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RESUMO

Durante a pandemia da COVID-19 foi observado que a obesidade influencia sobre o
prognostico nesta doenca. No entanto, sua relacdo com os desfechos clinicos da COVID-19
necessita ser investigada na populacdo brasileira, assim como, as caracteristicas da resposta
imunolodgica que esta populacdo com obesidade pode apresentar em estado grave. Assim, 0
objetivo deste estudo é investigar a influéncia da obesidade sobre casos de sindrome respiratoria
aguda grave (SRAG) por COVID-19 no Brasil, sua associacdo com a gravidade e mortalidade
e a resposta imunologica de pacientes graves. Este trabalho foi dividido em dois estudos, ambos
com dados de 2020. O estudo 1 é um estudo ecoldgico desenvolvido a partir do Sistema de
Informacéo de Vigilancia Epidemioldgica da Gripe (SIVEP-Gripe), incluindo adultos e idosos
hospitalizados com SRAG por COVID-19 com desfecho clinico conhecido. Realizou-se analise
descritiva dos dados e comparativa para investigar as diferencas entre pacientes com (OB) e
sem obesidade (N-OB). Em seguida, fez-se uma analise espacial entre regides brasileiras. Por
fim, aplicou-se a regressao logistica na populacéo total e, posteriormente, apenas na populacéo
com obesidade. O estudo 2 envolveu uma analise transversal com a inclusdo de 27 pacientes
COVID-19 grave (67% mulheres, 56,33 £ 19,55 anos), designados em grupo OB (IMC > 30
kg/m2, n = 9) ou N-OB (IMC < 30 kg/ m2, n = 18). As células imunoldgicas (mondcitos,
neutrdfilos, células NK e linfécitos T) foram isoladas do sangue periférico e a frequéncia e
expressao dos receptores de superficie foram analisados por citometria de fluxo. Em ambas as
etapas, o nivel de significancia assumido foi de 5%. No estudo 1, a obesidade foi a terceira mais
frequente entre hospitalizacbes (8,5%), no entanto, apresentou razdo de chance (RC)
significantemente maior para uso suporte ventilatorio invasivo (RC: 2,48; 95%IC: 2,37 — 2,60),
ndo invasivo (RC: 1,59; 95%IC: 1,53 — 1,65), admissdao em UTI (RC: 1,74; 95%IC: 1,69 - 1,79)
e mortalidade (RC: 1,36; 95%IC: 1,32 — 1,40), em comparacdo as doengas mais prevalentes.
Pacientes OB eram mais jovens que N-OB (p < 0,001). As etnias pardas e pretas, as regioes
Norte e Nordeste e analfabetos foram mais afetados nas taxas de mortalidade. A doenca cronica
renal foi a Gnica comorbidade associada a mortalidade na populacdo OB. Pacientes OB em
suporte ventilatério invasivo apresentaram sete vezes maior chance de mortalidade. No estudo
2, foi observada associacao negativa entre a frequéncia de mondcitos e linfécitos com o IMC,
enquanto NK e os neutrofilos associaram-se positivamente (p < 0,05). Pacientes OB
apresentaram mondcitos com elevada expressdo de PD-L1 (p < 0,05) e reducdo significante de
linfocitos CD3+, especificamente citotoxicos, assim como maior frequéncia do fenotipo
CD4+CD28+CD279+ (p < 0,05). Nestes pacientes foi observada maior frequéncia de NK e
TREM-1+ em neutréfilos (p < 0,05). Finalmente, a expressdo de receptores relacionados a
apresentacdo de antigenos, fagocitose, quimiotaxia, inflamacdo e supressdo fortemente
associaram-se a marcadores clinicos apenas em pacientes OB (p < 0,05). Estes dados suportam
que a obesidade influencia sobre a gravidade e mortalidade da COVID-19 no Brasil e afeta
diferencialmente a resposta imunoldgica em casos graves.

Descritores: Obesidade. indice de massa corporal. COVID-19. Sindrome respiratoria aguda
grave. Sistema Imunoldgico. TREM-1.



ABSTRACT

During the COVID-19 pandemic, it was observed that obesity influences the prognosis of this
disease. However, its relationship with the clinical outcomes of COVID-19 needs to be
investigated in the Brazilian population, as well as the characteristics of the immunological
response that this population with obesity may present in a severe condition. Thus, the goal was
to investigate the influence of obesity in cases of severe acute respiratory syndrome (SARS) by
COVID-19 in Brazil, its association with severity and mortality, and the immune response of
critically ill patients. This thesis resulted in two studies, both with data from 2020. Study 1 is
an ecological study developed from the Influenza Epidemiological Surveillance Information
System (SIVEP-Gripe), with data from adults and elderly people hospitalized with SARS due
to COVID-19 with a known clinical outcome. Descriptive and comparative data analysis was
performed to investigate the differences between patients with (OB) and without (N-OB)
obesity. Then, a spatial analysis was performed between Brazilian regions. Finally, logistic
regression was applied to the total population and, later, only to the obese population. Study 2
involved a cross-sectional analysis with the inclusion of 27 severe COVID-19 patients (67%
women, 56.33 = 19.55 years), assigned to OB group (BMI > 30 kg/m?, n=9) or N -OB (BMI
<30 kg/ m?, n = 18). Immune cells (monocytes, neutrophils, NK cells and T lymphocytes) were
isolated from peripheral blood and the frequency and expression of surface receptors were
analyzed by flow cytometry. In both phases, the assumed significance level was 5%. In study
1, obesity was the third most frequent among hospitalizations (8.5%), however, it had a
significantly higher odds ratio (OR) for invasive ventilatory support (OR: 2.48; 95%Cl: 2. 37 —
2.60), non-invasive (OR: 1.59; 95%CI: 1.53 — 1.65), ICU admission (OR: 1.74; 95%CI: 1.69 —
1.79) and mortality (OR: 1.36; 95%CI: 1.32 — 1.40), compared to the most prevalent diseases.
OB patients were younger than N-OB (p < 0.001). The mixed-race and black ethnic groups, the
North and Northeast regions and illiterates were more affected in mortality rates. Chronic
kidney disease was the only comorbidity associated with mortality in the OB population. OB
patients on invasive ventilatory support had a seven times greater chance of mortality. In study
2, a negative association was observed between the frequency of monocytes and lymphocytes
and BMI, while NK and neutrophils were positively associated (p < 0.05). OB patients had
monocytes with high expression of PD-L1 (p < 0.05) and a significant reduction in CD3+
lymphocytes, specifically cytotoxic, as well as a higher frequency of the CD4+CD28+CD279+
phenotype (p < 0.05). In these patients, a higher frequency of NK cells and TREM-1+
expression on neutrophils was observed (p < 0.05). Finally, expression of receptors related to
antigen presentation, phagocytosis, chemotaxis, inflammation, and suppression were strongly
associated with clinical markers only in OB patients (p < 0.05). These data support that obesity
influenced to the severity and mortality of COVID-19 in Brazil and it differentially affects the
Immune response in severe cases.

Keywords: Obesity. Body mass index. COVID-19. Severe acute respiratory syndrome.
Immune System. TREM-1.
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1 INTRODUCAO GERAL

A COVID-19, acrénimo que se refere a doenca do coronavirus 2019 causada pelo
coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave-2 (SARS-CoV-2), alcancou proporcdes
pandémicas e de emergéncia publica global, resultando em mais de 6 milhdes de mortes ao
redor do mundo, e permanece preocupando os sistemas de satde (WHO, 2023a). Essa doenca
pode cursar de forma assintomatica ou leve, ou ainda evoluir para quadros de maior gravidade,
com inflamac&o excessiva e insuficiéncia respiratoria, necessitando de ventilacdo mecéanica e
tratamento em unidades de terapia intensiva (UTI) (SOOD; BEDI, 2022). A progressao da
doenga, bem como o desfecho final, tem influéncia direta do sistema de vigilancia e defesa do
organismo humano (DAVITT et al., 2022).

O sistema imunologico tem o papel crucial em montar uma resposta antiviral eficaz e
de eliminacdo do virus (DAVITT et al., 2022). No entanto, muitas evidéncias apontam para
uma heterogeneidade da resposta imunologica na COVID-19 que pode resultar em
desregulacdo desse sistema e danos aos tecidos. Como exemplo, em popula¢6es hospitalizadas
graves com COVID-19, algumas pessoas exibiram fenotipos hiperinflamatorios com ativacéo
exacerbada de células efetoras, enquanto outras pessoas expressaram um fenétipo com reducao
da capacidade de ativacdo da resposta adaptativa. Ademais, algumas pessoas apresentaram
aumento de mondcitos circulantes, enquanto outras apresentaram redugdo (DAVITT et al.,
2022; GARDUNO et al., 2023; GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020; PURBEY et al.,
2023; SABBATINO et al., 2021).

Essa resposta imunoldgica heterogénea parece ser dependente do historico de satde do
paciente (DAVITT et al., 2022) e a presenca da obesidade pode influenciar sobre os desfechos
da COVID-19 (ANDRADE et al., 2021; FAVRE et al., 2021; GREWAL; BUECHLER, 2023;
PRANATA et al., 2021). Nesse contexto, vem sendo demonstrado que a obesidade influencia
sobre a capacidade de ativacdo, citotoxicidade e regulacao das células imunolégicas da resposta
inata e adaptativa (ALARCON et al., 2021; ANDRADE et al., 2021; HONCE; SCHULTZ-
CHERRY, 2019; JUNG; CHOI, 2014; KHWATENGE et al., 2021; URIBE-QUEROL;
ROSALES, 2022; ZULU et al., 2021). Isto porque as alteracGes anatdmicas e metabolicas que
ocorrem com o0 desenvolvimento da obesidade modificam o metabolismo das células
imunologicas e, consequentemente, afetam a expresséo de receptores na superficie celular, ou
seja, 0 fendtipo (GREWAL; BUECHLER, 2023; LUMENG, 2013; MICHELET et al., 2018;
O’SHEA; HOGAN, 2019).
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Durante a pandemia da COVID-19, estudos de meta-analises, realizados especialmente
com populagdes europeias, americana e asiatica, evidenciaram associa¢do da obesidade com
hospitalizacGes e 6bitos por COVID-19 (AGHILI et al., 2021; BAQUI et al., 2020; BOOTH et
al., 2021; PRANATA et al., 2021; ZHAO et al., 2020b). Nesse contexto, a populacéo brasileira
necessita ser investigada, considerando sua vasta diversidade cultural e socioecondmica, além
de ter apresentado um aumento de 72% na prevaléncia de obesidade entre 0s anos de 2006 e
2019 (ABESO, 2019; BRASIL, 2020).

Assim, este estudo visa analisar a influéncia da obesidade sobre os casos de SRAG
causada por COVID-19 na populacao brasileira e investigar o fen6tipo imunoldgico relacionado
a ativacdo, inflamacdo e supressdo/regulacdo de células da resposta imunolodgica na circulagao
periférica em pacientes com e sem obesidade com COVID-19 grave. A hipdtese deste estudo é
que a obesidade é uma comorbidade frequente na COVID-19 em todas as regides brasileiras,
aumentando a chance para a gravidade e mortalidade de forma independente e que as células
imunolégicas efetoras apresentardo um fendtipo associado com a obesidade e com o0s

marcadores clinicos nesta populacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar as caracteristicas epidemiolégicas e imunoldgicas de pacientes com
obesidade com SRAG causada por COVID-19 no Brasil.

2.2 Objetivos especificos

(1) Estimar a frequéncia da obesidade entre os casos de hospitalizagdes com SRAG por
COVID-19;

(2) Investigar a influéncia da obesidade sobre o uso de suporte ventilatorio, a necessidade
de internagdo em UTI e mortalidade intra-hospitalar por COVID-19;

(3) Caracterizar a populagcdo com obesidade hospitalizada com SRAG por COVID-19;

(4) Avaliar os fatores associados a obesidade que contribuiram para maior chance de
mortalidade intra-hospitalar por COVID-19;

(5) Investigar a associagdo da obesidade com a frequéncia de células da resposta
imunolégica entre os casos de COVID-19 grave;

(6) Analisar a expressao de marcadores de superficie relacionados a ativagdo, inflamacéo e
supressdo nas células da resposta imunoldgica entre pacientes com e sem obesidade na
COVID-19 grave,

(7) Avaliar a relacéo entre as populagGes das células estudadas e os marcadores clinicos de
gravidade da COVID-19 nos pacientes com e sem obesidade.
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3 CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

3.1 Panorama da COVID-19 no Brasil e no mundo

A COVID-19 (do inglés “coronavirus disease 2019”) refere-se a doenca infecciosa
causada por coronavirus. Os primeiros casos de hospitaliza¢cdes aconteceram em Wuhan, na
China, em dezembro de 2019 e foram caracterizados como surtos de pneumonia atipica de
origem desconhecida. Rapidamente, novos casos com quadro sintomatoldgico semelhante
foram notificados em paises vizinhos até que, em meados de janeiro de 2020, a China
implementou medidas de satde publica rigorosas (LI et al., 2020; ZHU et al., 2020). Nesse
periodo, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou Emergéncia de Saude Publica de
Preocupacdo Internacional (ESPII) (EUROSURVEILLANCE EDITORIAL TEAM, 2020).

Em fevereiro de 2020, o agente etiolégico responsavel recebeu sua nomenclatura
definitiva (SARS-CoV-2) e a OMS instituiu o termo COVID-19 (CORONAVIRIDAE STUDY
GROUP OF THE INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES,
2020). Neste més, o primeiro caso de infeccdo por SARS-CoV-2 foi notificado na cidade de
Séo Paulo, no Brasil, sendo um homem acima de 60 anos recém-chegado da Italia (BRASIL,
2020b). Oficialmente em marco de 2020 foi declarado o estabelecimento da pandemia (WHO,
2020b, 2023b).

A Figura 1 detalha eventos e descobertas cientificas que aconteceram ao longo do
primeiro ano de pandemia da COVID-19. Em meados de dezembro de 2020, 216 territdrios dos
seis continentes haviam sido afetados com sobrecarga dos recursos de satde, acumulando cerca
75 milhdes de casos e mais de um milhdo e meio de mortes por COVID-19 (DONG; DU,
GARDNER, 2020; ZHU et al., 2020). Deste total, foram confirmados 7,6 milhdes de casos de
infeccdo e 194.949 Gbitos na populacao brasileira (BRASIL, 2020c). O Brasil foi um dos paises
com maior numero de casos durante a pandemia da COVID-19, posicionando-se em quinto
lugar, apos Peru, México, Ucrania e Irg, na analise global do nimero de obitos a cada 100 casos
confirmados (HOPKINS, 2023; WHO, 2023b).
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Figura 1. Acontecimentos e descobertas ao longo do ano de 2020 na pandemia da COVID-19. Legenda: EUA:
Estados Unidos da América; OMS: organizacao mundial da satde. Figura adaptada de KUPFERSCHMIDT, 2020.

Por suas propor¢des continentais, o Brasil é dividido em Norte, Nordeste, Centro-Oeste,

Sudeste e Sul e estudos epidemioldgicos demonstraram que a distribuicdo dos casos variou de

acordo com as caracteristicas socioeconémicas de cada regido brasileira. A regido Sudeste se

destaca em nUmero de Obitos, porém sua densidade populacional foi um dos fatores que

contribuiu. Por outro lado, as regibes Norte e Nordeste foram demonstradas como as mais
afetadas (CASTRO et al., 2021; COSTA et al., 2021; ZEISER et al., 2022). Em concordancia,

foi observado principalmente que regides de menor renda per capita se associaram com 0

numero de casos de SRAG mais grave, enquanto que a regides de maior per capita se associaram
ao maior nimero de diagndésticos de COVID-19 (DE SOUZA et al., 2020). Dados publicados
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por Souza Araujo e colaboradores apontaram elevada prevaléncia de infeccdo por SARS-CoV-
2 mesmo regides com menor densidade populacional e considerando o periodo de isolamento
social, como foi o caso do estado de Sergipe (11,6%; DE SOUZA ARAUJO et al., 2021).

No Brasil, o Departamento de Informagdo e Informatica do Sistema Unico de Satde
(DATASUS) faz parte da Secretaria Executiva do Ministério da Satde com responsabilidade
de disponibilizar informacgdes de dominio publico e livre acesso para subsidiar analises
objetivas com relacdo a situacdo sanitaria do Brasil (BRASIL, [s.d.]). Entre os sistemas de
monitoramento do DATASUS esta o Sistema de Informacéo de Vigilancia Epidemiologica da
Gripe (SIVEP-Gripe), o qual foi implementado desde o ano 2000 com o objetivo principal de
monitorar o virus Influenza no pais. Em 2009, com a pandemia do virus Influenza A (H1N1)
pdmQ9 foi criada a vigilancia da SRAG junto ao SIVEP-Gripe, a fim de reforcar a vigilancia
dos virus respiratorios, e este foi e continua sendo o sistema vigente para monitoramento de
casos da COVID-19 no Brasil (BRASIL, 2021).

Este sistema tem sido uma importante ferramenta na pesquisa cientifica. Como exemplo,
um estudo brasileiro, utilizando o SIVEP-Gripe, demonstrou elevada proporcao de pessoas com
comorbidades entre hospitalizados com SRAG causada por COVID-19 e Influenza (NIQUINI
etal., 2020). Outro estudo ecoldgico realizado com dados do SIVEP-Gripe e do Sinan Influenza
Web, exclusivamente no estado de Pernambuco, ressaltou a elevada frequéncia de casos
mensais de SRAG em um periodo pré-COVID-19, especialmente em regies do interior do
estado (SILVA; MAIA; DE SOUZA, 2020).

A partir do exposto, ressalta-se o impacto da COVID-19 no Brasil e a relevancia destas
ferramentas publicas para o desenvolvimento de estudos que possam prever e orientar medidas

de saude publica, especialmente em grupos e regides mais vulneraveis.

3.2 Caracterizacao do virus SARS-CoV-2 e da COVID-19

Os coronavirus pertencem a familia Coronaviridae e podem ser divididos entre 0s
géneros alphacoronavirus, betacoronavirus, gammacoronavirus e deltacoronavirus. Em
humanos, alfa e beta sdo os mais comuns, de origem zoonética e capazes de desencadear
desordens respiratorias (HU et al., 2021). Trés especies de coronavirus se destacaram em
relacdo a sua transmissibilidade e letalidade: o primeiro coronavirus da sindrome respiratoria
aguda grave (SRAG ou SARS, abreviagdo do ingl€s “severe acute respiratory syndrome”), que
emergiu em 2002 na China (SARS-CoV), o coronavirus da sindrome respiratoria do Oriente

Médio que emergiu em 2012 na Arabia Saudita (MERS-CoV) e o segundo coronavirus da
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sindrome respiratoria aguda grave que emergiu em 2019 na China (SARS-CoV-2) (KESHEH
etal., 2022).

