)

Dislipidemia 1(2.17)

Tabela 1 Caracteristicas dos pacientes do grupo pds-COVID (n: 46), Santos, 2022-2023. SD: Desvio Padréo;

min: Valor Minimo; max: Valor Maximo.
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3.4. Separacao de Mondcitos

Cerca de 40 mL de sangue venoso foi coletado em tubos EDTA e centrifugado por 10
min & 400G, em temperatura ambiente. Depois da centrifugacdo, o sangue foi separado em
partes correspondentes ao plasma e aos elementos figurados. Os elementos figurados foram
transferidos para um tubo falcon e entdo diluidos com PBS na proporcéo 1:1. Cuidadosamente,
a diluicdo foi transferida a tubos com Histopaque® seguindo a proporc¢do 1:2. Centrifugou-se
o0s tubos por 30 min a 400G em temperatura ambiente para a separagdo da amostra segundo seu
gradiente de concentragdo de modo que uma nuvem de mononucleares (contendo M@) dispos-

se entre os polimorfonucleares e 0 excedente de plasma e PBS.

O excesso de plasma e PBS foi descartado e a nuvem de mononucleares, transferida a
um tubo falcon e diluida em PBS em uma propor¢éo 1:2. Ap6s uma centrifugacdo de 10 minutos
a 400G/4°C, o sobrenadante foi descartado para obtencdo do sedimento referente a mondcitos

e linfécitos.

O sedimento rendeu um namero de células suficiente para ser distribuido em trés pogos.
Portanto, para ressuspender o sedimento de mononucleares, foram adicionados 3 mL de meio
de cultura RPMI no tubo M@, homogeneizando até se dissolver. Para proporcionar o ambiente

adequado, foram adicionados 2 mL de meio de cultura RPMI em cada poco.

A placa de cultura foi levada para a estufa e incubada por 1-2 horas para permitir a
adesdo dos mondcitos. Apds a incubacao, os linfécitos estariam no sobrenadante. Apo6s retirado
0 sobrenadante, foi adicionado 1 mL de Trizol em cada po¢o e homogeneizado vigorosamente.
Em seguida, os mondcitos foram armazenados em tubos eppendorf e levados ao freezer -80°C

para 0 seguimento da pesquisa.

3.5. Extracdo de RNA

Para a extracdo de RNA das amostras estudadas foi utilizado o kit PureLink RNA Mini
Kit® (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA). O RNA total foi extraido utilizando o reagente
Trizol® (Invitrogen) e, para iniciar o protocolo, foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio. Os
tubos foram agitados vigorosamente por 15 segundos e incubados a temperatura ambiente por
10 minutos. A separacdo das fases aquosas e proteicas obtidas foi realizada por centrifugacéo a
12.000G por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa contendo 0 RNA de interesse foi transferida para

outro tubo eppendorf e, para cada 0,1 mL de amostra na fase aquosa foram adicionados 0,05
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mL de etanol 100%. Por diante, iniciou-se o uso de colunas para a separacdo de RNA, assim
foram adicionados 150 pL de amostra sobre a coluna sendo realizada uma centrifugagao rapida.

Tal procedimento foi repetido até que todo o volume da amostra fosse passado pela coluna.

Ainda na coluna, a amostra foi lavada com a solucédo de lavagem 1 e por mais duas
outras vezes com a solucédo de lavagem 2, ambas fornecidas pelo kit. Terminada as lavagens, a
coluna foi colocada em um novo tubo eppendorf de 1,5 mL. Foi adicionado 50 pL de agua
RNAse-Free ao centro da coluna, a qual foi incubada em temperatura ambiente por 1 minuto e,
apos a incubacdo, a coluna foi centrifugada a 12.000G por 2 minutos obtendo-se ao final do

procedimento a amostra de RNA para as experimentacgdes do estudo.

As amostras foram submetidas ao tratamento de 1 ug de RNA com 1uL de DNase |
Amp Grade (100 U, ThermoFisher) acrescido de 1 pL do tampdo 10 X (10X DNase | Reaction
Buffer) completando o volume para 10 pL com dgua RNAse-free. Logo apds, as amostras foram
incubadas por 30 minutos a 37°C e posteriormente a isso, foi adicionado 1 puL de EDTA (25
mM) e realizada a incubacg&o por 10 minutos a 65°C.

A concentracdo do RNA foi determinada por espectrofotometria utilizando o
equipamento Thermo Scientific NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA).