Em comum, esses trés coronavirus fazem parte do género betacoronavirus, séo
envelopados e possuem uma fita Unica simples de RNA (+ssRNA). Sua replicacdo ocorre em
meio citoplasmatico a partir de mecanismos celulares do hospedeiro para producéo de proteinas
estruturais, como as proteinas do envelope (E), da membrana (M), do nucleocapsideo (N) e da
espicula (S), demonstradas na Figura 2, além das proteinas ndo estruturais. Estes virus também
estdo mais susceptiveis a mutagdes (KESHEH et al., 2022).

Em relacéo a sequéncia genética, 0 SARS-CoV-2 compartilha maior similaridade com
0 SARS-CoV (79%). Ambos os virus utilizam a ECA-2 para entrar na celula do hospedeiro
(Figura 2). Esta enzima esta abundantemente expressa nos tecidos do organismo humano,
principalmente no tecido respiratério, cardiovascular, renal e adiposo. No entanto, 0 SARS-
CoV-2 sofreu mutagdes no gene da proteina S (do inglés “spike”), especificamente na
subunidade 1, onde se localiza o dominio de ligagdo ao receptor (RBD). Isto proporcionou
maior afinidade a ECA-2 em comparacdo ao SARS-CoV. Estudos também demonstraram que
este dominio RBD se encontra por mais tempo em um estado “deitado”, o que pode favorecer
sua evasdo ao sistema imunolégico, visto que é por este dominio que o virus é reconhecido
(LETKO; MARZI; MUNSTER, 2020; OU et al., 2020; YUAN et al., 2017).

Nucleocapsideo {N) + RNA RBD

Envelope (E)

Local de clivagem
S1 >
60-140 nm Membrana (M)
Espicula (S}
Hematoglutinina
esterase (HE) " f¥] Proteina de fusdo
Camada bilipidica Envelope do virus
Memp,. 8
aNa da Céluty do (\ ) )
9Spedajy, (48
B SARS-CoV-2(~29800 bp) 8 10
ORF 1a s [N
) 3
Inicio ORF 1b b

[ns1[ns2] PLpro  [ns4[3cL[ns6[7[8]9[10
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Figura 2. Estrutura fisica (A) e gendmica (B) do SARS-CoV-2. O virus tem um didmetro entre 60 a 140 nm e sua
superficie apresenta diversas proteinas estruturais, entre elas a espicula (S), a qual esta relacionada a essa imagem
caracteristica de coroa. O envelope viral consiste em uma bicamada lipidica em que as proteinas M, E e S ficam
ancoradas. A proteina S é constituida pela subunidade 1, onde se localiza o dominio de ligag&o ao receptor (RBD),
responsavel por se ligar 8 ECA-2, e a subunidade 2 que ancora a espicula ao envelope viral e local de clivagem
gue permite a fusdo com a célula hospedeira. Na parte interior do virus se encontra o material genético (+ssRNA)



19

ligado ao nucleocapsideo. Legenda: ECA-2: enzima conversora de angiotensina 2. Figura adaptada de CAS, 2020;
SAFIABADI TALI etal., 2021.

Além disso, 0 SARS-CoV-2 apresenta um local de clivagem tipo furina associado a
subunidade 1, que é responsavel pela fusdo entre o virus e a célula do hospedeiro, especialmente
em tecidos em que a enzima protease serina transmembranar 2 (TMPRSS2) é pouco expressa.
Esta caracteristica pode ter permitido uma disseminacdo mais eficiente do virus dentro do
organismo humano (ISHAK et al., 2022; ROSSI et al., 2020; SHANG et al., 2020). Finalmente,
ao se ligar a ECA-2, 0 SARS-CoV-2 provoca reducdo na sua expressdo na superficie do tecido
infectado, de modo que reduz a capacidade anti-inflamatdria exercida por essa enzima, bem
como aumenta a propor¢ao de angiotensina Il. Isto contribui para desregulacéo cardiovascular

no 6rgdo afetado e sistemicamente a medida que a doenca progride (SOOD; BEDI, 2022).

3.3 Manifestacdes clinicas na COVID-19

O sistema respiratorio apresenta elevada expressdo tanto da ECA-2 quanto da
TMPRSS2, o que favorece o tropismo do SARS-CoV-2 por esse tecido (SOOD; BEDI, 2022;
SUNGNAK et al., 2020). Com isso, a ativacdo imunoldgica e danos que podem ocorrer nesse
local se traduzem nos sintomas caracteristicos das sindromes gripais, tais como tosse, coriza,
expectoracdo, dor na garganta, congestdo nasal, mal-estar, febre, fadiga e desconforto
respiratdrio. A presenca do virus nessa regido também facilita sua transmissdo entre humanos
a partir de goticulas respiratrias. Quando afeta outros 6rgaos, diferentes sintomas podem
surgir, como diarreia, vomito, perda de olfato e paladar, mialgia, cefaleia, entre outros. Nesse
sentido, a COVID-19 pode cursar com sintomas leves a graves, ou ainda ocorrer de forma
assintomatica (SOOD; BEDI, 2022; ZHOU et al., 2022).

O Ministério da Saude orienta que a sindrome gripal pode envolver sintomas leves,
enguanto que casos de hospitalizacdo requerendo monitoramento, assim como a presenca de
pneumonia, sdo classificados como casos moderados a graves. Uma manifestacgéo clinica grave
da COVID-19 é a SRAG, a qual é definida pela presenca de dispneia e/ou desconforto
respiratorio, ou pressao persistente no térax, ou saturacdo de oxigénio menor que 95% em
condicdo ambiente, ou coloracdo azulada dos labios/rosto. Além disso, estas condi¢fes devem
estar acompanhadas de pelo menos mais dois dos seguintes sintomas: febre (mesmo que
autorreferida), calafrios, dor na garganta, cefaleia, tosse, coriza, alteracdes do paladar e olfato
(BRASIL, 2021).
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O diagndstico da infeccdo por SARS-CoV-2 é realizado com o teste de rea¢do em cadeia
da polimerase em tempo real precedida de transcricdo reversa (RT-qPCR), a partir de amostras
das vias aéreas visando detectar material genético do virus. Este € 0 método padrao-ouro, porém
é indicado especialmente em casos sintomaticos na fase aguda, entre o 1° e 5° dia do inicio dos
sintomas. Os exames radiologicos de térax podem contribuir no diagndstico para avaliar
alteracbes como infiltrados, opacidades, atelectasia ou nddulos (BRASIL, 2021).

Os casos mais comuns de COVID-19 sdo classificados como leves, porém algumas
pessoas podem necessitar de suporte de oxigénio, invasivo ou ndo invasivo. Homens e mulheres
apresentam probabilidade de infeccdo semelhante, embora homens tenham apresentado maior
risco para mortalidade. Gestantes estiveram pouco frequentes entre 0s casos graves. A
gravidade pode evoluir com complicacdes intra-hospitalares que podem surgir associadas ou
ndo ao historico de saude prévio, como por exemplo, presenca de comorbidades, e necessitar
de tratamento em UTI e suporte ventilatorio. Pacientes ndo sobreviventes apresentaram, em
geral, insuficiéncia respiratoria, choque séptico e disfuncdo multipla dos érgdos (BOOTH et
al., 2021; HU et al., 2021; ZHOU et al., 2022).

A idade e comorbidades preexistentes sdo os principais fatores de risco que tornam o
individuo vulneravel a evoluir para maior gravidade e mortalidade na COVID-19 (BOOTH et
al., 2021; DESSIE; ZEWOTIR, 2021; MARTINS-FILHO et al., 2021). Estas duas condic¢des
parecem influenciar na capacidade de reconhecimento e resposta inicial ao virus (CHEN et al.,
2020a; MERAD; MARTIN, 2020; ZHOU et al., 2020). No entanto, a literatura reforca a
complexidade por tras da COVID-19, especialmente em relacdo ao desenvolvimento da

resposta imunolégica, a qual é também influenciada pela preexisténcia de comorbidades.

3.4 Resposta imunoldgica na COVID-19

O sistema imunoldgico é responsavel por reconhecer substancias estranhas ao
organismo humano, como por exemplo agentes infecciosos, a fim de protegé-lo de qualquer
perigo aos sistemas e preservar a homeostase metabdlica. Essas fun¢bes sdo mediadas pelas
respostas imunoldgicas inata e adaptativa. Os granuldcitos, como neutréfilos, eosinéfilos e
basofilos, assim como, mondcitos e suas subpopulagdes teciduais (macrofagos e células
dendriticas), mastocitos, células NK, células linfoides inatas presentes nas mucosas, sistema
complemento e citocinas fazem parte da resposta imunolégica inata. Os linfdcitos B e T, assim
como as imunoglobulinas, comp&em a resposta adaptativa. Além disso, as barreiras de células

epiteliais da pele, pelos e mucosas, pH, secre¢des contendo enzimas e microbiotas contribuem
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na protecdo contra a entrada de agentes infeciosos no organismo humano (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2019).

A resposta imunologica inata € responsavel por reconhecer e iniciar a cascata de
sinalizacdo que resulta na ativacdo da resposta adaptativa, a qual possui funcdes mais
especializadas ao patdgeno e capacidade de memadria. Os linfocitos T podem se diferenciar em
uma populacéo auxiliar (CD4+) ou citotoxica (CD8+), em que a primeira potencializa as
atividades das células inatas e producao de anticorpos por linfécitos B e a segunda atua contra
células infectadas com virus ou células cancerigenas (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2019;
RYU, 2017). A Figura 3 apresenta as principais células da resposta inata e adaptativa que

aumentam na circulacdo sanguinea quando ha sinalizacao inflamatoria.

Neutréfilos

Fungédo principal de fagocitose;
Sy S@o os leucdcitos mais abundantes no sangue;
Neutréfilos .

As primeiras células a serem recrutadas nas infeccdes.

Linfécitos

Sdo a 22 populagdo mais abundante entre os
leucdcitos;

Fazem parte da resposta adaptativa e podem se
diferenciar em:

Linfécitos

Células B: produzem anticorpos.

Células T: atuam contra microrganismos, incluindo
virus, células cancerigenas e transplantes.
Subdividem-se em células auxiliares e citotéxicas.

/LS

Células NK: destroem células infectadas.

Eosindfilos
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£
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Fazem remocdo de particulas mortas microbianas e do
hospedeiro.

Basofilo

Mondcitos
Linfécitos B

Linfocitos T Células NK

Figura 3. Células imunologicas encontradas na circulagdo sanguinea. Figura adaptada de NILSON, 2015.

No caso de invasdes virais, 0s mesmos sdo agentes intracelulares obrigatérios para sua
replicacdo. As celulas do hospedeiro infectadas conseguem externar fragmentos proteicos do
virus em sua superficie através de receptores que fazem parte do Complexo Maior de
Histocompatibilidade (MHC), favorecendo a ativacdo do sistema imunoldgico. A expressao de
receptores na superficie celular determina o fenotipo da célula e contribui para a identificagdo
das atividades que a célula desempenha naquele momento. Além disso, células da resposta
imunolégica inata expressam receptores de reconhecimento padrdo (PRRS) em sua superficie,



22

0S quais conseguem detectar fragmentos de microrganismos e sinalizar o recrutamento de

células efetoras. Dentre elas, destacam-se (RYU, 2017):

e Neutrofilos, os quais sdos 0s primeiros a serem recrutados para fazer fagocitose do
microrganismo e degranulacdo, liberando diversos fatores inflamatdrios, enzimaticos e
espeécies reativas com o objetivo de destruir o patdgeno;

e Mondcitos, os quais também fazem fagocitose, interagem com a resposta adaptativa e
no tecido podem se tornar macréfagos ou células dendriticas. Posteriormente, sofrem
diferenciacdo em subpopula¢des que podem indicar um fenétipo pro-inflamatorio ou
regulador;

e Células NK, que sdo células com funcdo de destruir outras células infectadas ou

cancerigenas e podem se tornar potencialmente inflamatorias.

A partir disso, inicia-se uma sinalizacdo pro-inflamatdria responsavel por recrutar mais
células para o tecido infectado (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019; RYU, 2017). Esta
sinalizacdo comeca com a producéo de citocinas Interferon (IFN) do tipo 1 e 3, especialmente
alfa (IFN- o) e beta (IFN-P), as quais atuam na inibigao da replicagao viral nas células infectadas
de forma autdcrina e parécrina (RYU, 2017). Em comum com outros virus, as proteinas N do
SARS-CoV-2 tem a capacidade de impedir a sinalizacdo e sintese dos IFNSs, retardando o
processo de ativacdo imunologica (HADJADJ et al., 2020; KASUGA et al., 2021). O atraso
nessa sinalizacdo inicial favorece a replicacdo do virus, o aumento de carga viral dentro do
organismo humano e uma resposta imunoldgica mais potente levando ao estado de
hiperinflamagdo, também conhecido como “tempestade de citocinas” (MERAD; MARTIN,
2020; PURBEY et al., 2023; SOOD; BEDI, 2022; ZHOU et al., 2020). Esse estado é
caracterizado pela elevacao de diversas citocinas séricas, entre elas: IFN-y, interleucina (IL) 1,
IL-2, IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral (TNF) a, quimiocina C-C ligantes (CCL) 2, CCL3,
quimiocina C-X-C ligante (CXCL) 10, fator estimulador de coldnias de granulocitos (GM-CSF)
e proteina inflamatoria de macrofagos (MIP) 1a (CHUA et al., 2020; LIAO et al., 2020).

Nesse contexto, as células da resposta imunoldgica podem contribuir para a persisténcia
da hiperinflamac&o e apresentar um comportamento disfuncional. Os mondcitos, por exemplo,
produzem diversas citocinas inflamatorias que, de forma persistente, resultam na sindrome de
ativacdo de macrofagos (MAS), a qual foi identificada em pacientes com COVID-19 grave
(CHUA et al., 2020; GIAMARELLOS-BOURBOULLIS et al., 2020; LEE et al., 2020). Esta

sindrome pode levar a reducdo da atividade citotdxica de células NK, pois o excesso de estimulo
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inflamatdrio resulta na exaustdo dessas células (GALLARDO-ZAPATA; MALDONADO-
BERNAL, 2022; MAUCOURANT et al., 2020; MAZZONI et al., 2020).

Os neutréfilos também contribuem para a hiperinflamacéo através do TREM-1, que é
um receptor do tipo 1 expresso em células mieloides, responsavel por amplificar a producéo de
citocinas pré-inflamatorias nestas células. Sua ativagdo potencializa a secrecéo de IL-1p, IL-6,
IL-8 e TNF-a e, a0 mesmo tempo, ativa mecanismos de sobrevivéncia destas células,
favorecendo a manutencdo da atividade inflamatéria. Como forma de regulacdo desses
mecanismos, 0 TREM-1 pode ser clivado da superficie celular e ser liberado na sua forma
solivel (STREM-1) (DE OLIVEIRA etal., 2022; TAMMARO et al., 2017). Ambos marcadores
foram associados com a gravidade em infeccbes e sugeridos como marcadores da
hiperinflamacdo na COVID-19. Em pacientes graves é observado um aumento significante do
STREM-1, sugerindo reducéo da capacidade de regulacdo da inflamacdo (DE OLIVEIRA et al.,
2022; DE SA RESENDE et al., 2021). Além disso, os neutr6filos com fendtipo inflamatorio
contribuem para os danos teciduais, principalmente, atraves da producéo de redes de armadilhas
extracelulares ricas em granulos, as quais sdo chamadas de NETs. Embora sejam uma potente
estratégia de defesa antimicrobiana, a liberacdo excessiva de NETs pode levar a morte de
neutréfilos, amplificar a inflamacdo local e sistémica, causar injdrias teciduais, estimular
processos tromboticos com ativacao de plaquetas e, assim, favorecer a progressdo da gravidade
da COVID-19 (AL-KURAISHY et al., 2022; BAUTISTA-BECERRIL et al., 2021; TOMAR
et al., 2020).

Um dos marcadores clinicos usados no monitoramento da COVID-19 associada a essa
inflamacdo é a razdo entre neutrofilos e linfocitos (N/L) (JIMENO etal., 2021; LIU et al., 2020).
O aumento dessa razao indica elevada proporc¢do de neutrdfilos em detrimento de linfocitos na
circulacéo periférica. Essa elevacdo de neutrofilos corrobora com a maior temperatura corporal
observada em pacientes OB. De fato, a neutrofilia e linfopenia foram consistentemente
reportadas na COVID-19. E, assim como as células NK, diversos estudos demonstraram
exaustdo entre os linfécitos T, com aumento da expresséo de marcadores de morte programada
(PD-1 ou CD279) entre pacientes graves (AGRATI et al., 2020; BOST et al., 2021; DIAO et
al., 2020; FATHI; REZAEI, 2020; MATHEW et al., 2020; MAUCOURANT et al., 2020;
WILK et al., 2020; ZHANG et al., 2020b). A inflamacé&o persistente leva a exaustao e apoptose
nas células T. Somado a isso, as células infectadas entram em piroptose, que é uma morte celular
programada associada a infeccdo por patdgenos intracelulares, resultando na liberagdo de

padrdes moleculares associados a danos (DAMPS). Desse modo, mais citocinas proé-
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inflamatorias s&o produzidas, mais células séo recrutadas e mais danos teciduais podem ocorrer
(PURBEY et al., 2023; WULANDARI; HARTONO; WIBAWA, 2023).

De fato, a hiperinflamacéo foi associada a mortalidade na COVID-19, uma vez que o
excesso de mediadores inflamatorios pode provocar danos e complicacgdes teciduais de dificil
controle (CHEN et al., 2020a; MERAD; MARTIN, 2020; ZHOU et al., 2020). A Figura 4
ilustra a entrada do virus e os caminhos correspondentes a uma resposta imunoldgica eficiente
ou desregulada na COVID-109.
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2020.
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Giammarelos-Bourboulis e colaboradores encontraram que dentro da populacdo de
pacientes graves pode existir heterogeneidade na resposta imunoldgica. Enquanto alguns
pacientes apresentaram MAS, outros apresentaram significante reducdo na expressao do
receptor de apresentacdo de antigeno HLA-DR, responsavel por ativar linfocitos T. E, de fato,
foi observada deplecdo de linfocitos T CD4+, assim como de células NK nestes pacientes
(GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020). A exaustdo dos linfécitos T foi observada
entre pacientes graves em alguns estudos (BRAUN et al., 2020; DIAO et al., 2020), enquanto
que em outros trabalhos foi detectado linfocitos T CD8+ com mais atividade citotoxica
(KUSNADI et al., 2021; WAUTERS et al., 2021).

Essa heterogeneidade e desregulacdo imunoldgica é discutida em diversos estudos,
ressaltando que os pacientes devem ser tratados de forma personalizada considerando,
especialmente, um contexto inflamatdrio prévio que possa influenciar sobre o desenvolvimento
da resposta imunoldgica (BHARDWA et al., 2022; MATHEW et al., 2020; MERAD et al.,
2022; PURBEY et al., 2023; WILK et al., 2020; ZHANG et al., 2020b; ZHOU et al., 2022). A
obesidade, por exemplo, afeta tanto pessoas jovens como mais velhas e apresenta uma condicédo
inflamatdria que pode modificar o desenvolvimento da resposta imunoldgica na COVID-19
(ANDRADE et al., 2021; HULME et al., 2021; KHWATENGE et al., 2021). E, de fato, esta
comorbidade foi confirmada como grupo de risco na COVID-19 (AGHILI etal., 2021; BOOTH
et al., 2021; DESSIE; ZEWOTIR, 2021; KLANG et al., 2020; POPKIN et al., 2020;
PRANATA et al., 2021; TRESKOVA-SCHWARZBACH et al., 2021; ZHAO et al., 2020b).