3.6. Sintese de cDNA dos Mondcitos

A sintese de cDNA foi realizada a parte de 1ug de RNA total extraido e tratado
conforme descrito acima. Para tal protocolo foi utilizado 1 pL de “Random primers” (High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, ThermoFisher); 50 U da enzima transcriptase
reversa (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, ThermoFisher); 2 uL do tampé&o da
enzima (10X); e, 0,8 pL de dNTP (100 mM) em um volume final de reagdo de 20 pL. Tal
mistura foi incubada por 10 minutos a 25°C para permitir a hibridizacdo dos oligonucleotideos
randomicos ao RNA e, em seguida, aquecida a 37°C por 120 minutos e em 85°C por 5 minutos.
Assim, o cDNA foi obtido e armazenado a -80° até a realizacdo da anélise de gPCR em tempo

real.


https://www.google.com/search?sxsrf=ACYBGNRJ2icmaYQBfenq6kYAOvEc6QYRjA:1573507520780&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzASq74qtOAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj8jM-mjOPlAhVQF7kGHeckAuwQmxMI7QEoATAR&sxsrf=ACYBGNRJ2icmaYQBfenq6kYAOvEc6QYRjA:1573507520780
https://www.google.com/search?sxsrf=ACYBGNRJ2icmaYQBfenq6kYAOvEc6QYRjA:1573507520780&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzASq74qtOAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj8jM-mjOPlAhVQF7kGHeckAuwQmxMI7QEoATAR&sxsrf=ACYBGNRJ2icmaYQBfenq6kYAOvEc6QYRjA:1573507520780
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3.5.gPCR

As sequéncias dos primers utilizados para as analises de expressdo de mRNA
estipuladas para o estudo foram obtidas de acordo com padronizagdes anteriores do grupo de
pesquisa (Gritte; Souza-Siqueira; Borges da Silva; Dos Santos de Oliveira et al., 2022) para 0s
genes TLR4, NF-xB, NLRP3, IL-1p e IL-18. As demais sequéncias de primers do estudo —
MYD88, TIRAP, BTK, IRAK4 e 1B — foram retiradas dos trabalhos de (Gomes da Silva; Lima;
Silva; Rushansky et al., 2021; Koziczak-Holbro; Joyce; Glick; Kinzel et al., 2007; Lu; Chen;
Wang; Qing et al., 2022). Os genes avaliados e seus respectivos primers sdo apresentados na
tabela abaixo (Tabela 2).

Gene Forward sequence Reverse Sequence

TLR4 AGAAACTGCTCGGTCAGACG GGATTTCACACCTCCACGCA
MYDS88 AGCGACTGATCCCCATCAAG GGTGTAGTCGCAGACAGTGA
TIRAP CCA GCC TTT CAC AGG AGA AG ATA TTC GGG ATC TGG GGA AG

BTK CCAATGGCTGCCTCCTGAACTAC TCGGTGAAGGAACTGCTTTGACTC
IRAK4 CCTGGATGTCCTGGAACTTG CAACACGCAGTAGGCAGAGA

IxB CTGCATGTCTGTGCGGAGAAG GAGTCAGGCCATCATAGTTCG

NF-xB TTGGGAAGGCCTGAACAAATG AGGTATGGGCCATCTGCTGT
NLRP3 GGCAACACTCTCGGAGACAA TGTGACGTGAGGTTGCAGTT

IL-1p CCTGAGCTCGCCAGTGAAAT TGTCCATGGCCACAACAACT

IL-18 TGCAGTCTACACAGCTTCGG GTTTGTTGCGAGAGGAAGCG

Tabela 2. Genes alvos e seus respectivos primers. TLR - Receptores Toll-like; MYD88 - Myeloid
Differentiation Primary Response 88; TIRAP - Adaptador do tipo MyD88; BTK - Bruton Tirosina Quinase; IRAK
- Quinase Associada ao Receptor de IL-1; IkB - Inibidor de xB; NF-kB - Fator Nuclear kappa B; NLRP3 - Receptor
NOD-like contendo dominio PYD N-terminal 3; IL - Interleucina.

A temperatura de hibridacdo dos primers foi previamente padronizada para compor o

modelo de ensaio da PCR em tempo real em estudos anteriores do grupo.

A quantificacdo do mRNA foi determinada utilizando-se o kit Power SYBR Green PCR
Master Mix (Thermo Fisher) utilizando o equipamento StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific)
e 0s resultados, analisados utilizando o software, StepOne Software v2.3 (Thermo Fisher). O
valor da quantificacdo relativa de cada gene alvo foi expresso por meio do método comparativo
de CT (Ct = threshold cycle; niamero de ciclo no qual o produto da PCR atinge o limiar de
deteccdo) (Livak; Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001).
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Para os resultados, foram realizados o célculo de 2°C¢T. Todos os protocolos

empregados em testes com mondcitos e macréfagos foram validados por estudos anteriores do

grupo (Gritte; Souza-Siqueira; Borges da Silva; Dos Santos de Oliveira et al., 2022).