3.5 Resposta imunologica na obesidade

A obesidade ¢ caracterizada pelo excesso de gordura corporal e pode ser diagnosticada
a partir do indice de massa corporal (IMC), que classifica o0 peso (kg) em relacdo a estatura
(m?). De acordo com a OMS, o IMC para adultos é considerado eutréfico entre 18,5 kg/m? a
24,9 kg/mz2, sobrepeso entre 25,0 kg/m2 a 29,9 kg/m?2 e obesidade a partir de 30,0 kg/m2. Dentro
do grupo obesidade, individuos podem ser classificados em grau | (30,0 a 34,9 kg/m?), grau Il
(35,0 a 39,9 kg/m2) e grau Il (> 40,0 kg/m?) (WHO, 2020a).

Um conjunto de evidéncias obtidas de modelos experimentais com animais ou tecidos
mostram que as alteragdes anatdmicas e metabdlicas caracteristicas da obesidade modificam o
metabolismo das células imunoldgicas. Entre essas alteragdes, destacam-se a expansdo do
tecido adiposo, principalmente visceral, fluxo aumentado de moléculas lipidicas entre os

0rgdos, excesso na producdo de adipocinas pro-inflamatorias em detrimento de regulatorias,
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como a leptina e adiponectina, respectivamente, liberacéo cronica de DAMPs relacionados a
morte de adipdcitos, oxidagdo lipidica, inflamacg&o local, assim como, a reduzida oxigenagdo
neste tecido que também favorece um ambiente pro-trombético (ALARCON et al., 2021;
ANDRADE et al., 2021; JUNG; CHOI, 2014; YANG; LIU; ZHANG, 2022). A progressao
destes fatores na obesidade promove uma sinalizacdo inflamatdria persistente, caracterizada
principalmente pela produgéo de IL-1, IL-6, TNF-a e a proteina 1 quimioatraente de mondcitos
(MCP-1), as quais sinalizam o recrutamento, sobretudo, de mondcitos, neutréfilos, células NK
e linfocitos para o tecido adiposo (BAHR et al., 2020; HERISHANU et al., 2006; KARAKAYA
et al., 2019; LEE et al., 2016; LUMENG, 2013; MCLAUGHLIN et al., 2014; MICHELET et
al.,2018; O’SHEA; HOGAN, 2019; URIBE-QUEROL; ROSALES, 2022; YANG et al., 2010).

As células imunologicas sdo recrutadas com o objetivo de reparacdo e manutencao da
homeostase do tecido adiposo. No entanto, estas células podem se diferenciar, adquirindo um
fendtipo que contribui para o microambiente inflamatorio e que, consequentemente, atrai mais
células (LUMENG, 2013). A infiltracdo de mondcitos neste tecido esta positivamente associada
a expansdo dos adipdcitos e ao IMC (DUFFAUT et al., 2009; WEISBERG et al., 2003), assim
como a secrecdo de leptina e mediadores inflamatdrios também estdo associados com o volume
do tecido adiposo (SKURK et al., 2007). O excesso de leptina induz a producdo de CXCL1 e
TNF-a, 0s quais orientam a migracdo de neutréfilos até o tecido (SOUZA-ALMEIDA et al.,
2018). Do mesmo modo, a exposicdo cronica de células NK a leptina prejudica a capacidade
de proliferacdo e de producdo de IFN-y nestas células (WRANN et al., 2012), tornando-as
disfuncionais e promotoras do perfil inflamatorio em macréfagos no tecido adiposo (LAUE et
al., 2015; O’'SHEA; HOGAN, 2019).

Além disso, células da resposta imunolégica adaptativa, como linfocitos T CD4+ e
CD8+ sdo atraidos para este ambiente e se tornam pro-inflamatdrios no contexto da obesidade
(DUFFAUT et al., 2009; MCLAUGHLIN et al., 2014; YANG et al., 2010). Este cenério é
caracterizado pela inflamacgéo cronica de baixo grau e pode se tornar sistémica. E, com isso, a
obesidade pode influenciar sobre a resposta imunoldgica periférica.

De fato, estudos prévios demonstraram aumento de mondcitos ndo-classicos na
circulagdo sanguinea (DEVEVRE et al., 2015; ROGACEV et al., 2010) e aumento da razio
N/L com predominancia de atividade inflamatoria por neutrofilos em comparacgéo a individuos
sem obesidade (HERISHANU et al., 2006; KARAKAYA et al., 2019; URIBE-QUEROL,;
ROSALES, 2022). De acordo, o sequenciamento genético de leucdcitos da circulacdo
sanguinea periférica de individuos com obesidade apontou neutréfilos ativados com elevada

expressdo dos genes responsaveis pela producdo de mieloperoxidase e elastase (XU et al.,
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2015). Complementarmente, 0 TREM-1 expresso em neutréfilos foi previamente associado a
inflamacg&o presente na obesidade, resisténcia a insulina e outras comorbidades associadas a
obesidade (BRUSTOLIN et al., 2023; DE SA RESENDE et al., 2021; SUBRAMANIAN et al.,
2019; TAMMARO et al.,, 2017). AlteracGes significantes nas concentracdes séricas de
linfcitos e células NK também foram observadas (RODRIGUEZ et al., 2018), embora pouco
se sabe sobre o fendtipo destas células. Além disso, as células NK apresentaram capacidade
citotdxica reduzida e desequilibrada expressdo entre receptores ativadores e inibidores (BAHR
etal., 2020; LEE et al., 2016; O’'SHEA; HOGAN, 2019).

A literatura demonstra que um contexto inflamatério prévio & COVID-19, tal como a
presenca de obesidade, pode favorecer os mecanismos de escape do virus e, consequentemente,
a rapida progressdo da COVID-19. Evidéncias de pacientes que ndo sobreviveram a COVID-
19, sem descricdo sobre a existéncia de comorbidades, demonstraram grande quantidade de
células imunoldgicas ativadas no tecido infectado (BHARDWAJ et al., 2022; LIAO et al., 2020;
MERAD et al., 2022), enquanto que Santos e Silva e colaboradores evidenciaram pouca ou
nenhuma contagem de neutrofilos em mais de 80% das sec6es de tecido pulmonar da autépsia
de pacientes com obesidade e COVID-19. Além disso, 0s autores observaram associacdo da
obesidade com disfuncbes na expressdo génica de receptores envolvidos nas atividades de
supressao (CD274+), apresentacdo de antigenos (MHC classe 1), migracdo de neutréfilos
(CD182+) e ativacdo de funcdes efetoras mediadas por imunoglobulinas (CD16+) (SANTOS
E SILVA et al., 2021).

Na COVID-19, estudos detectaram elevada concentracdo de neutréfilos na circulagdo
periférica de pacientes com obesidade, ao passo que os linfécitos estiveram reduzidos em
comparacéo a pacientes sem obesidade. Nesses estudos, 0s pacientes com obesidade estiveram
em maior risco para gravidade na COVID-19 (CAl et al., 2020; MEHANNA et al., 2021; PENG
et al., 2020; ZHANG et al., 2020a, 2021; ZULU et al., 2021). Em contrapartida, outro estudo
demonstrou que ndo houve diferencas nos marcadores clinicos de rotina entre pacientes com e
sem obesidade durante tratamento em UTI (KOOISTRA et al., 2021). A heterogeneidade na
resposta imunoldgica observada na COVID-19 aponta que o fendtipo parece ter maior
relevancia sobre a progressdao na COVID-19, em relacdo aos valores absolutos das células
circulantes, e pode sofrer influéncia de comorbidades, como a obesidade (GIAMARELLOS-
BOURBOULIS et al., 2020; LIAO et al., 2020; SCHULTE-SCHREPPING et al., 2020).

Além disso, o tecido adiposo também expressaa ECA-2, a qual o SARS-CoV-2 interage
essencialmente para invadir as células (FAVRE et al., 2021; SACCON et al., 2022; ZHOU et

al., 2022). Nesse sentido, um trabalho interessante mostrou associacdo da obesidade com uma
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assinatura genética disfuncional referente a marcadores imunoldgicos analisada em amostras
de tecido pulmonar apds autdpsia de pacientes com COVID-19. Essa assinatura envolveu 17
genes relacionados a resposta inata, incluindo receptores de supressdo (CD274+), apresentacdo
de antigenos (MHC classe II), sinalizacdo de citocinas (CD182+) e regido Fc de
imunoglobulinas (CD16+). Também foi observado pouca ou nenhuma contagem de neutréfilos
em mais de 80% das sec¢des de tecido pulmonar de autdpsia de pacientes com obesidade. Esses
resultados ndo foram detectados em pacientes ndo obesos e ocorreram independentemente da
presenca de hipertensdo e diabetes mellitus. Ademais, apenas pacientes sem obesidade
apresentaram atividade aumentada de genes relacionados a producdo de IFN do tipo 1 e IL-1,
0s quais sdo importantes na defesa antiviral (SANTOS E SILVA et al., 2021). A Figura 5, por
sua vez, resume 0s principais fatores sugeridos a estarem envolvidos na progressao da COVID-
19 nestes pacientes com obesidade, destacando alterac@es no fendtipo da resposta imunoldgica,

que podem prejudicar a coordenacgéo entre as respostas inatas e adaptativas.
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Figura 5. Fatores associados & obesidade que podem levar ao pior progndstico e rapida progressdo da gravidade
na COVID-19. Legenda: ECA-2: enzima conversora de angiotensina 2. Figura adaptada de MOHAMMAD et al.,
2021.
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Por fim, estudos com vacinagdo demonstram a influéncia da obesidade sobre o sistema
imunolégico. Individuos com obesidade apresentaram maior grau de redugdo de anticorpos
especificos, ao longo de 12 meses ap0s a vacina¢do em comparacao a individuos sem obesidade
(SHERIDAN et al., 2012). De acordo, uma recente meta-analise evidenciou que a obesidade
esteve associada com reducdo da resposta humoral contra o SARS-CoV-2 (diferenca
padronizada das média = -0,228; 95%IC: -0,437 - -0,019; p < 0,001) e os autores reforcam a
necessidade de estudos sobre a resposta imunologica nesta populagédo (OU et al., 2023).

Diante disso, observa-se uma importante relacdo entre a obesidade e a gravidade da
COVID-19 mediada pelo fenttipo das celulas imunoldgicas, especialmente de neutrofilos,

monacitos, células NK e linfocitos T, a qual merece ser explorada.

3.6 Influéncia da obesidade nas infecc@es respiratorias e COVID-19

O numero de individuos com excesso de peso, independentemente da idade, tem
avancado globalmente ao longo das ultimas quatro décadas, apresentando-se como problema
de salde publica em todos os continentes e afetando paises independentemente do seu nivel de
desenvolvimento socioecondmico (WHO, 2017). Seguindo a tendéncia global, o Brasil vem
sofrendo evolucgdo desfavoravel desde 2006, com prevaléncia média de obesidade em 11,8%,
para 20,3% em 2019, ou seja, 4,2 milhdes de brasileiros adultos com obesidade. A regido
Nordeste contribuiu significativamente em 2019, com destaque para as capitais Natal, Recife e
Aracaju, apresentando prevaléncia média de 22,5% [95%IC: 19,7 — 25,4], 21,7% [95%IC: 19,2
—24,3] e 20,6% [95%IC: 18,1 — 23], respectivamente (BRASIL, 2020a). Esta porcentagem em
Aracaju no ano de 2019 representou 16,4 mil adultos. Esses dados apontam para avanco
preocupante desta comorbidade no mundo e no Brasil.

Evidéncias obtidas de trés meta-analises de larga escala apontam que a obesidade eleva
significantemente a chance para o desfecho mortalidade por qualquer causa (AUNE et al., 2016;
DI ANGELANTONIO et al., 2016; FLEGAL et al., 2013). Entre as doencas infecciosas,
estudos tem demonstrado maior frequéncia de infec¢6es do trato respiratorio superior e inferior
entre individuos com obesidade (HUTTUNEN; SYRJANEN, 2013; KASPERSEN et al., 2015;
MACCIONI et al., 2018). Essa associacdo se mostra presente independentemente da faixa
etaria. Por exemplo, uma meta-analise demonstrou que, na infecgdo por virus Influenza,
criancas e adolescentes apresentaram quase 2 vezes (95%IC: 1.23 - 2.9, p=0.003, n = 2.462, 12
= 0%) maior chance para serem hospitalizados e, quando hospitalizados, apresentaram 1,24

vezes (95%IC:1.02 - 1.51, p=0.03, n = 32.220, 12 = 11%) maior chance para pior prognastico,
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como complicagdes e mortalidade. Outra meta-anélise também revelou a obesidade como fator
de risco para gravidade em criancas com COVID-19 (CHOI; CHOI; YUN, 2022).
Considerando graus mais avancados de obesidade, por exemplo grau Il1, adultos apresentaram
maior probabilidade ao desfecho mortalidade em comparacéo a idosos (KLANG et al., 2020).

A gravidade destas infeccGes também estd associada a obesidade, elevando em 1,75
vezes (95%IC: 1,42 — 2,15, p < 0.00001, n = 6025, 1?2 = 0%,) a chance para o desenvolvimento
da SRAG (ZHl et al., 2016). De fato, dados publicos obtidos do Sistema Unico de Satde (SUS)
no Brasil em 2018 demonstraram que 41% dos custos totais do ano foram atribuiveis a medidas
de tratamento da obesidade (R$1,42 bilhdo, 95%IC: 0,98 — 1,87), com maior predominancia de
recursos voltados para individuos entre 30 e 69 anos de idade (NILSON et al., 2020). Com isso,
as evidéncias apontam que a obesidade é um fator de risco para maior susceptibilidade e pior
prognostico em doencas infecciosas, tanto em jovens quanto idosos (WHO, 2020b).

Recentemente, essa relacdo entre obesidade e doencas infecciosas do trato respiratorio
apresentou-se ainda mais relevante. Diversas meta-analises confirmaram que a obesidade é um
fator de risco independente para desenvolver condi¢des graves, como insuficiéncia respiratéria,
necessitando de intubacdo e tratamento em UTI, assim como, complicacGes intra-hospitalares
e mortalidade na COVID-19 (AGHILI et al., 2021; MANOLIS et al., 2021; POPKIN et al.,
2020; PRANATA et al., 2021; TRESKOVA-SCHWARZBACH et al., 2021; ZHAO et al.,
2020b). Em concordancia, analises ajustadas para outros fatores de influéncia, incluindo sexo
e idade, reforcam que a obesidade permanece como fator de risco independente para admissédo
em UTI e baixo prognéstico na COVID-19 (WANG et al., 2022). Considerando a sobrecarga
que a obesidade e as infeccBes virais podem trazer para os sistemas de salde, destaca-se a
relevancia dos estudos com essa populacao que ddo subsidio a medidas de satde publica global
(AGHILI et al., 2021).

No entanto, entre esses estudos de meta-analise previamente publicados foi observado
uma importante lacuna em relacéo a dados disponiveis sobre o comportamento da obesidade e
doencgas infecciosas, especialmente COVID-19, no Brasil, sendo estudos majoritariamente
conduzidos em populagBes norte americanas, europeias e asiaticas. Um estudo publicado em
2012 utilizando dados publicos do Sistema de Informag&o de Agravos de Notificagdo (SINAN)
revelou que a obesidade esteve significantemente associada ao numero de casos de
hospitalizagcbes na pandemia do virus Influenza A HIN1 (RC: 2,99; 95%IC: 1,64 — 5,47)
(LENZIl etal., 2012). Em nivel estadual, outro estudo publicado em 2015 com dados do SINAN

demonstrou que individuos com obesidade residentes em Sdo Paulo apresentaram 3,06 vezes
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(95%IC: 1,34 — 7,00) maior chance de mortalidade na SRAG causada pelo virus Influenza A
HIN1 (RIBEIRO et al., 2015).

Com relacdo a COVID-19, no Rio Grande do Sul, um estudo com dados do SIVEP-
Gripe revelou maior chance para mortalidade em individuos com obesidade em diferentes
faixas etarias: 2,54 vezes em 18 a 39 anos de idade (95%IC: 2,33 — 2,77), 1,74 vezes em 40 a
59 anos (95%IC: 1,67 — 1,81), 1,34 vezes em 60 a 69 anos (95%IC: 1,28 — 1,39) e 1,09 vezes
em 70 anos ou mais (95%IC: 1,05 — 1,13) (LENZI et al., 2012). Recentemente, de Souza e
colaboradores testaram um modelo de inteligéncia artificial com dados publicos do estado
Espirito Santo, referente apenas ao més de maio de 2020, para prever o desfecho na COVID-
19 a partir de informagdes sobre fatores de risco. Os autores encontraram que a obesidade esteve
associada a mortalidade no grupo teste (RC: 2,14; 95%IC: 1,49 — 3,07, p < 0,0001), mas néo se
manteve significante no modelo de validacdo (RC: 1,65; 9%IC: 0,95 — 2,87, p = 0,073)
(HOUVESSOU; LEVENTHAL; SILVA, 2022).

Por outro lado, Baqui e colaboradores encontraram associagéo significante da obesidade
com a mortalidade na SRAG por COVID-19 em nivel nacional entre os meses de fevereiro e
maio de 2020. Inclusive, a obesidade apresentou maior chance (RC: 1,29; 95%IC: 1,10 — 1,50)
em comparacdo a diabetes mellitus (RC: 1,18; 95%IC: 1,09 — 1,27), doenca cronica
cardiovascular (RC: 1,02; 95%IC: 0,95 — 1,10) e sexo masculino (RC: 1,07; 95%IC: 1,00 —
1,15) (BAQUI et al., 2020). Discacciati e colaboradores ampliaram essa avaliagdo ao longo do
ano de 2020, usando dados do SIVEP-Gripe, para avaliar a associacdo da diabetes mellitus,
doencas cardiovasculares e obesidade com a necessidade de suporte ventilatério, tratamento em
UTI e mortalidade. Os autores encontraram elevada probabilidade para estes desfechos,
especialmente entre pacientes mais jovens (20 — 49 anos) (DISCACCIATI et al., 2022).

Estas evidéncias demonstram a importancia de investigar o comportamento da
obesidade associada a COVID-19 em relacdo as questdes epidemioldgicas no Brasil ao longo
do primeiro ano de pandemia, bem como as condic¢des que diferenciam pacientes sobreviventes
e ndo sobreviventes. Ressalta-se também a importancia de investigar os marcadores da resposta

imunoldgica nesta populag&o.
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4 CAPITULO Il — Estudo 1: Parametros clinicos e iniquidades sociais relacionados
a obesidade como fatores de risco para gravidade e mortalidade por COVID-19:

um estudo retrospectivo de ambito nacional brasileiro

4.1 Introducéo

A doenca coronavirus 2019 (COVID-19) tornou-se uma preocupacéo publica global,
com mais de 6 milhdes de mortes em todo 0 mundo e continua a afetar os sistemas de saude.
No final de 2023, o Brasil detinha a quinta maior taxa de letalidade de casos de COVID-19
(HOPKINS, 2023; WHO, 2023b). As doencas cronicas preexistentes e o envelhecimento séo
0s principais contribuintes para o desenvolvimento de condi¢cdes mais graves, como inflamacéo
excessiva e insuficiéncia respiratoria, necessitando de ventilacdo mecénica e tratamento em
unidades de terapia intensiva (UTI) (SOOD; BEDI, 2022). Neste contexto, a obesidade é uma
doenca cronica ndo-transmissivel altamente frequente entre os casos graves de COVID-19
(AGHILI et al., 2021; BOOTH et al., 2021; POPKIN et al., 2020; PRANATA et al., 2021;
TRESKOVA-SCHWARZBACH et al., 2021; ZHAO et al., 2020a).

O numero de pessoas com obesidade aumentou consideravelmente nas ultimas quatro
décadas e tornou-se um problema de satde publica em vérios paises (WHO, 2017, 2020b),
incluindo o Brasil (BRASIL, 2020a). Esta comorbidade aumenta o risco de mortalidade por
todas as causas (AUNE et al., 2016; DI ANGELANTONIO et al., 2016; FLEGAL et al., 2013)
e a suscetibilidade a infeccBes do trato respiratorio superior e inferior (HUTTUNEN;
SYRJANEN, 2013; KASPERSEN et al., 2015; MACCIONI et al., 2018). Além disso, a
obesidade pode aumentar as chances de desenvolver Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SRAG) em infec¢bes virais (ZHI et al., 2016).

Diversas meta-analises mostraram associacao positiva entre obesidade e complicagdes
hospitalares, como internacéo na UTI e 6bito por COVID-19 (AGHILI et al., 2021; BOOTH et
al., 2021; POPKIN et al., 2020; PRANATA et al., 2021; TRESKOVA-SCHWARZBACH et
al., 2021; ZHAO et al., 2020a). No entanto, um grande numero de estudos foi realizado
principalmente em populagdes norte-americanas, europeias e asiaticas, com deficiéncia de
dados sobre individuos latino-americanos. O Brasil, por sua vez, é um pais conhecido por sua
proporcao continental, com cinco grandes regides que se diferenciam de acordo com o clima, a
diversidade cultural, a predominancia de grupos étnicos, as desigualdades sociais e a renda.

A natureza multifacetada do cenario demogréafico e geografico do Brasil ressalta a

complexidade envolvida na compreensdo e abordagem das questdes de saude no pais. Além



34

disso, a obesidade e as doengas relacionadas, como as doengas cardiovasculares e a diabetes,
tornaram-se um fardo econémico e de saude para a populacao brasileira. H& uma proje¢éo para
aumentar duas vezes a prevaléncia de pessoas com obesidade até 2050 (RTVELADZE et al.,
2013), acrescentando urgéncia a necessidade de uma compreensao abrangente e de uma gestao
eficaz dos desafios de satde em um pais de dimensdes continentais como o Brasil.

Assim, este estudo teve como objetivo investigar a influéncia da obesidade sobre a
necessidade de admissdo em UTI, suporte ventilatorio e desfecho de mortalidade na COVID-
19 no Brasil, bem como, avaliar caracteristicas clinicas e sociodemograficas frequentes nesta
populagéo e que possam atuar como fatores de risco para a mortalidade na COVID-19. Para

este fim, tomou-se como referéncia o primeiro ano da pandemia em que n&o houve a vacinagao.

4.2 Casuistica e Métodos

4.2.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional com anélise retrospectiva de dados publicos sobre
internagdes por COVID-19 no Brasil. Para tal anlise, foi utilizado o banco de dados do Sistema
de Informacdo de Vigilancia Epidemioldgica da Gripe (SIVEP-Gripe) instituido pelo
Ministério da Salde do Brasil (https://opendatasus.saude.gov.br/nl/dataset) para monitorar
casos de SRAG.

Foram coletados deste banco de dados: idade do paciente como variavel continua e
transformada em categorias (<1, 1-10, 11-20, 21-30, 31-40, 41-50, 51-60, 61-70, 71-80, 81-90,
91 ou mais), sexo (masculino/feminino), se gestante ou puérpera (sim/ndo), etnia autorreferida
(branca, preta, parda, amarela e indigena ), regido de residéncia (norte, nordeste, centro-oeste,
sudeste e sul), nivel de escolaridade (analfabeto, ensino fundamental, ensino médio, ensino
médio, faculdade/universidade), estado de obesidade (sim/n&o), indice de massa corporal (IMC)
de pacientes com obesidade (IMC > 30kg/m?), presenca de outras doencas cronicas além da
obesidade, sintomas relacionados a sindrome gripal autorreferidos, data de inicio da doenca,
data de admissao no hospital, data de internacéo na UT]I, data de alta hospitalar ou 6bito, tempo
de permanéncia no hospital, confirmacdo da COVID-19 por RT-gPCR, tipo de tratamento
medicamentoso recebido, uso de suporte ventilatorio (invasivo, ndo invasivo ou sem suporte),
admissdo em UTI (sim/ndo) e desfecho hospitalar (alta/6bito).

As informagdes incluidas no presente estudo correspondem ao ano de 2020. Pacientes

hospitalizados com idade inferior a 20 anos foram excluidos da amostra, pois ndo havia
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informacdo nas planilhas do SIVEP-Gripe sobre presenga ou auséncia de obesidade neste
publico mais jovem. Pacientes com SRAG e/ou 6bito ndo relacionados a COVID-19 e dados
omissos sobre o diagnostico de COVID-19, desfecho clinico ou estado de obesidade também

foram excluidos (Figura 6).

Total de dados no SIVEP-Gripe em 2020
N =1.048.576

* Pacientes ndo hospitalizados (N = 34.076)
+ Dados omissos sobre admissao hospitalar (N = 29.496)

Y

Pacientes hospitalizados em 2020
N =985.004

+ Causas:
o Outros virus respiratorios (N = 6.103)
---------------------------------- » o Outros microrganismos (N = 2.722)

o Sem definigdc etioldgica (N = 360.020)
o Dados cmissos sobre diagnodstico da SRAG (N = 27.611)

Pacientes hospitalizados com SRAG
N =588.548

* Dados omissos sobre resultado do RT-qPCR para o SARS-
CoV-2 (N =162.089)

Pacientes hospitalizados com SRAG com
diagndstico para SARS-Cov-2 por RT-gPCR
N =426.459

i """""""""""""""""" » + Pacientes com menos de 20 anos de idade (N = 8.408)

Pacientes hospitalizados com SRAG por
COVID-19 adultos e idosos
N =418.051

* Mortes por causas ndo relacionadas 3 COVID-19 (N = 959)
« Dados omissos sobre o desfecho clinico {N = 19.633)

Pacientes hospitalizados com SRAG por
COVID-19 e desfecho clinico conhecido
N =397.459

N IMC menor que 30 kg/m?* (N = 137.712)
* Dados omissos sobre estado de obesidade {N = 226.059)

Pacientes hospitalizados com obesidade com
SRAG por COVID-19 e desfecho clinico
conhecido
N =33.688

AN

Sobreviventes N&o sobreviventes
N=21.589 N =12.099

Figura 6. Fluxograma da populacéo de estudo. Legenda: COVID-19: doenga por coronavirus 2019; RT-qPCR:
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real; SARS-CoV-2: coronavirus da sindrome respiratéria
aguda grave 2.

4.2.2 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética local da Universidade Federal de Sergipe
(CAAE 55177121.2.0000.5546 e numero de acesso: 5.365.252). Considerando que foram
utilizados registros nacionais de dominio publico e os pacientes ndo foram diretamente

envolvidos no desenho do estudo e nem identificados, o consentimento formal ndo foi
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necessario. Ressalta-se que os procedimentos deste estudo foram conduzidos de acordo com as
recomendacdes da Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Satde (CNS) do Brasil.

4.2.3 Andlise dos dados

Apos definido os critérios de inclusdo e exclusdo, o primeiro passo foi a analise
descritiva dos casos de hospitalizacdo com SRAG por COVID-19 no Brasil em 2020. As
varidveis categoricas foram descritas como frequéncias absoluta e relativa. Para as variaveis
continuas, primeiramente, aplicou-se o teste de normalidade de Anderson-Darling, devido ao
tamanho da amostra. De acordo com a distribui¢do dos dados, os mesmos foram apresentados
como média e desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartis (IQR: 25% - 75%). Assim,
foram avaliadas as comorbidades mais frequentes reportadas no SIVEP-Gripe, entre elas a
obesidade.

Utilizando a populagdo com SRAG por COVID-19 com obesidade, foi realizada uma
analise espacial, a fim de explorar a distribuicdo da obesidade nos estados e regides do Brasil.
Para isto, primeiramente, foi calculada a prevaléncia a partir da razao entre 0 nimero de casos
e a populacdo estudada multiplicada por 100.000 habitantes. Em seguida, foram coletados
dados populacionais do ano de 2020 por meio das bases de dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) (BRASIL, [s.d.]). Através do Sitema de Projecdo Geografica
latitude/longitude (Sistema de Referéncia Geodésico, SIRGAS, 2000) foram obtidas malhas
das unidades federativas e municipios do Brasil em formato de shapefile, as quais foram
utilizadas para construcdo do mapa ilustrativo da prevaléncia de casos. Este mapa foi, entdo,
construido no software QGIS versdo 3.18.2 com projecdo cartogréafica correspondente ao
Sistema de Referéncia Universal SIRGAS 2000. A grade cartografica digital (em extensao
shapefile), segmentada por municipios e estados, do sistema Universal Transversal Mercator
(UTM), modelo Terra Datum horizontal (SIRGAS 2000), foi coletada das bases de dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Por fim, a taxa bruta de prevaléncia foi
suavizada pelo método empirico de Bayes para corrigir a flutuacdo aleatoria das taxas,
principalmente em municipios de pequena populacao.

Em seguida, construiu-se um modelo de regresséo logistica multivariada incluindo a
idade em categorias e as trés comorbidades mais frequentes como variaveis independentes e 0s
desfechos de necessidade de suporte ventilatério (invasivo e ndo invasivo), necessidade de
admissdo em UTI e mortalidade intra-hospitalar como variaveis dependentes. Com base no

método avangando passo-a-passo (forward stepwise), a varidvel obesidade foi primeiramente
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adicionada ao modelo. Em seguida, doencas cardiovasculares e diabetes foram adicionadas e,
finalmente, as faixas etérias.

As populacdes com (OB) e sem obesidade (N-OB) foram descritas em relacdo as
varidveis de caracterizagdo sociodemografica e clinica (Tabela 1). Em seguida, o teste qui-
quadrado (y?, varidveis categoricas), o teste ndo paramétrico de Mann-whitney ou o teste
paramétrico T de Student com correcdo Welch (varidveis continuas) foram aplicados para
investigar as diferencas entre estas populacdes. Na Tabela 1, para cada varidvel descrita, as
contagens absolutas podem mudar em relagdo ao N (nimero amostral) total de OB ou N-OB
devido a dados omissos e, portanto, ao somar as frequéncias relativas dentro de uma categoria,
é possivel ndo atingir 100%. As frequéncias relativas de cada variavel mostradas na Tabela 1
foram calculadas de acordo com o N amostral total correspondente a sua coluna, N total de N-
OB, N total de OB ou N de OB ndo sobreviventes. Em seguida, os pacientes com IMC <
30kg/m? e aqueles com auséncia de informagédo sobre o estado de obesidade foram removidos
para a proxima analise.

Por fim, foi realizada uma regressao logistica binomial univariada e multivariada com
0 método avancando passo-a-passo (forward stepwise) para analisar os principais preditores de
Obito nessa populagdo com obesidade. Foram incluidas as covaridveis que apresentaram valor
de p significante (p < 0,05). No modelo multivariado, faixas etarias e sexo foram considerados
como o primeiro bloco, em seguida, comorbidades e somatdrio de comorbidades foram
introduzidas como o segundo bloco, sintomas como o terceiro bloco, suporte ventilatorio e
admissdo em UTI como o quarto bloco e, por fim, etnia autorreferida e regido de residéncia
foram introduzidos como o quinto bloco. As comorbidades foram também categorizadas de
acordo com o nimero de doencas (somatdrio de comorbidades), além da obesidade, que os
pacientes apresentavam no momento da admissao hospitalar, sendo: zero (nenhuma
comorbidade), 1, 2, 3, 4 e 5 ou mais comorbidades (sem contar com obesidade).

Razéo de chance (RC) e intervalo de confianga de 95% (95%IC) foram calculados para
estimar o impacto de cada varidvel associada a obesidade. A multicolinearidade, o R? de
Nagelkerke e o teste de Wald foram analisados para ajustar o modelo. Valores de p menores
gue 0,05 foram considerados significantes e as analises estatisticas foram realizadas no software

Jamovi versdo 2.3. As figuras foram desenvolvidas no R studio verséo 4.1.2.
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4.3 Resultados

No Brasil, entre margo de 2020 até a ultima semana epidemioldgica em 02 de janeiro
de 2021 foram registradas 426.459 hospitalizacdes com diagnostico de SRAG causada pela
infeccdo do virus SARS-CoV-2. Desse total, dois por cento eram pacientes com menos de 20
anos de idade. Devido a falta de informagdes sobre o estado de obesidade desses pacientes
muito jovens, eles foram removidos. Com isso, 418.051 pacientes hospitalizados
permaneceram nesta amostra. Além disso, as mortes por causas nao relacionadas a COVID-19
e a auséncia de dados sobre o desfecho clinico foram removidos para melhorar a sensibilidade
e a especificidade das andlises estatisticas (Figura 6).

De uma populacdo de 397.459 pacientes hospitalizados notificados no SIVEP-Gripe
com SRAG confirmada por COVID-19, observou-se que a obesidade foi a terceira comorbidade
mais frequente (8,48%), depois de doenga cronica cardiovascular (36,71%) e diabetes mellitus
(26,74%), como demonstrado na Figura 7A. Importante salientar que ndo ha informacéo na
base de dados sobre qual o tipo de diabetes mellitus.

Através da analise espacial demonstrada na Figura 7B, observou-se que a obesidade
esteve presente entre 0s casos de hospitalizagcdo em todas as regides do Brasil, sendo o Nordeste
aterceira regido com maior numero de pacientes hospitalizados com obesidade (1,09%), depois
da regido Sudeste (4,59%) e Sul (1,78%). Em Sergipe, 5,7% dos 2.965 casos de hospitalizagédo
reportados com SRAG por COVID-19 em 2020 tinham obesidade.
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Figura 7. Frequéncia de comorbidades (A) entre 0s casos de hospitalizagdo com SRAG por COVID-19 e a
distribuicdo espacial da obesidade entre essas hospitalizacdes (B) no Brasil em 2020. A frequéncia (%) das
comorbidades exposta na figura A foi calculada em relacdo ao N = 397.459, enquanto que a Figura B incluiu
somente pacientes com obesidade (N = 33.688). O mapa 1 da Figura B corresponde a distribui¢do da obesidade
no Brasil com base na taxa de prevaléncia bruta e a ampliagdo se refere ao estado de Sergipe. Neste estado,
destacam-se as cidades de Nossa Senhora do Socorro, Laranjeiras e Boquim com prevaléncias acima de 300 casos
por 100 mil habitantes. O mapa 2 apresenta a taxa de prevaléncia suavizada pela densidade populacional de cada

estado.
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Considerando um modelo de regressdo logistica com as trés comorbidades mais
frequentes, a obesidade demonstrou a maior razdo de chance para a necessidade de suporte
ventilatorio invasivo (RC: 2,48; 95%IC: 2,37 — 2,60; p < 0,001), suporte ventilatério ndo
invasivo (RC: 1,59; 95%IC: 1,53 — 1,65; p < 0,001) e admissdo em UTI (RC: 1,74; 95%IC:
1,69-1,79; p<0,001), conforme observado na Figura 8. Em relacdo a chance para mortalidade
por SRAG causada por COVID-19, obesidade e diabetes mellitus apresentaram probabilidade
semelhante (RC para obesidade: 1,36; 95%IC: 1,32 — 1,40; p < 0,001; RC para diabetes: 1,35;
95%IC: 1,32 — 1,39; p < 0,001).

Nesta populagéo de hospitalizados com SRAG por COVID-19, com e sem obesidade
(N = 397.459), como esperado, progressivamente o avango da idade ofereceu maiores riscos
aos desfechos avaliados conforme demonstrado na Figura 8. Especialmente em relacdo a
mortalidade intra-hospitalar, € possivel observar maior chance entre pacientes acima de 41 anos
de idade (Figura 8C).
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Figura 8. Associacdo das trés comorbidades mais frequentes na populacdo brasileira e faixas etarias com a
necessidade de suporte ventilatério (A), admissdao em UTI (B) e mortalidade intra-hospitalar (C) a partir do modelo
de regressao logistica (N amostral = 397.359). A Figura A utilizou 0 modelo multinomial enquanto que as Figuras
B e C utilizaram o modelo binomial. A faixa etaria “21 — 30” anos, sem suporte ventilatdrio, sem internagdo em
UT] e desfecho clinico de alta estdo representados no eixo y como “Nio (ref)”, sendo considerados como referéncia
das variaveis independentes. As categorias “Nao” e “Sim” estdo relacionadas as comorbidades. Na Figura A, o
tipo de linha diferencia quanto ao uso do suporte ventilatério, enquanto que as cores em todas as figuras
representam as variaveis independentes (idade, doenca cronica cardiovascular, diabetes mellitus e obesidade). Na
Figura C, a obesidade ¢ representada por uma linha tracejada para melhorar a visualizagdo. A razdo de chance
(RC) é representada pelo ponto central e os limites da linha representam o intervalo de confianca de 95% (95%IC).
Com excegdo das categorias de referéncia, todas as associagdes foram significantes (p < 0,001). Legenda: UTI,
unidade de terapia intensiva.
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Entre os 397.459 casos de hospitalizacdo, os pacientes OB eram significantemente mais
jovens que os N-OB (Figura 9A e Tabela 1). Quando esta populacdo foi dividida em pacientes
sobreviventes que receberam alta hospitalar e pacientes ndo sobreviventes que evoluiram para
Obito, observou-se que, dentro do grupo de ndo sobreviventes, os pacientes OB também foram
significantemente mais jovens que os pacientes N-OB (Figura 9B, p < 0,001). Porém, dentro
do grupo de pacientes com obesidade, aqueles que ndo sobreviveram eram mais velhos que os
que sobreviveram (OB sobreviventes: 51 anos [IQR: 40 — 62] versus OB néo sobreviventes: 62
anos [IQR: 51 — 71 anos], p < 0,001). Diante disso, seguiu-se para caracterizacdo desta
populacdo com obesidade (N = 33.688), a fim de investigar os fatores associados que

contribuiram para gravidade e mortalidade por COVID-19.
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Figura 9. Distribuicdo etéria entre os casos de hospitalizacdo com SRAG por COVID-19 (A) e entre 0s casos
sobreviventes e ndo sobreviventes (B) no Brasil em 2020. O gréfico de densidade da Figura B foi dividido em
quartis, em que a linha central representa a mediana, enquanto a primeira e Gltima linhas representam o intervalo
interquartil (25% - 75%). Na Figura B foi aplicado o teste de Mann-whitney entre 0s grupos com (sim) e sem
obesidade (ndo) em cada um dos desfechos clinicos (sobreviventes e ndo sobreviventes). Os asteriscos acima das
caixas referem-se a p < 0,001 na comparacéo entre OB e N-OB. A linha tracejada representa a mediana de idade
da populacéo total (N = 397.359).