3.6. Gene Constitutivo

Um gene constitutivo é caracterizado como aquele que o nivel de expressao néo se altera
por condicdes experimentais variaveis. Possibilita assim a normalizacéo dos resultados obtidos

nos genes de interesse ao estudo (Tanaka; To; O'Brien; Donnelly et al., 2017).

De acordo com estudos anteriores do grupo, foram selecionados quatro genes
referéncias mais bem caracterizados em suas expressoes, sendo eles: GAPDH, HPRT1, PGK1
e STX5A (Gritte; Souza-Siqueira; Masi; Germano et al., 2020) (Tabela 3).

Gene Forward Sequence Reverse Sequence
GAPDH TTCAACAGCGACACCCACT TTCCTCTTGTGCTCTTGCT
HPRT1 CCTGGCGTCGTGATTAGTGA CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
PGKI CCACTGTGGCTTCTGGCATA ATGAGAGCTTTGGTTCCCCG
STxSA GAACACGGATCAGGGTGTCTA ACGTTCTCGTCGATCCTCTG

Tabela 3. Genes constitutivos e seus respectivos primers. GAPDH- Gliceraldeido 3-fosfato Desidrogenase;
HPRT1- Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1; PGK1- Phosphoglycerate Kinase 1; STx5A- Syntaxin 5.

Como normalizacdo das analises de expressdo de mRNA, utilizamos a média
geométrica dos genes propostos — GAPDH, HPRT1, PGK1 e STX5A.

3.7. Andlise Estatistica

Os dados aqui apresentados dizem respeito aos parametros de média e desvio padrao.
Para comparacdo de médias, os dados serdo submetidos ao teste ndo paramétrico de Mann
Whitney utilizando o software GraphPad Prism 6 e considerado nivel de confianca de 95%
(p<0,05)

Ressalta-se que os dados estdo sendo analisados por um profissional estatistico antes da

publicacdo dos resultados, garantindo assim a aplicacao de testes mais coerentes e precisos.
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4. RESULTADOS

A sinalizagdo intracelular dependente de MyD88 em resposta a ativagdo de TLR4
apresenta correlagdo direta com a hiperinflamacdo como mecanismo fisiopatolégico da
COVID-19. O presente estudo avaliou a expressao dos genes responsaveis pela ativacdo do NF-
kB pela via de sinalizacdo TLR4/MYD88 no cenario pds-COVID, incluindo TLR4, MYD88,
TIRAP, BTK, IRAK4, IkB, NF-kB, e os produtos de tal via, IL-1p, IL-18 e NLRP3. Dentre 0s
tais, seis desses apresentaram uma diminuicdo estatistica significativa em relacdo ao grupo
controle.

As analises de mMRNA de TLR4 néo evidenciaram diferenca estatistica significativa
entre as quantificagbes do grupo controle e do grupo pés-COVID, expondo valores de p>0,05.
Em relacdo ao comparativo entre 0s grupos em estudo para as avaliagdes de expressdo génica
de MYDB88, foi exposta uma significativa diminui¢do no grupo pés-COVID (p<0,0001) para

com o exposto pelo grupo controle (Figura 10).
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Figura 10. Expressdo de MRNA de TLR4 e MYD88. (****) p<0,0001 vs Controle.

Quanto as analises de mMRNA relativas a proteina TIRAP, ndo foram observados valores
discrepantes dos pacientes em estudo em comparacao ao controle, apresentando um p>0,05.
Em contrapartida, a avaliacdo da expressdo génica de BTK demonstrou variagado estatistica com

valores significativamente reduzidos (p<0,0001) (Figura 11).
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Figura 11. Expressdo de mMRNA de TIRAP e BTK. (****) p<0,0001 vs Controle.
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Como exposto na Figura 12, as analises de mRNA relativas as proteinas IRAK4 e IxB

apresentaram valores reduzidos em individuos no quadro p6s-COVID com significancia de

p<0,05 e p<0,0001, respectivamente.
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Figura 12. Expressio de mRNA de IRAK 4 e IkB. (*) p<0,05; (****) p<0,0001 vs Controle.

De mesmo modo, os valores quantificados na analise de mMRNA de NF-«B revelaram-

se estatisticamente significantes, com expressdes diminuidas na correlacao entre 0s grupos pos-

COVID e controle (p<0,0001) (Figura 13).
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Figura 13. Expressdo de mRNA de NF-kB. (****) p<0,0001 vs Controle.