Os pacientes OB com 61 anos ou mais representaram 37,7% de todas as hospitalizacdes,
42,2% das admissdes em UTI e 54,2% dos 0Obitos associados a infecgdo por SARS-CoV-2. O
sexo feminino foi mais frequente entre as hospitalizacdes de pacientes com obesidade, enquanto
que o sexo masculino foi mais frequente entre os pacientes N-OB. Entre 0s casos que foram a
Obito no grupo com obesidade, a proporgdo entre 0 sexo feminino e masculino foi similar.
Menos de 1% das hospitalizacGes foram de gestantes ou puérperas. Predominaram brancos e
pardos entre as hospitalizagdes tanto em pacientes OB quanto N-OB, no entanto, as etnias pretas
e pardas representaram o maior numero de Obitos entre pacientes OB (p < 0,001 entre OB

sobreviventes e ndo sobreviventes).
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Além disso, conforme exposto na Tabela 1, a maioria dos casos de hospitaliza¢es foram
provenientes das regides Sudeste e Sul (72,2%), as quais sdo areas de maior densidade
populacional no Brasil. Contudo, as regiGes Norte e Nordeste apresentaram elevado nimero de
Obitos entre os pacientes com obesidade hospitalizados (p < 0,001 entre OB sobreviventes e
néo sobreviventes). Em Sergipe, dos 168 casos de pacientes OB hospitalizados reportados no
SIVEP-Gripe, 105 (62,5%) evoluiram para 6bito (dados ndo mostrados na Tabela 1). Por fim,
entre os pacientes OB, a maioria possuia ensino médio completo, enquanto que a maioria das
hospitalizacbes de pacientes N-OB tinham fundamental concluido até a quarta série. No
entanto, a maior frequéncia de 6bitos entre pacientes OB ocorreu entre analfabetos (p < 0,001

entre OB sobreviventes e ndo sobreviventes).

Tabela 1. Caracterizacdo dos casos hospitalizados com SRAG por COVID-19 no Brasil, 2020.

Pacientes N-OB Pacientes OB

Variaveis Total Total Nao Valor-p
N =171.400* N = 33.688* sobreviventes Ve
N = 12,099*
Idade, Mediana (IQR) - anos 67 (56 - 77) 55 (43 - 66) 62 (51 -71) <0,001
Idade em categorias, n (%) <0,001
21-30 2.454 (1,43) 1.719 (5,1) 284 (16,52)
31-40 6.568 (3,83) 4.989 (14,8) 1.007 (20,18)
41 - 50 13.778 (8,04) 6.671 (19,8) 1.704 (25,54)
51-60 25.187 (14,69) 7.623 (22,6) 2.547 (33,41)
61-70 34.257 (19,99) 7.089 (21,0) 3.268 (46,10)
71-80 31.692 (18,49) 4.033 (12,0) 2.267 (56,21)
81-90 19.427 (11,33) 1.399 (4,2) 905 (64,69)
>91 4.349 (2,54) 165 (0,5) 117 (70,91)
Sexo, n (%) <0,001
Masculino 75.114 (43,82) 16.676 (49,5) 5.991 (35,92)
Feminino 62.853 (36,67) 17.008 (50,5) 6.107 (35,91)
Gestantes, n (%) 733 (0,43) 166 (0,5) 29 (17,47) <0,001
Puérperas, n (%) 472 (0,27) 66 (0,19) 15 (22,73) 0,191
Etnia autorreferida, n (%) <0,001
Branca 63.390 (36,98) 15.755 (46,8) 5.588 (35,47)
Preta 7.058 (4,12) 1.945 (5,8) 766 (39,38)
Parda 42.776 (24,96) 8.990 (26,7) 3.587 (39,90)
Amarela 1.638 (0,95) 252 (0,7) 85 (33,73)
Indigena 207 (0,12) 38(0,1) 13 (34,21)
Regido de residéncia, n (%) <0,001
Norte 5.715 (1,57) 976 (2,9) 495 (50,71)
Nordeste 19.813 (5,45) 4.355 (12,9) 1.838 (42,20)
Centro-oeste 14.514 (3,99) 3.031 (9,0) 1.081 (35,66)
Sudeste 71.910 (19,77) 18.253 (51,2) 6.303 (34,53)
Sul 25.749 (7,08) 7.069 (21,0) 2.378 (33,64)
Escolaridade, n (%) <0,001
Analfabeto 4.324 (2,52) 524 (1,5) 292 (55,72)
Fundamental até 42 série 18.616 (10,86) 2.919 (8,7) 1.453 (37,07)
Fundamental até 82 série 11.664 (6,80) 2.549 (7,6) 1.067 (41,86)
Ensino médio 16.202 (9,45) 4.892 (14,5) 1.663 (33,99)
Ensino superior 8.145 (4,75) 2.644 (7,8) 698 (26,40)

IMC, Mediana (IQR) — kg/m?

34.5 (30.5 — 38.1)

34.6 (30.1 - 39.0)

Continuacdo da tabela na proxima pagina.
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Pacientes N-OB

Pacientes OB

Variaveis Total Total N&o Valor-p
N = 171.400* N = 33.688* sobreviventes )
N =12,099*
Comorbidades, n (%)
Doenca cronica cardiovascular 77.162 (45,02) 16.207 (48,1) 6.745 (41,62) <0,001
Diabetes mellitus 55.778 (32,54) 12.282 (36,4) 5.436 (44,26) <0,001
Doenca cronica renal 9.687 (6,65) 1.608 (4,7) 971 (60,38) 0,469
Doenca cronica pulmonar 9.081 (5,30) 1.763 (5,2) 944 (53,54) <0,001
Doenca cronica hepatica 2.154 (1,26) 404 (1,2) 186 (46,04) 0,004
Doenca cronica neurolégica 9.716 (5,67) 937 (2,8) 507 (54,11) <0,001
Imunodeficiéncia 6.730 (3,93) 781 (2,3) 402 (51,47) <0,001
Sintomas, n (%)
Febre 83.250 (48,57) 14.303 (66,1) 7.384 (51,62) <0,001
Tosse 98.147 (57,28) 16.643 (77,1) 8.818 (52,98) <0,001
Falta de ar 101.055 (58,96) 16.753 (77,6) 10.223 (61,02) <0,001
Saturagdo de O, <95% 90.944 (53,06) 14.699 (68,1) 9.488 (64,55) <0,001
Diarreia 20.326 (11,86) 3.848 (17,8) 1.652 (42,93) <0,001
Vomito 11.774 (6,87) 9.684 (44,8) 877 (9,09) <0,001
Suporte ventilatério, n (%) <0,001
Sim, invasivo 29.426 (17,17) 9.334 (27,71) 6.914 (74,07)
Sim, ndo invasivo 69.596 (40,60) 16.663 (49,46) 3.478 (20,87)
Sem suporte 29.616 (17,28) 5.113 (15,18) 691 (13,51)
Admissdao em UTI, n (%0) 54.184 (31,61) 16.687 (49,53) 8.930 (53,51) <0,001
Tempo de permanéncia na UTI 6 (2-14) 7(2-16) 9(3-17) <0,001
(IQR), dias
Desfecho clinico, n (%) <0,001
Alta hospitalar 21.589 (64,08) 83.550 (48,74) - -
Obito 12.099 (35,91) 54.162 (31,60) - -

IQR, intervalo entre quartis (25 - 75%); N, tamanho amostral.

* Os valores absolutos e porcentagens de cada variavel podem ndo atingir o nimero total da populagéo (N) devido
a dados omissos. * N&o sobreviventes sdo pacientes cuja morte foi causada por complica¢des associadas a COVID-
19, de acordo com o banco de dados do SIVEP-Gripe. A frequéncia relativa (%) foi calculada em relagdo ao N
total de pacientes N-OB ou OB. A frequéncia relativa (%) dos pacientes OB nado sobreviventes foi calculada em
relacdo ao N total de pacientes OB. O valor de p corresponde a comparagéao entre os pacientes OB e N-OB (total)
através do teste de qui-quadrado (y?). Cada comorbidade e sintoma apresentam categorias sim e néo.

Entre as caracteristicas clinicas, a doenca cronica cardiovascular e o diabetes mellitus
foram as comorbidades mais frequentes tanto entre os pacientes OB quanto N-OB (Tabela 1).
No entanto, maior nimero de ébitos foi observado entre pacientes com obesidade apresentando
também doenca crénica renal (p < 0,001 entre OB sobreviventes e ndo sobreviventes). Na tabela
1 é observado que a falta de ar e tosse foram os sintomas mais comuns apresentados na admisséo
hospitalar em ambos os grupos. Entre os casos admitidos em UTI, os pacientes OB
permaneceram maior tempo do que os pacientes N-OB. Por fim, a frequéncia de pacientes OB
admitidos em UTI foi significantemente maior que pacientes N-OB, bem como, em relacdo a
necessidade de suporte ventilatorio. Além disso, do total de pacientes OB, a maior parte dos
casos que ndo sobreviveram foram admitidos em UTI (53,5%) e fizeram uso de suporte

ventilatério invasivo (74,1%). Por outro lado, dos 21.589 pacientes OB que sobreviveram,
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35,9% foram admitidos em UTI e 11,2% necessitaram de suporte ventilatorio invasivo (2, p <
0,001, dados ndo mostrados na Tabela 1).

Por fim, a Tabela 2 apresenta a associacdo das caracteristicas sociodemogréaficas e
clinicas com a mortalidade intra-hospitalar dentro da populacdo de pacientes OB. Aqueles
acima de 51 anos de idade, com doenga crbnica renal ou apresentando duas ou mais
comorbidades além da obesidade, bem como pardos, casos provenientes da regido Norte do
Brasil se mostram preditores de mortalidade intra-hospitalar entre pacientes OB com SRAG
por COVID-19. O sexo feminino em relacdo ao masculino apresentou menor probabilidade,
assim como apresentar sintomas de febre no momento da admissdo hospitalar. Ao contrario,
sintomas de falta de ar e saturacdo inferior a 95% em condi¢do ambiente aumentaram a razao
de chance para o desfecho mortalidade. Por fim, os pacientes OB que estiveram sob uso de
suporte ventilatorio invasivo apresentaram maior chance para o desfecho mortalidade, assim

como, a admissédo em UTI (Tabela 2).

Tabela 2. Razdo de chance para mortalidade entre pacientes com obesidade hospitalizados com diagndstico de
COVID-19 no Brasil, 2020.

Variaveis RC univariada Valor- RC multivariada Valor- R2
(95% IC) p (95% IC) p
Idade em categorias (ref 21-30) 0,111
31-40 1,28 (1,10 - 1,48) <0,001 1,39 (0,99 — 1,96) 0,053
41 -50 1,73 (1,51 - 2,00) <0,001 1,82 (1,31 -2,53) <0,001
51-60 2,53 (2,21 - 2,90) <0,001 2,19 (1,59 —3,04) <0,001
61-70 4,32 (3,77 — 4,95) <0,001 3,79 (2,73 - 5,26) <0,001
71-80 6,49 (5,63 — 7,47) <0,001 6,10 (4,33 —8,59) <0,001
81-90 9,26 (7,82 — 10,95) <0,001 9,90 (6,63 — 14,77) <0,001
>91 12,32 (8,60 - 17,64) <0,001 25,44 (11,00 -58,81) <0,001
Sexo (Ref Masculino)
Feminino 1,06 (1,02 - 1,11) 0,007 0,84 (0,75 -10,94) 0,002
Comorbidades (Ref Nao) 0,139
Doenca cronica cardiovascular 1,66 (1,58 —1,75) <0,001 0,90 (0,78 —1,04) 0,154
Diabetes mellitus 1,77 (1,69 - 1,87) <0,001 1,07 (0,92 - 1,25) 0,346
Doenca cronica renal 2,95 (2,66 — 3,27) <0,001 1,45 (1,12 - 1,88) 0,005
Doenga cronica neuroldgica 2,22 (1,94 —2,53) <0,001 1,05 (0,77 — 1,44) 0,732
Doenga cronica pulmonar 2,21 (2,00 —2,44) <0,001 1,22 (0,96 — 1,56) 0,106
Doenca cronica hepética 1,56 (1,28 — 2,90) <0,001 1,10 (0,69 — 1,75) 0,687
Imunodeficiéncia 1,98 (1,71 - 2,28) <0,001 1,42 (1,00 - 2,01) 0,050
Soma de comorbidades (Ref zero)
Uma comorbidade 1,58 (1,47 - 1,70) <0.001 1,24 (1,02 - 1,50) 0,027
Duas comorbidades 2,38 (2,21 —2,55) <0.001 1,65 (1,30 — 2,09) <0,001
Trés comorbidades 3,03 (3,04 —3,59) <0.001 2,02 (1,49 - 2,73) <0,001
Quatro comorbidades 4,85 (4,24 —5,54) <0.001 2,29 (1,47 — 3,56) <0,001
Cinco comorbidades ou mais 2,87 (2,44 —3,37) <0.001 1,53 (0,88 — 2,65) 0,130

Continuacdo da tabela na proxima pagina.
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Tabela 2. Razdo de chance para mortalidade entre pacientes com obesidade hospitalizados com diagndstico de
COVID-19 no Brasil, 2020 (continuaco).

Variaveis RC univariada Valor- RC multivariada Valor- R?
(95% 1C) p (95% 1C) p
Sintomas (Ref N&o) 0,166
Febre 0,84 (0,80-0,89) <0,001 0,86 (0,76 —0,97) 0,015
Tosse 0,86 (0,81 -0,91) <0,001 0,97 (0,84 - 1,12) 0,668
Falta de ar 1,82(1,70-1,96) <0,001 1,27 (1,08 — 1,49) 0,003
Saturagdo de O, <95% 1,96 (1,84 -2,09) <0,001 1,36 (1,17 - 1,57) <0,001
Diarreia 0,75 (0,71 -0,81) <0,001 0,88 (0,76 —1,02) 0,086
Vomito 0,90 (0,83 —0,98) 0,015 1,02 (0,84 —1,23) 0,870
Suporte Ventilatorio (Ref Sem necessidade de 0,414
suporte)
Sim, invasivo 18,28 (16,67 — <0,001 7,86 (6,45 — 9,58) <0,001
20,06)
Sim, ndo invasivo 1,69 (1,54-1,84) <0,001 1,11 (0,94 — 1,31) 0,234
Admissdo em UTI (Ref Sem necessidade de UTI)
Sim 5,88 (5,58 -6,20) <0,001 2,39 (2,11 -2,72) <0,001
Etnia autorreferida (Ref Branca) 0,427
Preta 1,18 (1,07 -1,30) <0,001 1,09 (0,87 — 1,36) 0,470
Parda 1,21(1,14 -1,27)  <0,001 1,18 (1,03 - 1,35) 0,015
Amarela 0,93 (0,71 - 1,20) 0,567 1,54 (0,86 — 2,76) 0,143
Indigena 0,95 (0,48 — 1,85) 0,871 1,73 (0,40 — 7,53) 0,465
Regido de residéncia (Ref Sudeste)
Norte 1,95(1,71-2,22) <0,001 2,14 (1,58 — 2,88) <0,001
Nordeste 1,38(1,29-1,48) <0,001 1,15 (0,89 - 1,48) 0,279
Centro-Oeste 1,05 (0,97 - 1,14) 0,225 1,11 (0,91 - 1,35) 0,301
Sul 0,96 (0,91 -1,02) 0,180 0,65 (0,57 - 0,74) <0,001

*valor de p a partir do teste de Wald; * R2 de Nagelkerke; O,: oxigénio; Ref, referéncia; UTI, unidade de terapia
intensiva. O modelo final da regressdo logistica multivariada apresentou acuracia de 0,791, especificidade de
0,882, sensibilidade de 0,618 e &rea sob a curva de 0,840.

4.4 Discussao

A literatura tem demonstrado que a obesidade é um agravante da COVID-19 (AGHILI
et al., 2021; POPKIN et al., 2020; PRANATA et al., 2021; WANG et al., 2022). No presente
estudo, observou-se que a populacdo brasileira com obesidade apresentou maior chance de
gravidade e mortalidade entre os pacientes com SRAG por COVID-19. A obesidade aumentou
a chance de evolucgdo desfavoravel em comparacdo as comorbidades mais prevalentes (doengas
cardiovasculares e diabetes mellitus) e contribuiu para o elevado nimero de pacientes jovens
hospitalizados com SRAG no Brasil no primeiro ano de pandemia.

Evidenciou-se na populagdo brasileira que, em pacientes com diabetes mellitus e/ou
doencgas cardiovasculares, a obesidade contribui para um pior prognoéstico, independente da
faixa etaria (DISCACCIATI et al., 2022). No presente estudo foi possivel caracterizar melhor
essa populagdo com obesidade e, assim, observar que 62,3% dos pacientes com obesidade
tinham entre 20 e 60 anos de idade, enquanto 27,3% dos pacientes sem obesidade estavam nesta

faixa etaria. Este ¢ um dado interessante porque uma meta-analise destacou 0 aumento do risco
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de mortalidade na COVID-19 inclusive em criangas com obesidade (TSANKOQV et al., 2021).
Embora esta populacdo infantil ndo tenha sido avaliada aqui, os dados do presente estudo
reforcam o impacto da obesidade na populacdo jovem. Sabe-se que 0 avanc¢o da idade € um
fator de risco importante para os desfechos clinicos da COVID-19, porém, salienta-se a
importancia deste dado em que, entre os casos de hospitalizagdo com SRAG por COVID-19, a
maioria dos jovens estavam com obesidade.

Além disso, o estudo de Discacciati e colaboradores (2022) observou alta prevaléncia
de pacientes brasileiros com obesidade e SRAG por COVID-19 no Sudeste, mas a analise
diferencial do presente estudo destacou que as regides Norte e Nordeste tiveram maior
proporcao de dbitos dentre os casos de hospitalizacdo e que pacientes com obesidade residentes
da regido Norte apresentaram maior chance para mortalidade por COVID-19. Segundo dados
do VIGITEL de 2019, as regides Centro-Oeste (21%) e Norte (20,8%) apresentaram, em média,
as maiores prevaléncias de obesidade no Brasil, enquanto que Nordeste e Sudeste apresentaram
proporcdo semelhante em torno de 19,8% (BRASIL, 2020a). Dados do censo demografico do
IBGE de 2019 apontaram para maior proporcao de pessoas da etnia preta na regido Nordeste
(11,9%), seguida das regides Sudeste (9.9%) e Centro-Oeste (9,2%), enquanto que a maior
prevaléncia de pessoas declaradas pardas ocorreram nas regides Norte (72,2%) e Nordeste
(62,5%). Por fim, a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios Continua (PNADC) de 2019
mostrou que mais da metade (56,2%) do nimero de brasileiros analfabetos se concentram na
regido Nordeste e eram da etnia preta ou parda (IBGE, 2020).

Nesse contexto, Mcgowam e Bambra (2022) levantam uma discussdo acerca de
iniquidades sociais e em saude. Especificamente, os autores relatam sobre vulnerabilidade,
transmissédo, exposicédo e susceptibilidade desiguais entre as pessoas, de modo geral, que foram
acometidas pela COVID-19. Esta desigualdade significa maior risco de mortalidade em areas
socioeconomicamente desfavorecidas devido ao elevado fardo de determinantes sociais da
salde, como por exemplo, area de residéncia, desemprego, condi¢des de trabalho, acesso a
atendimentos em salde, seguranca alimentar, fatores psicoldgicos e comportamentais. Sobre
seguranga alimentar, evindéncias apontam que em regides brasileiras de baixa renda per capita,
especialmente Norte e Nordeste, ha maior acesso da populacéo a alimentos ultraprocessados,
com baixa qualidade nutricional (ALVES et al., 2020; SOUZA OLIVEIRA et al., 2022). Nesse
sentido, deficiéncias nutricionais podem co-existir em individuos com obesidade de modo que
também afeta sua resposta imunoldgica contra doengas infecciosas (ASTRUP; BUGEL, 2019).
Alves e colaboradores (2020) ressalta que o excesso de peso esta diretamente associado a uma

conjuntura complexa de fatores sociais e econdmicos. Corroborando com estes dados, uma
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revisdo sistematica englobando estudos de diversos paises evidenciou maior risco para
infeccdo, hospitalizacdo e mortalidade por COVID-19 entre regibes geograficas de baixa renda
per capita, assim como, entre grupos étnicos minoritarios e de baixo nivel eduacional
(KHANIJAHANI et al., 2021). Além disso, a etnia ndo hispanica negra nos Estados Unidos foi
a mais afetada em termos de mortalidade na primeira onda da pandemia por COVID-19
(LUNDBERG et al., 2023).

Estas questdes demograficas e socioeconémicas sdo elementos essencias que culminam
em problemas de salde publica, afetando a prevaléncia de casos, a gravidade no internamento
hospitalar e as taxas de mortalidade nas doencas, especialmente doencas infecciosas, como ja
documentado previamente na pandemia do virus Influenza HIN1 (RUTTER et al., 2012), do
virus Ebola (FALLAH et al., 2015) e Zika virus (SOUZA et al., 2018). Além disso, a
vulnerabilidade desigual reflete risco aumentado de mortalidade devido a elevada presenca de
doencas cronicas nao-transmissiveis, a exemplo da obesidade (MCGOWAN; BAMBRA,
2022), como observado no presente estudo. Os resultados aqui apresentados reforgam,
portanto, a necessidade de investigar as populacdes estudadas nas areas de salde, a fim de
interpretar e orientar politicas publicas eficientes de curto e longo prazo.

Outra caracteristica adicional do presente estudo foi identificar que os pacientes que
necessitaram de tratamento em UTI e utilizaram suporte ventilatério invasivo também
apresentaram elevada proporcao de ébito, o que corrobora com o estado grave destes pacientes.
Outros estudos, incluindo uma meta-analise recente publicada na base de dados Cochrane,
confirmam maior chance de uso de ventilagdo mecénica invasiva por pacientes com obesidade
com SRAG (SAWADOGO etal., 2022; SIMONNET et al., 2020; TADAYON NAJAFABADI
etal., 2023). Por outro lado, entre os pacientes com obesidade sobreviventes do presente estudo,
61,1% utilizaram suporte ventilatorio ndo invasivo. Contudo, a mortalidade associada ao uso
de suporte ventilatorio invasivo é controversa (NI et al., 2017; ZHAO et al., 2018). Uma
avaliagdo longitudinal de 1.099 pacientes com SRAG por COVID-19 em uso de suporte
ventilatorio invasivo e tratamento em UTI mostrou que a ventilagdo pulmonar com baixo
volume corrente e posicao prona é indicada de forma protetora nesta populagéo, especialmente
pelo risco aumentado de atelectasia, quando o suporte ventilatério ndo-invasivo ndo é possivel
(SCHAVEMAKER et al., 2021). No entanto, individuos obesos poderiam ser menos pronados
e as condicOes dos leitos podiam ser menos favoraveis a manuntencao destes individuos em
tratamento uma vez que havia caréncia de recursos, leitos e profissionais durante a pandemia
da COVID-19.
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A elevada expressdo da ECA-2 no tecido adiposo, favorecendo a disseminacdo e a carga
viral no organismo, bem como a inflamacdo de baixo grau associada a obesidade, podem
justificar a rapida progressdo da COVID-19 e complicacOes respiratorias nesta populacao,
contribuindo para a necessidade e riscos associados ao suporte ventilatorio invasivo
(ALARCON et al., 2021; DE JONG; CHANQUES; JABER, 2017; FAVRE et al., 2021,
SACCON et al., 2022). Além disso, pacientes com obesidade com insuficiéncia respiratoria e
hiperinflamacdo estdo vulneraveis a infec¢bes secundarias, especialmente bacterianas,
aumentando a gravidade do paciente na COVID-19 (GAO et al., 2020; LOPEZ-HERRERO et
al., 2023). Deve-se também considerar o treinamento de profissionais e condi¢des disponiveis
na terapia intensiva para manuseio dos pacientes com obesidade sob uso de suporte ventilatdrio
invasivo durante o primeiro ano de pandemia da COVID-19, o que pode favorecer
complicacdes hospitalares.

Ressalta-se que a pandemia da COVID-19 causou uma sobrecarga nos sistemas de satde
publica, principalmente no Brasil, fazendo com que essa populacdo possa nao ter recebido
tratamento no momento adequado. Além disso, pacientes com obesidade podem necessitar de
maior tempo de tratamento na UTI e suporte ventilatorio, como observado em outros estudos
(TADAYON NAJAFABADI et al., 2023; ZHAO et al., 2018). Diante disso, esses dados
destacam a importancia do acompanhamento individualizado desta populagdo, bem como a
necessidade de recursos de saude, pois tem sido observado um aumento progressivo na
prevaléncia da obesidade no Brasil e no mundo (WHO, 2020b).

No presente estudo, dentre todas as comorbidades relatadas, apenas a doenca renal
crénica permaneceu associada a maior chance de mortalidade. Na COVID-19, a lesé&o renal
aguda esteve frequentemente presente entre 0s casos mais graves e entre as complicacGes
hospitalares associadas a mortalidade nesta doenca, independentemente da existéncia prévia de
doenca renal cronica (TANTISATTAMO et al., 2022). Uma meta-analise evidenciou que a
obesidade é um fator de risco independente para injuria renal na COVID-19 (ZHANG et al.,
2023). A obesidade, por sua vez, pode sobrecarregar as funcdes renais devido a disfungcfes no
metabolismo glicémico e de &cidos graxos, além da presenca de inflamag&o crénica de baixo
grau (TSANKOV etal., 2021). Vale salientar que parte dessa populagdo com obesidade também
apresentava doenca cardiovascular e/ou diabetes mellitus, as quais sdo comorbidades que
também oferecem risco a este desfecho (ZHANG et al., 2023). Zhang e colaboradores (2023)
também identificaram que a etnia preta é fator de risco para injdria renal na COVID-19. Os
autores reforcam a discussao sobre iniquidades sociais e em satde. No presente estudo, quando

a obesidade se soma a doenca renal cronica, a chance de mortalidade por COVID-19 aumenta
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significantemente. Portanto, mais estudos sdo necessarios para investigar 0s mecanismos
alterados nesta populagdo com obesidade na COVID-19 grave.

Finalmente, algumas limitacGes sdo reconhecidas. N&o foi possivel realizar analise
quantitativa com o IMC, devido a proporcao de dados faltantes, principalmente para individuos
abaixo de 30 kg/m2. Portanto, nota-se a importancia da inclusdo desses dados nos sistemas para
melhorar o monitoramento epidemioldgico no pais. Além disso, é importante esclarecer qual o
tipo de diabetes mellitus, assim como, a presenca de infeccdes secundarias nas planilhas do
SIVEP-Gripe, a fim de melhorar os servicos de triagem e o monitoramento. Com isso, reforca-
se a importancia da sistematizacdo do sistema de salde para facilitar e otimizar o acesso e
producdo de conhecimento a fim de agilizar tomadas de decis@o nas politicas de satde publica.
Os resultados aqui apresentados referem-se exclusivamente a casos de hospitalizacdo com
SRAG por COVID-19 e ndo podem ser extrapolados para populacdes com obesidade néo
infectadas. Os resultados aqui apresentados ndo sugerem a obesidade como causa, mas sim

como fator de risco para os desfechos clinicos de gravidade e mortalidade na COVID-19.

4.5 Conclusao

O presente estudo produzido a partir da investigagdo de um grande banco de dados que
monitora casos de SRAG no Brasil conclui que a obesidade influencia sobre as hospitalizacfes
por COVID-19, bem como, sobre a necessidade de tratamento intensivo e uso de suporte
ventilatorio na COVID-19. Os resultados apresentados sugerem a obesidade como fator de risco
para a gravidade e mortalidade na COVID-19, especialmente em individuos jovens, de etnia
parda ou preta, com doenca renal crénica e/ou residentes nas regides Norte e Nordeste.
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5 CAPITULO Il — Estudo 2: A obesidade em pacientes graves com COVID-19 tem

um fendtipo imunoldgico inato distinto

5.1 Introducéo

A pandemia de coronavirus de 2019 (COVID-19), causada pelo coronavirus 2 da
sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), teve consequéncias devastadoras na
mortalidade e morbidade em todo o mundo. Embora a maioria dos pacientes apresentasse
estados assintomaticos ou leves da doenga, outros desenvolveram doenca grave,
frequentemente associada a inflamacéo excessiva e dificuldade respiratoria (DAVITT et al.,
2022; SOOD; BEDI, 2022).

O sistema imunoldgico inato tem o papel crucial de reconhecer o virus e ativar vias
inflamatorias, a fim de montar uma resposta antiviral eficaz para a eliminacdo do virus
(SCHULTZE; ASCHENBRENNER, 2021). A resposta imunolégica adaptativa reflete o
processo de aprendizagem do sistema de defesa do organismo com caracteristica principal de
especificidade aos agentes invasores e potecializacdo das respostas imunoldgicas inatas
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). No entanto, evidéncias mostraram heterogeneidade na
resposta imunoldgica na COVID-19 grave, a qual pode exibir fen6tipos hiperinflamatorios e/ou
imunossupressores em células efetoras (DAVITT et al., 2022; GARDUNO et al., 2023;
GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020; PURBEY et al., 2023; SABBATINO et al.,
2021).

Sugere-se que esta resposta imunolégica alterada possa ser dependente do historico de
salde do paciente (DAVITT et al., 2022) e os diferentes desfechos da infeccdo por SARS-CoV-
2 podem ser influenciados por comorbidades preexistentes (GREWAL; BUECHLER, 2023;
KHWATENGE et al., 2021; ZULU et al., 2021). Assim, a deteccdo de biomarcadores e
alteracbes imunoldgicas relacionadas a gravidade estdo sendo estudadas para melhorar as
triagens e tratamentos, especialmente em grupos vulneraveis a infeccdo por COVID-19, como
a obesidade.

A obesidade é uma doenca inflamatoria crénica, a qual esta associada ao aumento da
admissdo de pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI) que necessitam de suporte
respiratorio, tempo de hospitalizacdo prolongado, complicacGes hospitalares e € a comorbidade
mais frequente entre casos graves e fatais de COVID -19 (BOOTH et al., 2021; DESSIE;
ZEWOTIR, 2021; KLANG et al., 2020; PRANATA et al., 2021; ZHAO et al., 2020a). O

SARS-CoV-2 interage essencialmente com a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2)
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para invadir as células, a qual é altamente expressa nos pulmdes (ZHOU et al., 2022) e também
na gordura visceral. Assim, o tecido adiposo em pacientes com obesidade pode contribuir para
a desregulacdo das células imunoldgicas (FAVRE et al., 2021; KHWATENGE et al., 2021;
MARTINEZ-COLON et al., 2022; PASQUARELLI-DO-NASCIMENTO et al., 2020;
SACCON et al., 2022).

Na COVID-19, Santos e Silva e colaboradores (2021) encontraram 17 genes
relacionados a disfuncdo imunoldgica da resposta inata em pulmdes de autopsia de pacientes
com obesidade, incluindo uma maior expressdo do marcador supressor ligante de morte
programada 1 (PD-L1, também conhecido como CD274), apresentacdo de antigeno (MHC
classe Il), sinalizacdo de citocinas e migracdao de neutréfilos, como CXCR2 (CD182) e
receptores efetores dependentes de anticorpos, como FCGR3A e FCG3B (CD16+). Eles
também encontraram pouca ou nenhuma presenca de neutréfilos em mais de 80% das secGes
de tecido pulmonar. Esses resultados ndo foram observados em pacientes ndo obesos e
ocorreram independentemente da presenca de hipertenséo ou diabetes mellitus tipo 2 (SANTOS
E SILVA et al., 2021).

Na auséncia de qualquer infeccdo, a obesidade esta associada a desregulacdo do
metabolismo imunoldgico, especialmente em mondcitos, macrofagos, neutrofilos, células
natural killer (NK) e linfocitos T (ALARCON et al., 2021; ANDRADE et al., 2021; HONCE;
SCHULTZ-CHERRY, 2019; JUNG; CHOI, 2014; KHWATENGE et al.,, 2021; URIBE-
QUEROL; ROSALES, 2022; ZULU et al., 2021). Complementarmente, entre Varios
marcadores imunolégicos, 0 TREM-1, um receptor expresso principalmente na superficie dos
neutrdfilos, também tem sido estudado na COVID-19 e outras doencas inflamatérias cronicas
como um alvo importante que contribui para a hiperinflamagdo (DE OLIVEIRA et al., 2022;
DE SA RESENDE et al., 2021; TORRES-RUIZ et al., 2021). Além disso, o TREM-1 foi
previamente associado a inflamacédo na obesidade, resisténcia a insulina e outras comorbidades
associadas a obesidade (BRUSTOLIN et al., 2023; SUBRAMANIAN et al., 2017; TAMMARO
etal., 2017).

No entanto, permanece em grande parte incerto se a resposta imunoldgica periférica esta
distintamente alterada em pacientes com obesidade com COVID-19 grave. Além disso, apesar
de muitos esfor¢os, a dinamica e as alteragbes em marcadores imunologicos distintos
associados a pacientes com obesidade infectados por SARS-CoV-2 ndo estdo completamente
elucidadas. Assim, este estudo teve como objetivo determinar os receptores de superficie

relacionados a ativacdo, inflamagdo e atividades supressoras de mondcitos periféricos, células
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NK, neutréfilos de baixa densidade (LD) e alta densidade (HD) e linfécitos T em pacientes com
e sem obesidade com COVID-19 grave e sua associacdo com marcadores clinicos de gravidade.

5.2 Casuistica e Métodos

5.2.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo com anélise transversal do fendtipo de células da resposta
imunoldgica inata de pacientes hospitalizados com ou sem obesidade em estado grave por
COVID-19.

Foram incluidos pacientes acima de 20 anos de idade diagnosticados com pneumonia
associada a COVID-19, confirmada por um RT-gPCR positivo para SARS-CoV-2 e por
achados tipicos de imagem através da tomografia computadorizada do térax. Além disso, 0s
pacientes estavam em tratamento em UTI requerendo suporte de oxigénio invasivo. O estado
grave foi confirmado de acordo com a orientacdo técnica da OMS para a COVID-19
(https://apps.who.int/iris/handle/10665/330854). Estes pacientes foram recrutados em dois
hospitais publicos de referéncia localizados em Aracaju (Sergipe), Brasil, entre 08 de setembro
de 2020 a 10 de dezembro de 2020. Durante este periodo, individuos com obesidade ainda ndo
haviam sido vacinados.

Todos o0s pacientes estavam sob uso de corticosteroides (dexametasona,
metilprednisolona ou hidrocortisona) como tratamento de primeira linha para pacientes
gravemente enfermos com COVID-19 seguindo as recomendagdes vigentes na época (MA et
al., 2021; PRESCOTT; RICE, 2020; VAN PAASSEN et al., 2020). Nao foi possivel obter
informacdes sobre dosagem dos medicamentos.

Os critérios de exclusao deste estudo foram: IMC de baixo peso (IMC < 18,5kg/m?),
portadores de qualquer tipo de céncer ou doenca autoimune, gestantes e individuos que

apresentaram problemas durante os experimentos de citometria de fluxo.

5.2.2 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética local da Universidade Federal de Sergipe
(CAAE 34240620.7.0000.5546 e numero de acesso 4.168.255). O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), documento em que consta a proposta, objetivos, procedimentos,

riscos e relevancia do estudo, foi aplicado diretamente com os pacientes ou com seus guardides
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legais. Os procedimentos deste estudo foram conduzidos de acordo com os principios da
Declaragéo de Helsinki, as recomendacdes da Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude (CNS) do Brasil e as recomendacdes de Boas Praticas Clinicas estabelecidas pela
Conferéncia Internacional sobre Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Registro de
Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (do inglés “International Conference on
Harmonisation of technical requirements for registration of pharmaceuticals for human use”,

disponivel em https://ichgcp.net/).

5.2.3 Variaveis clinicas

Os dados demogréficos, clinicos e laboratoriais foram obtidos a partir dos prontuarios
dos pacientes hospitalizados na mesma data da coleta de sangue. Foram coletadas informacdes
sobre idade, IMC, valores absolutos do leucograma (neutréfilos, eosinéfilos, basoéfilos,
mondcitos e linfocitos frequéncia cardiaca) e hemograma (hemaécias, hemoglobina, hematocrito
e plaquetas), marcadores hepaticos (transaminase oxalacética ou TGO, transminase pirdvica
ou TGP, bilirrubina total e proteina C reativa), marcadores renais (ureia e creatinina séricas),
marcadores eletroliticos (sédio e potassio séricos), marcadores cardiorespiratorios de gravidade
(frequéncia cardiaca, temperatura corpora e a relacdo entre pressdo parcial de oxigénio e a
fragéo de oxigénio inspirado ou PaO/FiO2) e medicamentos. Alguns pacientes somente tiveram
informac@es disponiveis sobre marcadores hepaticos, eletroliticos e cardiorrespiratorios dias
antes da coleta de sangue e, portanto, estes pacientes ficaram com dados faltantes. A razdo N/L
foi calculada a partir da divisdo dos valores absolutos de neutréfilos e linfocitos.