A Figura 14 por sua vez, expdem os resultados concernentes aos produtos da cascata
de ativacdo de NF-«xB pela via TLR4/MYDS88 — IL-1p, IL-18 e NLRP3. A interleucina IL-13
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juntamente com a proteina NLRP3, ndo apresentaram relevancia estatistica nas avaliacfes

realizadas, evidenciando um valor de p>0,05. Entretanto, a expressdao de mRNA da IL-18 do

grupo pos-COVID demonstrou-se reduzida quando comparada com o grupo controle (p<0,05).
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Figura 14. Expressdo de mRNA dos produtos da via — IL-1p, IL-18 e NLRP3. (*) p<0,05 vs Controle.



4.1. Panorama Geral da Expressédo da Via TLR4/MyD88
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Figura 15. Panorama geral da expressdo de mRNA da via TLR4/MyD88. A- TLR4; B- MYD88; C- TIRAP;
D- BTK; E- IRAK4; F- IkB; G- NF-«xB; H- IL-1p; I- IL-18 e J- NLRP3. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001,
(****) p<0,0001 vs Controle.
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5. DISCUSSAO

Posto o primordial papel de mondcitos e macrofagos no desenvolvimento do quadro
inflamatorio, a transcri¢do génica mediada por NF-kB em tais células, é de suma importancia.
Por meio da producdo de produtos de carater inflamatorio, estabelece um eixo primordial na
resposta imunologica mediada pelo fendtipo classico de macrofagos (M1) (Karin; Greten, 2005;
Mussbacher; Derler; Basilio; Schmid, 2023). Assim sendo, destaca-se sua crucial correlacdo
com a via de sinalizacdo TLR4/MYD88, a formacdo do inflamassoma NLRP3 e a consequente
liberacdo das formas maduras de interleucinas (Awad; Assrawi; Jumeau; Georgin-Lavialle et
al., 2017).

As andlises de Min Zheng et al. pelo método de Nanostring nCounter refletiram um
significativo aumento na expressdo de receptores Toll-like em pacientes no quadro agudo da
infeccdo por SARS-CoV-2, dando destaque, dentre eles, o0 TLR4. Como sua correlacdo com
MyD88 é evidente e comprovada, os valores para com a avaliacdo de tal molécula adaptadora
por contagem de RNA absoluto, sua expressdo mostrou-se de mesmo modo aumentados e
relacionados com a progressao da gravidade da doenca (Zheng; Karki; Williams; Yang et al.,
2021)

Avaliando o perfil de expressao génica de TLR4 e MyD88 na COVID-19 por meio da
metodologia nCounter Human Immunology gene expression assay, Kyung Mok Sohn et al.
também demonstraram aumentos expressivos nos valores obtidos referentes a essas moléculas.
Dados estes, que permitem o estabelecimento de uma intrinseca correlacdo de tais genes a
regulacao das respostas imunes frente a infeccdo (Sohn; Lee; Kim; Cheon et al., 2020).

Contrariamente a tais resultados observados nos quadros agudos da infeccdo, o presente
estudo ndo evidenciou significancia estatistica para a quantificagdo de mRNA de TLR4,
propondo assim uma normalizacdo de tal expressao no periodo p6s-COVID. Diferentemente a
tal normalizacdo, as analises de mRNA de MYD88, apresentaram-se substancialmente
reduzidas em comparacgdo ao grupo controle, indicando alteracdo no padréo transcricional de
tal gene.

Atuando como um segundo adaptador essencial para a transducdo de sinal da cascata
em questdo, a molécula TIRAP, nos estudos realizados por Kyung Mok Sohn et al, mostrou
conexd&o intrinseca com a infecc¢éo por SARS-CoV-2. Por meio do método de nCounter Human
Immunology gene expression assay, foi observado uma regulagdo positiva na expressédo de
TIRAP em pacientes com COVID-19 agudo (Sohn; Lee; Kim; Cheon et al., 2020). Os

resultados aqui apresentados, no entanto, ndo demonstraram diferengas estatisticas na
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correlagdo pds-COVID/controle, inferindo a normalizacéo de sua expressao.

A fim de averiguar a atividade da enzima BTK em mondcitos de pacientes com COVID-
19, Mark Roschewski et al. avaliaram a intensidade de fluorescéncia média emitida em
decorréncia da fosforilacdo da molécula por citometria de fluxo, pela qual verificou-se valores
aumentados em relagdo a individuos saudaveis (Roschewski; Lionakis; Sharman; Roswarski et
al., 2020). Hipotetizou-se, portanto, a conexdo intrinseca de BTK com respostas imunes
disfuncionais e exacerbadas. Tendo em vista o papel enzimatico de tal quinase na cascata de
sinalizacdo TLR4/MY D88, nossas analises expuseram valores consideravelmente reduzidos em
monacitos do grupo pés-COVID.

A Quinase 4 associada ao receptor de Interleucina-1 — IRAK4 — é um componente
indispensavel na sinalizacdo de rotas de resposta imune inata e de inflamacdo (Cushing;
Winkler; Jelinsky; Lee et al., 2017). Tendo como embasamento os estudos realizados por
Capucine Picard et al., que a deficiéncia de IRAK4 em humanos acarreta na suscetibilidade a
infeccbes e em defeitos na capacidade de deteccdo ligantes a TLR e de IL-1 (Picard; Puel;
Bonnet; Ku et al., 2003). A expressdo de mRNA de IRAK4 guantificado pelo presente estudo,
mostrou-se diminuida nos pacientes no periodo de 1 a 2 anos apo6s infec¢do por SARS-CoV-2,
conotando uma resposta imune desregulada.

Em células ndo estimuladas, os dimeros NF-kB residem no citoplasma ligado as
proteinas IkB, as quais caracterizam-se como inibidores candnicos, uma vez que controlam a
atividade transcricional de tal fator. Apds incitado pela transducéo de sinal decorrente a ligantes
de TLR4, séo fosforilados permitindo a translocacdo de NF-kB para o nucleo (Mulero; Bigas;
Espinosa, 2013). As anélises de gPCR realizadas em nossa pesquisa apresentaram valores
reduzidos de IkB para o grupo pos-COVID em relagdo ao grupo controle.

Na determinacdo de um perfil corroborativo para o processo inflamatorio, o fator de
transcricdo NF-kB, ¢ de essencial importancia pois atua de modo a ativar a transcri¢ao de genes
primordiais para a imunidade inata e a resposta inflamatéria (Williams; Gilmore, 2020). Salma
Kazafy et al. avaliaram a expressdo génica das subunidades de NF-xB — p50 e p65 — pela
metodologia de qPCR em pacientes acometidos pela COVID-19, demonstrando que tais
subunidades apresentavam-se em maiores expressdes no comparativo ao grupo controle (El
Kazafy; Fouad; Said; Assal et al., 2022). Outro estudo demonstrou que os indices de NF-xB
eram diretamente estimulados em macréfagos pela COVID-19, indices tais que foram
intrinsecamente associados a exacerbacdo do processo inflamatorio e ao desenvolvimento de

varias complicacfes (Alkazmi; Al-kuraishy; Al-Gareeb; Alexiou et al., 2023).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?size=200&term=Picard+C&cauthor_id=12637671
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Os resultados aqui apresentados, no entanto, expuseram valores significativamente
menores em comparacao com a expressdo de mRNA de NF-kB pelo grupo controle, indicando

assim uma possivel desordem nas vias promotoras de inflamacao.

Sendo um dos principais mediadores das reacdes imune inatas, a IL-1p ¢é estritamente
correlacionada com atividade do inflamassoma NLRP3, uma vez que por meio deste, a pro-1L-
1B € clivada e assim maturada para sua atuagao (Bent; Moll; Grabbe; Bros, 2018). Shahanshah
Khan, 2021 procedeu seus estudos com a estimulacdo de células mononucleares sanguineas
com a subunidade S2 presente no SARS-CoV-2. Os resultados de RT-PCR e ELISA
evidenciaram um expressivo aumento de IL-1 (Khan; Shafiei; Longoria; Schoggins et al.,
2021). Andlises feitas pelo método Human Cytokine Standard 27-Plex avaliaram as
concentrag0es iniciais de IL-1p no plasma de pacientes internados devido a COVID-19, as quais
apresentaram-se elevadas em comparacao com individuos saudaveis (Huang; Wang; Li; Ren et
al., 2020).

No que se refere ao periodo ap6s a infec¢do, Jiram Torres-Ruiz, 2021 demonstrou pela
técnica de Miliplex que em individuos com sindrome p6s-COVID, a IL-1B apresentava-se
aumentada mesmo ao terceiro més apo6s a infeccao (Torres-Ruiz; Lomelin-Gascon; Lira-Luna;
Pérez-Fragoso et al., 2021). Enquanto nossos resultados ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre o grupo pds-COVID e o grupo controle, inferindo assim uma normalizagao
dos niveis transcricionais de IL-1p.