O IMC foi documentado por nutricionista da equipe hospitalar no momento da
admissdo, devido as condicdes inicias da pandemia, precisou ser estimado. Este marcador
antropomeétrico reflete a proporcdo do peso corporal em relacdo a estatura, especialmente em
adultos e idososa, através da equacao:

IMC = Peso (kg) / (altura)? (m)

Com base na classificacdo estabelecida pela OMS, os pacientes incluidos neste estudo
foram divididos em dois grupos: obesos (OB; IMC > 30 kg/m?) e ndo obesos (N-OB; IMC < 30
kg/m?) (JWHO], 2020a).

5.2.4 Coleta de sangue
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A coleta de sangue foi realizada pela equipe de enfermagem no inicio do turno da manha
dentro da rotina hospitalar. Foram coletados 12 mL de sangue venoso, sendo 8 mL obtidos em
tubos a vacuo contendo EDTA e 4 mL obtidos em tubo a vacuo sem anticoagulante. Essa coleta
foi obtida de todos os pacientes apds a admissdao na UTIL. Em seguida, as amostras foram
acondicionadas em isopor com gelo e transportadas o Laboratoério de Biologia e Imunologia do
Céncer e Leishmania (LABICEL), localizado no Departamento de Morfologia da Universidade
Federal de Sergipe.

As amostras de sangue em tubo EDTA foram direcionados para os experimentos em
citometria, enquanto que as amostras em tubo sem anticoagulante foram centrifugados
(Universal 32R, Hettich, Buckinghamshire, England) a 1600 x g por 10 min a 25° C para a
separacdo do soro e, em seguida, armazenado refrigerado a -80°C até o momento da analise
(topico 4.2.6).

5.2.5 Andlise das populagdes de células imunoldgicas por citometria de fluxo

Para extrair as células imunoldgicas, o sangue fresco com EDTA foi diluido na
proporcéo 1:1 com salina e, posteriormente, centrifugado (400 x g, 35 minutos, 25°C, sem freio
e aceleracdo) com Ficoll-Paque PLUS ™ (GE Healthcare, EUA). Apds a centrifugacdo, duas
nuvens foram detectaveis: a primeira constituida de células mononucleares (PBMC) e a segunda
banda enriquecida por granuldcitos ou células polimorfonucleares (PMN). Para os fins desse
estudo, ambas as nuvens foram utilizadas e, com cuidado, estas nuvens foram sugadas e
colocadas em tubos novos. Em seguida, as células mononucleares foram lavadas duas vezes
com tampéo fosfato-salino (PBS) a 400 x g por 10 minutos em temperatura a 4°C, com freio e
aceleracdo em 7. As células da nuvem de granuldcitos passaram por duas ou trés etapas de lise,
a fim de diminuir a proporc¢do de hemécias contidas nessa amostra, para em seguida ser lavada
com PBS (400 x g, 10 minutos, 15°C, freio e aceleragdo de 7).

ApOs estas lavagens, as células foram ressuspendidas em solucdo de bloqueio Fc
contendo RPMI 1640 (Gibco, Carsbad, CA, USA) e suplementado com 2% de soro fetal de
cabra e 2% de soro bovino fetal, a fim de bloquear as células para marcacdes inespecificas.
Estes tubos de células com Fc block ficaram incubadas a 4°C por 30 minutos. Posteriormente,
as células foram contadas em microscopio e plaqueadas na quantidade de 1x10° por pogo em
placa de 96 pocos, para posterior marcacdo dos receptores de superficie. As ceélulas

mononucleares e granulécitos do sangue periférico foram incubadas com 0s respectivos
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anticorpos monoclonais desenhados em paineis. Para caracterizar as populagdes de células
estudadas, foram utilizados os anticorpos monoclonais descritos na Quadro 1.

Ap0s incubacdo, as células foram lavadas mais duas vezes com tampéao PBS e, entéo,
foram fixadas com a adicao de formaldeido nos pocos por até 24 horas. Entéo, as células foram
ressuspendidas em PBS e centrifugadas (400 x g, 5 minutos, 4°C, freio e aceleragdo de 8). As
amostras foram adquiridas no Citdmetro de Fluxo Attune™ NXT usando o software versao 2.4
(Life Technologies, CA, EUA).

Os dados foram analisados usando o software FlowlJo versdo V10 (Treestar Inc,
Ashland, EUA). A Figura 10 ilustra o passo-a-passo desde a obtencdo das nuvens de células a
partir das amostras de sangue periférico, conforme descrito anteriormente, seguindo para as
estratégias utilizadas na selecdo das populacdes celulares. A anélise no FlowJo seguiu-se,
consecutivamente, da delimitacdo das células Unicas (singlets), células vivas e populacdes
células de mondcitos, linfécitos e neutréfilos a partir dos parametros de tamanho (Forward
Scatter Area; FSC-A) e granulosidade (Side Scatter Area; SSC-A). Separadamente em painéis
diferentes, foram selecionadas as células CD14+ na regido dos mondcitos, CD3+ para
linfdcitos, células CD3- para NK, CD11b+ e CD11c+ na regido dos neutrofilos (STAATS et
al., 2019). Dentro dessas delimitacGes em cada célula, os seguintes painéis foram analisados:

e Mondcitos: CD80+CD163+HLA-DR+CD274+

e Células NK: CD11c+CD16+CD56+CD69+

e Neutrofilos: CD16+TREM-1+CD182+ e CD274+CD79+HLA-DR+
e Linfdcitos T: CD4+CD8+CD28+CD279+CD152+

Os valores estatisticos disponiveis no software FlowJo foram usados para relatar a
frequéncia relativa de cada populacdo de células imunoldgicas e os valores de intensidade de

fluorescéncia sao relatados como MFI.



Quadro 1. Descricdo dos anticorpos utilizados nos experimentos de citometria de fluxo.

Linfécitos

Anticorpo Fluorocromo Clone Fornecedor NUmerodo Fator de Populacdo Atividade relacionada ao receptor
catalogo diluicdo celular (BD BIOSCIENCES, 2011)
CD3 PE HIT3a BD 555340 1:40 NK e Transducdo de sinal entre células T
Linfdcitos
CD4 APC-H7 RPA-P4 BD 560158 1:150 Linfdcitos Subpopulagéo de células T auxiliares
CD8 PerCP-Cy 5.5 SK1 BD 341051 1:100 Linfdcitos Subpopulagdo de células T citotoxicas
CD11b APC ICRF44 BD 4330081 1:150 Neutréfilos Adesdo celular
CD11c PerCP-Cy 5.5 B-ly6 BD 565227 1:30 NK e Interacéo entre células durante respostas
Neutréfilos inflamatorias
CD14 PerCP-Cy 5.5 M5E2 BD 561116 1:200 Mondcitos Atua com o receptor do tipo Toll 4
CD16 FITC 3G8 BD 555406 1:30 NK Fagocitose ou citotoxicidade dependente de
anticorpo
CD28 PE-Cyanine7 CD28.2 Invitrogen 25028942 1:200 Linfocitos Células T jovens, fornece sinais co-
estimulatorios para ativacdo e sobrevivéncia de
células T, producéo de IL-2
CD56 PE-Cyanine7 B159 BD 560916 1:100 NK Adesdo celular e atividade inflamatéria
CD80 FITC 2D10.4 Invitrogen 11080942 Mondcitos Co-estimulacdo de células T, liga-se ao CD28 e
CD152
CD152 PE BNI3 BD 560939 1:40 Linfécitos Inibicdo de células T, liga-se ao CD80 ou CD86
CD163 PE-Cyanine7 EBioGHI/61 Invitrogen 25163942 1:80 Mondcitos Depuracéo e endocitose de hemoglobina
CD182 PerCP-eFluor 710  Ebio5EB-C7-F10 Invitrogen 46182942 1:100 Neutréfilos Quimiotaxia, liga-se a IL-8
CD274 PE MIH1 BD 557924 1:30 Mondcitos Atividade supressora sobre outras células, liga-
se ao CD279
CD279 FITC MIH4 BD 557860 1:40 Neutrofilos  Atividade de supressdo com reducdo da
interacdo entre células e resposta mediada por
células T, liga-se ao CD274
HLA-DR Alexa Fluor 700 LN3 Invitrogen 56995642 1:80 Mondécitos e Apresentacdo de antigeno a células T
Neutréfilos
TREM-1 PE TREM-26 BiolLegend 314906 1:200 Neutréfilos e Amplificacdo da resposta inflamatéria
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Figura 10. Estratégias de selecdo das populagdes de células imunoldgicas. De cada grupo foi coletado uma mostra de sangue periférico, que ainda, fresco, foi direcionado para
as etapas de extracao de células imunoldgicas por citometria de fluxo. Apés aquisi¢cdo das amostras, os dados foram encaminhados para analise em Flow Jo conforme ilustrado
na figura. Legenda: PBMC: células mononucleares do sangue periférico, PMN: células polimorfonucleares, N: nimero amostral, OB: obesos, N-OB: ndo-obesos.



59

5.2.6 Andlise de marcadores inflamatérios no plasma e soro

A forma soltvel do TREM-1 (STREM-1, R&D systems, Minneapolis, EUA) e as
concentragdes da interleucina 6 (IL-6, Invitrogen, ThermoFisher, Waltham, EUA) foram
avaliados no soro utilizando Kits de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), sequindo as instrucdes
dos fabricantes. Ao final, as placas foram lidas em um espectrofotdmetro Epoch BioTek

(Agilent, Luzern, Suica).

5.2.7 Andlises estatisticas

Primeiramente todos os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e, de acordo com a distribuicdo dos dados, os mesmos foram apresentados como
média e desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartis (25% - 75%). Em seguida, o teste T
de Student com corregdo de Welch ou teste de Mann-Whitney foi aplicado a fim de investigar
diferencas nas variaveis de caracterizacdo entre os grupos OB e N-OB. Posteriormente, 0
coeficiente R de Spearman foi aplicado para avaliar a existéncia de correlacdo entre o IMC e
as concentracOes periféricas das células imunoldgicas estudadas (mondcitos, NK, linfocitos e
neutrofilos).

Para descobrir diferencas significantes na frequéncia ou expressdo dos receptores
celulares e/ou fendtipos imunoldgicos entre os grupos OB e N-OB foram aplicados testes
maltiplos de Mann-Whitney, seguidos pelo teste de Benjamin, Krieger e Yekutieli False
Discovery Rate. O grafico de vulcdo (volcano plot) destaca as varidveis imunoldgicas que
diferenciaram os grupos. No momento da coleta de dados, estdvamos lutando contra a primeira
onda de infeccdo por SARS-CoV-2 e a frequéncia de pacientes com obesidade admitidos nos
hospitais incluidos no estudo eram principalmente mulheres e mais velhos do que os pacientes
ndo obesos. Assim, para aquelas comparacfes que mostraram diferenca significante entre os
grupos OB e N-OB, a distribuicdo dos dados foi transformada em log e uma regressao linear
foi aplicada com idade e sexo como cofatores. Além disso, dentro do grupo OB, pacientes mais
jovens (< 65 anos) e mais velhos (> 65 anos) foram comparados usando o teste T de Student
com correcdo de Welch ou teste de Mann-Whitney para explorar se existem diferencas
relacionadas a idade. O grafico do mapa de calor (heatmap) foi utilizado para visualizar essas

comparagoes.
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Para analisar se a expressao de receptores e fenotipos esteve distintamente associada a
marcadores clinicos, principalmente leucograma, hemograma e marcadores inflamatérios (IL-
6 e STREM-1) foi aplicado o coeficiente de correlacdo de Spearman devido a presenca de dados
ndo-paramétricos. Ndo foi possivel testar a correlacdo entre os marcadores imunoldgicos e
outros marcadores clinicos, especialmente hepéaticos (TGO, TGP, bilirrubina e PCR) e renais
(creatinina e ureia séricas), bem como avaliar a associagdo destes marcadores com os desfechos
clinicos, devido ao numero de dados faltantes para estas variaveis. Correlac6es fortes foram
consideradas quando o coeficiente R de Spearman foi < -0,70 ou > 0,70.

O nivel de significancia assumido para as anélises foi de 5%. As andlises estatisticas e
os figuras foram desenvolvidas no software GraphPad Prism versdo 9.4 (San Diego, EUA) e no
R Studio versdo 4.1.2.

5.3 Resultados

Todos os pacientes com COVID-19 incluidos neste estudo foram tratados em UTI e 0s
dados clinicos apresentados na Tabela 3 destacam o estado critico de ambos os grupos. O IMC
e a idade foram significantemente diferentes entre os grupos (p < 0,01). Um paciente OB
apresentou obesidade classe Il (IMC > 40 kg/m?; Figura 11A), e cinco pacientes N-OB
apresentaram sobrepeso (IMC entre 25 — 29,9 kg/m?; Figura 11A). Cinco pacientes OB (55,5%)
e quatro N-OB (22,2%) tinham mais de 65 anos. Um paciente OB e um paciente N-OB eram
tabagistas habituais. Além disso, pacientes OB apresentaram temperatura corporal maior no dia
da coleta de sangue em comparacao aos pacientes N-OB (p = 0,03). Também foi observado que
as concentracfes dos monadcitos periféricos foram significantemente menores nos pacientes OB
em comparacao aos pacientes N-OB (p = 0,03; Tabela 3). Em concordancia, estas concentracdes
estiveram negativamente correlacionadas com o IMC, conforme observado na Figura 11B.

Do mesmo modo, a frequéncia de linfécitos totais CD3+ da circulacao periférica esteve
negativamente associado com o IMC (Figura 11E). Ao contrério, a frequéncia de células NK e
de neutréfilos CD11b+ foram positivamente correlacionados com o IMC (Figura 11C e 11D,
respectivamente). Diante disso, o proximo passo foi analisar os dados da citometria de fluxo e
as comparagdes multiplas detectaram diferencas significantes entre os grupos, conforme

apresentado na Figura 12A.



Tabela 3. Caracterizacdo dos pacientes com COVID-19 em estado grave.
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Sem obesidade

Com obesidade

Referéncia de

(IMC <30; n=18) (IMC>30;n=9) normalidade
Caracteristicas gerais
Mulheres, n (%) 9,00 (42,85) 7,00 (77,78) -
Idade, anos 50,67 + 20,62 67,67 +11,08 * -
IMC, kg/m2 23,64 £1,85 34,56 + 3,63 * 18,50 — 24,90
Historico de saude
Hipertensdo, n (%) 6,00 (33,33) 3,00 (33,33) -
DCV, n (%) 1,00 (5,55) 1,00 (11,11) -
DM tipo 2, n (%) 3,00 (16,66) 4,00 (44,44) -
DPOC, n (%) 1,00 (5,55) 1,00 (11,11) -
DHC, n (%) 1,00 (5,55) 0,00 (0,00) -
DRC, n (%) 0,00 (0,00) 2,00 (22,22) -
Dados laboratoriais
Eritrécitos, x10%/uL 3,19 2,83 - 3,51] 3,50 [3,17 — 3,66] 3,90-5,20
Hemoglobina, g/dL 8,88+ 1,17 9,23+ 1,06 11,70 - 15,70
Hematdcrito, % 26,24 £ 4,12 28,71 £ 4,97 36,00 - 47,00
Plaquetas, x10%/uL 218,60 £ 141,00 184,30 £ 117,20 150,00 — 450,00
Leucdcitos totais, x10%/uL 13,10 [9,65 — 25,13] 13,79 [12,21 - 18,18] 4,00 -11,00
Neutrdéfilos, % 83,23+ 10,17 85,30 + 9,75 40,00 - 70,00
Neutrophils (abs), x10%/uL 11,23 [7,45 - 22,99] 11,80 [9,60 — 16,18] 1,60 - 8,00
Eosindfilos, % 0,72[0,18 - 2,97] 1,80 [0,20 - 5,06] 1,00 - 5,00
Basdfilos, % 0,40 [0,28 — 0,66] 0,50 [0,40 - 0,67] 0,00-1,00
Linfécitos, % 6,64 [2,05 — 14,40] 3,94 [2,67 — 9,57] 20,00 - 40,00
Linfdcitos (abs), x10%/uL 1,20 [0,32 - 1,77] 0,55 [0,51 — 1,63] 0,90 -4,00
Monocitos, % 4,90 [2,08 - 6,86] 1,40[1,30-3,80] * 2,00-12,00

Razdo N/L% 12,23 [5,34 — 45,51] 23,39 [5,08 — 34,49] -
Pa0,/FiO% 178,90 [155,10 — 220,00] 150,80 [119,40 — 193,40] 450,00 — 500,00
Temperatura °C 37,00 [37,00 — 37,20] 37,80 [37,40 — 38,00] * 36,00 — 36,90
TGP, U/L 41,17 + 18,27 30,25 + 19,65 7,00 — 55,00
TGO, U/L 40,00 + 17,12 30,25 + 15,44 8,00 — 48,00
Ureia sérica, mg/dL 79,50 [38,50 — 120,30] 94,00 [57,00 — 99,50] 10,00 - 45,00
Creatinina sérica, mg/dL 1,11 [0,65 - 1,95] 0,7110,57 - 0,93] 0,60 -1,20
Saédio sérico, mEg/L 136,10 [135,80 — 142,00] 146,80 [132,10 — 149,00] 135,00 — 145,00
Potassio sérico, mEqg/L 4,61 [3,58 — 4,95] 4,10 [3,57 - 5,08] 3,50-5,50
Razdo Na/K& 30,93 [26,85 — 38,87] 34,09 [26,12 — 41,73] -
Bilirrubina total, mg/dL 0,41+£0,24 0,45+0,29 0,30-1,00
Marcadores inflamatérios
PCR, mg/dL 108,50 [82,75 — 159,50] 99,80 [66,78 — 130,80] <0,80
IL-6, pg/mL 52,98 + 35,99 33,35+ 10,32 1,50 - 7,00
STREM-1 403,00 [138,90 — 763,70] 631,70 [184,40 — 719,90] -

Desfecho clinico
Dias em tratamento com
corticoesteroide

7,00 [4,25 — 22,50]

15,00 [2,00 — 33,00]

Os dados sdo apresentados como média e desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartil 25% - 75% de acordo
com a distribuicdo de normalidade. Legenda: UTI: unidade de terapia intensiva; DCV: doenca crénica
cardiovascular; DM: diabetes mellitus; DPOC: doenca pulmonar obstrutiva cronica; DHC: doenca hepatica
cronica; abs: valores absolutos; Razdo N/L: razdo entre nimero absolutos de neutréfilos por linfécitos; TGO:
transaminase glutamico-oxalacética; TGP: transaminase glutamico-pirivica; PCR: proteina C reativa; Razdo
Na/K: razdo entre numero absolutos de sodio por potéssio; IL-6: interleucina 6; STREM-1: forma soltvel do
receptor desencadeador expresso nas células mieloides 1. A porcentagem de leucécitos foi calculada de acordo
com o total de leucdcitos de cada paciente.® unidades arbitrarias.*p < 0.05 pelo teste T de Student com corregéo
de Welch ou teste de Mann-Whitney entre pacientes com e sem obesidade (OB vs N-OB).
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Il Pacientes OB com COVID-19 grave (n = 9)
Il Pacientes N-OB com COVID-19 grave (n = 18)
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Figura 11. Associacdo entre o indice de massa corporal (IMC) e a frequéncia de células imunolégicas periféricas
da resposta inata e adaptativa. O sangue periférico foi coletado de 27 pacientes com infec¢do grave por SARS-
CoV-2 (OB =9 e N-OB =18). Histograma da distribuicdo do IMC entre pacientes com COVID-19 (A). Correlacao
R de Spearman (rho) entre o IMC e a frequéncia relativa (%) de mondcitos avaliados pelo leucograma (B), células
NK (C) neutrdfilos (D) e linfocitos (E). Os pontos vermelhos representam pacientes com obesidade (OB) e 0s
pontos azuis sdo pacientes ndo obesos (N-OB). Legenda: 95%IC: intervalo de confianca de 95%.
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Em relacdo as células estudadas que fazem parte da resposta imunoldgica inata, 0s
pacientes OB mostraram uma frequéncia significantemente maior de células NK (p = 0,01) e
do fendtipo inflamatério CD11b+CD16+CD182+TREM-1+ em neutréfilos (p = 0,01) em
comparacdo aos pacientes N-OB (Figuras 12B e 12D, respectivamente). Nesse sentido, a
expressdo de CD274 em mondcitos (p = 0,04) e CD16 (p = 0,03) e TREM-1 (p = 0,005) em
neutrdfilos foi significantemente maior em pacientes OB em comparagdo a pacientes N-OB
(Figura 12C).