Bem como a IL-1B, a IL-18 também se conceitua como produto da ativacdo
transcricional por NF-kB e a formagdo do inflamassoma NLRP3 (Bent; Moll; Grabbe; Bros,
2018). Dosagens realizadas por ELISA em pacientes acometidos pela infec¢do por SARS-CoV-
2, expuseram aumento estatistico significativo quando correlacionadas aos valores
apresentados pelo grupo controle (El Kazafy; Fouad; Said; Assal et al., 2022). Pela mesma
metodologia, os achados descritos por Tamara S. Rodrigues et al, também mostraram-se
aumentados em paciente no quadro de COVID-19 aguda, sugerindo assim uma maior ativagdo
de tal inflamassoma (Rodrigues; de S&; Ishimoto; Becerra et al., 2021). No estudo por nés
realizado, entretanto, foi observado valores de variancia reduzidos entre os grupos p6s-COVID

e controle.

Haja vista que a molécula NLRP3 faz parte da estrutura central do inflamassoma

candnico NLRP3, analises por imunohistoquimica e microscopia multifotdnica demonstraram
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que pacientes na fase aguda da COVID-19 apresentavam maiores quantificacfes da proteina
em questdo (Rodrigues; de S&; Ishimoto; Becerra et al., 2021). Entretanto, as analises de
quantificacdo de mRNA realizadas no presente estudo, propdem uma normalizagédo do contetido

transcricional de NLRP3, apresentando valores similares ao grupo controle.

Diferentemente do contexto pds-sepse estudado e elucidado por Gritte, Souza-Siqueira
et al. que apresentava um aumento na expressao de genes relacionados com a ativagdo do
inflamassoma NLRP3 em mondcitos — TLR4, NF-xB, NLRP3, IL-1P ¢ IL-18 (Gritte; Souza-
Siqueira; Borges da Silva; Dos Santos de Oliveira et al., 2022), 0 p6s-COVID exp6s diminuigdo
na maioria dos genes que atuam na sinalizagcdo TLR4/MY D88, a consequente ativagdo de NF-

kB e a transcricao de seus produtos.

O decurso do processo inflamatério e o mal prognostico do quadro infeccioso,
observado na COVID-19 apresenta correlacdo direta com a ativacao desregulada de TLRs e a
consequente cascata de sinalizagdo MyD88 dependente, caracterizando um aumento da
expressao de TLR4, MyD88 e TRIF no cenario aguda da infeccdo (Liu; Yang; Yu; Lian et al.,
2022; Zheng; Karki; Williams; Yang et al., 2021). Visando estabelecer um comparativo entre
0 cendrio agudo e 0 p6s-COVID, o presente trabalho apresentou uma diminui¢do da maioria
dos genes cruciais para a ativagdo de NF-«xB pela via de sinalizagdo TLR4/MYD88 — MyD88;
BTK; IRAK4; IkB; e, NF-kB. Bem como a diminui¢ao de um de seus mediadores inflamatérios
transcritos — IL-18. Resultados esses, distintos aos observados nas andlises de expressao de
MRNA referentes aos demais produtos de tal cascata — NLRP3 e IL-1 — uma vez que estes ndo

mostraram diferenca estatistica significativa.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Segundo o que foi evidenciado nos quadros agudos da COVID-19 e, pautando-se nas
hipoteses previamente levantadas por estudos anteriores do grupo sobre o perfil de mondcitos
na Sindrome P0s-Sepse, inferimos que a Sindrome Pds-COVID se assemelharia em tais
aspectos de reprogramacao celular e as analises propostas resultariam em maiores expressoes
de genes referentes a uma das vias cruciais a resposta imunoldgica pro-inflamatoria de tais

células.

Entretanto, segundo os resultados aqui expostos, a SPC qualificou-se por uma
diminuicdo de expressdo génica de pontos essenciais na cascata de ativacdo de NF-«kB, inferindo
assim um provavel quadro de imunossupressdo causado por uma reprogramacado celular de
mondcitos circulantes em individuos dentre o periodo aproximado de 2 anos ap6s infeccao por
SARS-CoV-2. Ainda assim, sdo poucos os estudos acerca da avaliacdo de expressao dos genes
propostos em mondcitos tanto no contexto agudo quanto posterior a infeccédo, dificultando o

estabelecimento de comparativos diretos e concretos com os achados do estudo.

A evidéncia de uma reprogramacao celular de mondcitos circulantes quanto a aspectos
inflamatdrios atribui substancialmente na caracterizacdo e melhor elucidacdo de uma das
vertentes da Sindrome P6s-COVID. Ainda com as limitacbes e impasses encontrados para a
realizacdo do estudo, dentre eles a dificuldade de contato com 0s pacientes e a renuncia na
adesdo para participacdo, destaca-se o grande valor dos achados aqui apresentados para a
sociedade como um todo. Ressalta-se ainda, a necessidade de pesquisas posteriores para um
conhecimento mais amplo e concreto acerca da COVID-longa e seus efeitos na qualidade de

vida dos pacientes.
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ANEXO

Anexo A - Parecer consubstanciado do CEP: Centro Universitario Lusiada

CENTRO UNIVERSITARIO
LUSIADAS / FUNDAGAO W
LUSIADAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: FATORES PREDITIVOS DA OCORRENCIA DE SINDROME POS-COVID
Pesquisador: Edgar Matias Bach Hi

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 51925221.5.0000.5436

Instituicdo Proponente: Fundagao Lusiada / Centro Universitario Lusiada - UNILUS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.012.568

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em reunido do colegiado, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Centro Universitario
Lusiada (CEPSH/UNILUS), AVALIOU o referido Protocolo submetido a Plataforma Brasil, constando em
ATA.

Conforme a Resolugdo No. 466 de 12 de dezembro de 2012, item IV.5, alinea d, “O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido devera, ainda: ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as suas
paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu representante
legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela (s) pessoa (s) por ele delegada (s), devendo as
paginas de assinaturas estar na mesma folha. Em ambas as vias deverao constar o enderego e contato
telefénico ou outro, dos responsaveis pela pesquisa e do CEP local e da CONEP, quando pertinente”.

As modificagdes ou emendas ao Projeto de Pesquisa deverao ser apresentadas ao CEPSH/UNILUS de
forma clara e sucinta, identificando a parte do Projeto de Pesquisa a ser modificada e suas justificativas.

Solicitamos que sejam apresentados ao CEPSH/UNILUS relatérios semestrais sobre o andamento da
pesquisa, bem como informagdes relativas a eventuais modificagoes, efeitos adversos, cancelamento,
encerramento, destino dos conhecimentos obtidos e relatério final, conforme a Resolugao n® 466/2012.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

SANTOS, 01 de Outubro de 2021

Assinado por:
Frederico Kauffmann Barbosa
(Coordenador(a))
Endereco: Rua Batista Pereira, n° 265, sala 28
Bairro: Macuco CEP: 11.015-100

UF: SP Municipio: SANTOS
Telefone: (13)3202-4100 Fax: (13)3221-4488 E-mail: cepsh@lusiada.br
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Anexo B — Parecer consubstanciado do CEP: Irmandade Santa Casa de Misericérdia de
Santos

IRMANDADE SANTA CASA DE | Plataforma
MISERICORDIA DE SANTOS asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: FATORES PREDITIVOS DA OCORRENCIA DE SINDROME POS-COVID
Pesquisador: Edgar Matias Bach Hi

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 51925221.5.3002.0139

Instituicdo Proponente: IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SANTOS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.036.959

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem pendéncias
Consideragoes Finais a critério do CEP:

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao

SANTOS, 14 de Outubro de 2021

Assinado por:
FERNANDA MARTINS DA SILVA SANTOS
(Coordenador(a))

Endereco: AV. DOUTOR CLAUDIO LUIS DA COSTA 50

Bairro: JABAQUARA CEP: 11.075-900

UF: SP Municiplo: SANTOS

Telefone: (13)3202-0600 E-mail: cep@scsantos.com.br



Anexo C- Parecer consubstanciado do CEP: Hospital Guilherme Alvaro

HOSPITAL GUILHERME > )
ALVARO %ﬁﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: FATORES PREDITIVOS DA OCORRENCIA DE SINDROME POS-COVID
Pesquisador: Edgar Matias Bach Hi

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 51925221.5.3001.5448

Instituicdo Proponente: Hospital Guilherme Alvaro - Santos - SP

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.075.908

Recomendagdes:
Recomendo incluir no projeto mais claramente a forma de recrutamento do grupo de controle, bem como no
TCLE.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias ou inadequacgoes.Existiram pendéncias documentais na validagao documental que foram
cumpridas.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Devera ser entregue uma via na integra do TCLE ao participante da pesquisa, atentar no item que o
participante da pesquisa tem liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer parte da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado. As modificagdes ou
emendas ao protocolo devem ser enviadas a Plataforma Brasil para conhecimento e avaliagdo deste
Comité, de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Solicitamos que sejam enviados ao CEP/HGA, via Plataforma Brasil,

relatérios semestrais sobre 0 andamento da pesquisa, bem como informagdes relativas da mesma, eventos
adversos, cancelamento, encerramento, destino dos conhecimentos obtidos e relatério final,

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

SANTOS, 03 de Novembro de 2021

Assinado por:
Maria Aparecida Pedrosa dos Santos
(Coordenador(a))
Enderego: Rua Oswaldo Cruz n® 197
Bairro: Bogueirao CEP: 11.045-904

UF: SP Municipio: SANTOS
Telefone: (13)3202-1306 Fax: (13)3202-1306 E-mall: hga-cep@saude.sp.gov.br
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Anexo D - Termo de Consentimento livre e esclarecido

si=
[ N 4‘\ \-:-'f" Universidade

MEDIC

OSE <\ Cruzeiro do Sul UNILU§

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o(a) Sr(a) para participar da Pesquisa “FATORES PREDITIVOS DA OCORRENCIA DE
SINDROME POS-COVID", sob a responsabilidade dos pesquisadores MARCEL CERQUEIRA CESAR
MACHADCQ, EDGAR MATIAS BACH HI e RAQUEL BATISTA GRITTE, a qual pretende identificar e
caracterizar os fatores preditivos da Sindrome Pos-Covid (SPC) em pacientes atendidos na cidade de
Santos.

Sua participacfio € voluntéria, por onde vocé devera comparecer as consultas agendadas previamente
para as seguintes agies:

+ Coleta de sangue para realizagio de exames
+ Responder um questionario para sabermos como anda sua salde
Algumas coisas poderdo ocorrer durante esta consulta {riscos):
« Dorou incdmedo no local da coleta de sangue
Se algo ocorrer teremos profissionals prontos para atendé-lo da melhor forma possivel.

Se ofs) Sr(a) aceltar participar, estard contribuinde para avallar sua qualidade de vida e poder
proporcionar conhecimentos sobre a doenga.

Se depois de consentir em sua participacio ofs) Sr{a) desistir de continuar participando, tem o direito e
a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, antes ou depois da coleta dos
dados, independente do motivo e sem nenhum prejuize a Vossa Senhoria. O(a) Sr{a) ndo tera qualquer
despesa e também ndo recebera qualquer remuneracio. Os resultados da pesquisa serfo analisados
e publicados, sendo sua Identidade preservada e guardada em sigilo.

Sua amostra bioldgica (sangue) podera ser armazenada em um Biobanco ou Biorrepositdrio, De acordo
com a Resolugio CNS N® 441 de 2012, item 10, o participante da pesquisa, ou seu representante legal,
a qualquer tempo e sem gquaisquer dnus ou prejuizos, pede retirar o consentimento de guarda e
utilizagdo do material biolégico armazenado em Bichanco ou Biorrepositario, valendo a desist&ncia a
partir da data de formalizagfio desta_ | - A retirada do consentimento sera formalizada por manifestagéo,
por escrito e assinada, pelo paricipante da pesquisa ou seu representante legal, cabendo-he a
devolugiio das amostras existentes.

Para qualquer outra informacgdo, o(a) Sr{a) pode entrar em contato com o pesquisador responsavel
EDGAR MATIAS BACH HI, pelo telefone (11) 99179-3444 (Whatsapp) ou com o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Cruzeiro do Sul, Av. Dr. Ussiel Cirilo, 225, S3o0 Miguel, S3o Paulo, SP,
telefone (11) 2037 5805; ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario Lusiada, Rua
Batista Perelra 262, Macuco, Santos/SP, Telefone (13) 3204-4100.

Se o(a) Sr(a) se sentir suficlentemente esclarecido sobre essa pesquisa, objstivo, procedimentos e

eventuals riscos e beneficlos, convido-o(a) a assinar este Termo, elaborado em duas vias, sendo que
uma ficara com o(a) Sr{a) e a outra com o pesquisador.

Santos, de de 2023.
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M ]: D l{: [ N A \_‘_,-i'- =7 Universidade
ST <\ Cruzeiro do Sul UNILUS

CENTED UNIVERSITARID LUSIADA

Identificacdo do Participante:
Mome:
RG: CPF:
Telefone:

Endereco:

Assinatura: Data: / !

Declaracao do pesquisador:
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria, o Consentimento Livre e Esclarecido deste
participante (ou representante legal) para a participagdo neste estudo. Declaro alnda que me

comprometo a cumpri todos os termos aqui descritos.

Mome do pesquisador: Marcel Cerqueira César Machado
Assinatura:
Data; 09092022

Rubrica do participante Rubrica do pesquisadar