Em relacdo as células estudadas que fazem parte da resposta imunoldgica adaptativa,
foi detectada menor frequéncia periférica de linfdcitos totais CD3+ (p = 0,02, Figura 12B).
Dentro dessa populacéo de linfécitos circulantes, observou-se menor frequéncia de linfocitos T
citotoxicos jovens (CD8+CD28+, p = 0,01, Figura 12B), enquanto que foi detectada maior
frequéncia de linfocitos T auxiliares expressando PD-1 (CD4+CD28+CD279+, p = 0,04; Figura
12E) em pacientes OB comparado a pacientes N-OB.

Quando esses resultados significantes foram ajustados para sexo e idade, apenas o
fenotipo inflamatorio dos neutréfilos (p-ajustado = 0,27) e a expressdo de CD16 nos neutrofilos
(p-ajustado = 0,09) deixaram de ser significantemente diferentes entre os grupos.

Para avaliar a possivel influéncia da idade sobre o fendtipo das células imunoldgicas,
também foram comparados pacientes jovens (< 65 anos) e idosos (> 65 anos) dentro do grupo
OB. No entanto, ndo foram encontradas diferencas significantes em nenhuma variavel
imunolégica ou clinica incluida neste estudo (p > 0,05). Para obter sensibilidade a um possivel
imunofenotipo associado a obesidade em pacientes graves com COVID-19, foi investigado se
os receptores de superficie estavam distintamente associados aos marcadores clinicos em cada

grupo estudado.
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Figura 12. Pacientes com obesidade (OB) em estado grave de COVID-19 apresentaram diferengas na frequéncia e expressdo dos receptores de superficie na resposta
imunologica inata e adaptativa. Continuacdo na proxima pagina.
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Figura 12 (continuacdo). Um grafico de vulcdo de 71 pardmetros ndo redundantes destaca marcadores
imunoldgicos (A) (pontos vermelhos) que diferenciam pacientes graves OB de N-OB (p < 0,05; testes maltiplos
de Mann-whitney com corre¢cdo FDR). O mapa de calor demonstra maior frequéncia de células NK totais na
circulagdo sanguinea e menor frequéncia de linfécitos totais (CD3+), especificamente linfocitos T CD8+CDC28+
(B). Houve maior expressdo (por intensidade média de fluorescéncia; MFI) de CD274 em mondécitos CD14+ e de
CD16+ e TREM-1+ em neutrdfilos CD11b+ (C) em pacientes graves com obesidade. A frequéncia do fenétipo
inflamatdrio (CD11b+CD16+CD182+TREM-1+) nos neutrofilos foi maior em pacientes com obesidade em
comparacao com ndo obesos (D) e a frequéncia de linfécitos T CD4+CD28+CD279+ foi menor em pacientes com
obesidade (E). Os mapas de calor exibem as medianas de cada pardmetro, enquanto que os graficos apresentados
nas Figuras D e E também mostram os intervalos interquartis (25% - 75%). As comparacdes foram realizadas pelo
teste de Mann-Whitney. * p < 0,05, ** p < 0,01 entre OB e N-OB. Legenda: %: frequéncia relativa; MO:
mondcitos; NK: células natural Killer; NEU: neutréfilos; LINF: linfocitos; MFI: intensidade média de
fluorescéncia.

Os pacientes do grupo OB mostraram exclusivamente diversas correlagdes fortes entre
os receptores de superficie de mondcitos, células NK e neutrofilos e dados laboratoriais de
rotina, como leucaocitos, marcadores de células vermelhas e as concentragcfes sericas de 1L-6
(Figura 13) e serdo descritos a seguir.

Entre os receptores dos mondcitos, o MFI do receptor CD163 correlacionou-se
positivamente com as concentra¢fes séricas de hemoglobina (rho = 0,72, p = 0,03) e
hematocrito (rho = 0,73, p = 0,02). Além disso, a expressdo do CD14+ em mondcitos (rho = -
0,77, p = 0,01), bem como a frequéncia (rho = -0,83, p = 0,005) e expressao (rho =-0,82, p =
0,007) do HLA-DR nestas células estiveram negativamente associadas com leucdcitos totais.
O MFI do receptor HLA-DR também foi negativamente correlacionado com a frequéncia de
neutréfilos no sangue (rho =-0,73, p = 0,02).

Os receptores das células NK mostraram correlagcbes com diferentes leucécitos. Por
exemplo, células NK expressando CD11c em sua superficie correlacionaram-se negativamente
com neutréfilos (rho =-0,93, p = 0,0002) e positivamente com eosindfilos (rho = 0,73, p =0,03)
e linfécitos (rho = 0,75, p = 0,02). A razdo N/L, marcador clinico de gravidade, também
apresentou correlacdo negativa com esse receptor de superficie (CD11c, rho =-0,72, p = 0,03).
Ao contrério, a frequéncia de CD16+ nas células NK se correlacionou positivamente com 0s
neutrdfilos (rho = 0,80, p = 0,01) e com a razdo N/L (rho = 0,67; p = 0,04), enquanto q''e <o
correlacionou negativamente com os eosinoéfilos (rho = -0,78, p = 0,01), linfocitos (rho = -_,_6_1,
p =0,02).

Diversos receptores de superficie dos neutrofilos HD foram associados a marcadores
clinicos. Por exemplo, a expressdo de CD16 correlacionou-se negativamente com as
concentragOes séricas de IL-6 (rho = -0,80, p = 0,01). O MFI do receptor CD182 mostrou
associacao positiva com leucocitos totais (rho = 0,73, p = 0,03), incluindo neutréfilos (rho =

0,73, p = 0,03). Associagdes positivas também foram detectadas entre 0 MFI do TREM-1 com
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mondcitos (rho = 0,74, p = 0,02), hemoglobina (rho = 0,80, p = 0,01) e hematocrito (rho = 0,73,
p = 0,02). Além disso, a frequéncia de neutréfilos expressando o fendtipo inflamatorio
CD11b+CD16+CD182+TREM-1+ associou-se positivamente com leucocitos totais (rho =
0,75, p =0,02). A frequéncia de HLA-DR+ nos neutrofilos esteve positivamente correlacionada
com eritrécitos (rho = 0,78, p = 0,01), hemoglobina (rho = 0,80, p = 0,01) e hematdcrito (rho =
0,82, p = 0,007). Finalmente, a expressdao do PD-L1 (CD274) em neutrdfilos foi associada
positivamente com eritrocitos (rho = 0,81, p = 0,008), enquanto a expressdo de PD-1 (CD279)
nessas células foi associada negativamente com neutrofilos (rho = -0,80, p = 0,01) e

positivamente com linfdcitos circulantes (rho = 0,72, p = 0,03).
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Figura 13. Marcadores imunoldgicos da resposta inata foram exclusivamente associados a marcadores clinicos de
pacientes com obesidade em estado grave de COVID-19 (n = 8). Apenas correlacBes significantes (p < 0,05) e
fortes (rho = < -0,70 ou > 0,70) entre variaveis clinicas (lado esquerdo do circulo) e imunolégicas (lado direito do
circulo) foram incluidas. As cores das legendas indicam os pardmetros aos quais pertencem os marcadores clinicos
e imunoldégicos. Esta figura foi criada no R studio com o script Circus. Logo abaixo dos circulos, hd uma
classificacdo da contagem de correlagdes de cada marcador imunologico. Legenda: %: frequéncia relativa; Razéo
N/L: razdo neutrofilos para linfdcitos; MFI: intensidade média de fluorescéncia; PD-L1: ligante de morte
programado 1; PD-1: receptor de morte programada-1; IL-6: interleucina 6; TREM-1: receptor desencadeante
expresso nas células mieloides 1; CD: diferenciacdo do conjunto de células; HLA-DR: receptor de superficie
celular do complexo principal de histocompatibilidade classe I1.

Por outro lado, o grupo N-OB apresentou menor nimero de correlacbes entre
marcadores imunoldgicos e clinicos em comparacdo com o grupo OB (OB: 27 correlagdes
versus N-OB: 17 correlag¢@es) e nenhuma correlacédo forte foi detectada. Por exemplo, apenas a
frequéncia de CD80+ em mondcitos esteve associada negativamente com eritrocitos (rho = -
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0,54, p = 0,03). Da mesma forma que no grupo OB, as células NK expressando CD16+
correlacionaram-se positivamente com neutréfilos HD (rho = 0,55, p = 0,03) e a expressao de
HLA-DR em neutréfilos esteve correlacionada positivamente com hemoglobina (rho = 0,57, p
= 0,02) e hematocrito (rho = 0,57, p = 0,02). O MFI do CD182 associou-se positivamente com
linfocitos (rho = 0,59, p = 0,01) e negativamente com a razdo N/L (rho = -0,53, p = 0,03). Por
fim, a frequéncia de CD16+ em neutréfilos HD associou-se positivamente com leucdcitos totais
(rho = 0,64, p = 0,007). Linfécitos circulantes também foram associados positivamente com o
MFI de TREM-1+ em neutrofilos (rho = 0,52, p = 0,04).

5.4 Discussao

Os resultados deste estudo revelam marcadores imunolégicos associados a obesidade,
destacando-se atividades supressoras e inflamatérias relacionadas a diferentes subpopulacGes
de leucdcitos. Foi observado também que a obesidade pode impactar a resposta imunoldgica,
mesmo na auséncia de diferencas claras no estado clinico.

Kooistra e colaboradores (2021) avaliaram uma populacao semelhante de pacientes com
COVID-19 com e sem obesidade. Os autores demonstraram que ndo houve diferenca
significante entre os grupos a partir da analise de marcadores laboratoriais e de inflamacg&o (IL-
6, IL-8, TNF-0, IFN-y, IP-10 e IL-10). Tanto os voluntarios com obesidade do estudo de
Kooistra quanto os pacientes do presente estudo apresentaram temperaturas corporais mais
elevadas. O mecanismo da febre pode ser mediado por citocinas através do eixo IL-1/IL-
6/PGE2, bem como pelo reconhecimento de padrGes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) na superficie das células do sistema imunoldgico inato, a exemplo dos neutrofilos
(DINARELLO, 2004). No presente estudo também foi detectada atividade inflamatoria por
neutrofilos, caracterizada pelo aumento da expressdo de TREM-1, que atua em conjunto com o
receptor Toll-like 4 (TAMMARO et al., 2017), sugerindo que essas células podem contribuir
para a maior temperatura observada em pacientes OB. Além disso, no presente estudo, foi
encontrada associacdo significante entre células imunoldgicas e o IMC, especialmente quando
estas células foram determinadas por seus marcadores de superficie (CD3- para NK e CD11b+
para neutrofilos). Assim, este estudo reforga a importancia da investigacdo do imunofendtipo
nesta populacdo com obesidade.

Alteracdes da funcdo imunoldgica inata periférica foram documentadas em individuos
com obesidade sem infeccdo, caracterizadas principalmente por mondcitos ndo classicos

(DEVEVRE et al., 2015), células NK com expressdo citotoxica prejudicada e desequilibrada



69

de receptores ativadores e inibidores (ALARCON et al., 2021; BAHR et al., 2020) e aumento
de razdo N/L com predominio de atividade inflamatdria por neutrofilos, em comparacdo a
individuos sem obesidade (ALARCON et al., 2021; URIBE-QUEROL; ROSALES, 2022). Os
pacientes do presente estudo com obesidade infectados pelo virus SARS-CoV-2 apresentaram
reducdo significante de mondcitos circulantes, que expressavam altos niveis de PD-L1, bem
como uma maior frequéncia de células NK periféricas. Além disso, o fenétipo dos neutrofilos
HD indica um aumento da atividade inflamatoria.

De acordo, Grewal e Buechler (2023) demonstraram que as adipocinas, principalmente
a leptina, a resistina e a galectina-3, estdo intimamente envolvidas nas respostas periféricas de
mondcitos e neutréfilos, o que contribui para complica¢fes durante o curso da COVID-19 em
pacientes com obesidade. Os autores também destacam que a inflamacao sistémica em casos
graves, observada por marcadores laboratoriais, mascara processos inflamatorios relacionados
a obesidade, o que dificulta a eficicia do tratamento (GREWAL; BUECHLER, 2023). Portanto,
apesar da gravidade comparavel da doenca entre os grupos OB e N-OB com COVID-19, é
possivel que os pacientes com obesidade apresentem um fendtipo imunoldgico da resposta inata
distinto na COVID-19 grave.

De acordo com nosso estudo, Zulu e colaboradores (2021) observaram uma resposta
imunolégica inata anormal entre pacientes com COVID-19 com obesidade, principalmente uma
correlacdo negativa entre o IMC e a frequéncia de mondcitos periféricos. Estudos anteriores
que investigaram amplamente o desenvolvimento da resposta imunoldgica na infeccdo por
SARS-CoV-2 demonstraram que 0s mondcitos sofrem alteracdes dinamicas de acordo com a
gravidade (GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020; LAING et al., 2020; QIN et al.,
2021; WILK et al., 2020). Neste contexto, uma diminuicdo dos mondcitos circulantes implica
em funcBes menos eficazes e altamente supressoras na periferia (LAING et al., 2020;
PARACKOVA et al., 2020; QIN et al., 2021), com uma resposta prejudicada a estimulacéo
viral (PARACKOVA et al., 2020).

No presente estudo, ressalta-se que 0s monocitos da resposta periférica estavam
expressando um fendtipo supressor (PD-L1+) e os linfdcitos T auxiliares jovens expressando
PD-1 (CD4+CD28+CD279+). Na literatura cientifica, foi previamente demonstrado que a
regulacdo do eixo PD-L1/PD-1 é disfuncional em infeccdes cronicas, como HIV e os virus da
hepatite B e C (SCHONRICH; RAFTERY, 2019), bem como em casos graves de COVID-19
(SABBATINO et al.,, 2021). Em paralelo, uma redugdo de linfocitos T citotoxicos
(CD8+CD28+) foi observada em pacientes com obesidade no presente estudo. De acordo com

este resultado, foi observada reducdo de mondcitos e linfdcitos circulantes em pacientes com
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obesidade em estudos prévios (CAl et al., 2020; MEHANNA et al., 2021; ZHANG et al., 2021,
ZULU et al., 2021). Assim, especulamos que existe uma interferéncia na resposta imunolégica
periférica entre mondcitos e células T auxiliares, 0 que é apoiado por estudos anteriores
(AGRATI et al., 2020; BOST et al., 2021).

O eixo PD-L1/PD-1 é importante para o equilibrio na ativacdo imunoldgica, contra
células cancerigenas e evitando uma resposta hiperinflamatéria das células citotoxicas. Os
receptores CD152 e CD279 fazem parte do grupo de moléculas de regulacdo da atividade dessas
células, inibindo suas funcgdes, sendo o CD279 mais importante nessa regulacdo quando estas
células séo ativadas na circulacdo periférica (BUCHBINDER; DESAI, 2016). No entanto, a
estimulagdo persistente pelo virus reduz o nimero e a funcdo das células T e as induz a exaustao
(SCHONRICH; RAFTERY, 2019). No contexto da COVID-19, permanece pouco esclarecido
sobre a resposta imunoldgica na condi¢do grave, uma vez que os estudos ndo conduziram
analises em grupos de risco, como pacientes com obesidade. Por um lado, foram identificados
mondcitos incapazes de atenuar a proliferacdo de células T (AGRATI et al., 2020; BOST et al.,
2021), enquanto outros estudos demonstraram moléculas, como PD-1, reguladas positivamente
em ceélulas da resposta adaptativa de pacientes criticos com COVID-19 que foram a 6bito
(KONG et al., 2020; SABBATINO et al., 2021).

Giamarellos-Bourboulis e colaboradores (2020) descobriram que dentro de um grupo
de pacientes graves com insuficiéncia respiratéria podem existir fen6tipos opostos e, entre eles,
monaocitos com expressao reduzida de HLA-DR, que é o receptor importante na apresentacdo
de antigenos aos linfécitos T. Em nosso estudo, a expressdo desse receptor HLA-DR néo foi
diferente entre os grupos de COVID-19 grave (p = 0,07; Figura 12C), embora tenhamos
encontrado uma associacdo negativa entre esse receptor de superficie em mondcitos CD14+
com leucdcitos totais e neutréfilos circulantes exclusivamente em pacientes com obesidade.
Esses resultados destacam que a resposta imunoldgica pode ser influenciada pela obesidade,
porém este presente estudo € um dos primeiros a evidenciar alteracGes associadas a esta
comorbidade.

Curiosamente, uma frequéncia periférica significantemente maior de células NK totais
foi observada em pacientes com obesidade do presente estudo e também foi relatada em
obesidade grave sem infeccdes (BAHR et al., 2020). Na COVID-19, estudos demonstraram o
oposto com uma reducdo significante, ou pelo menos sustentada, na frequéncia de células NK
associada a gravidade da COVID-19 (GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al.,, 2020;
MAZZONI et al., 2020; WILK et al., 2020). A gravidade da COVID-19 influencia e pode

reduzir as fungdes efetoras das células NK, o que pode explicar os achados heterogéneos
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observados na literatura cientifica (BERGANTINI et al., 2021; GIAMARELLOS-
BOURBOULIS et al., 2020; MAZZONI et al., 2020; WILK et al., 2020). No entanto, estes
achados permanecem controversos e, portanto, requerem maior investigacdo nesta populacao
com obesidade.

A atividade de neutréfilos também pode coordenar a sinalizagdo inflamatdria em
pacientes com obesidade com COVID-19 grave, conforme observado pela expressdo
significantemente maior de TREM-1 em neutréfilos HD. Em concordancia, o fendtipo
hiperinflamatério (CD11b+CD16+CD182+TREM-1+) foi positivamente associado aos
leucdcitos totais nesta populacdo. Além disso, a associacdo negativa entre o receptor PD-1
(CD279) e a razdo N/L corrobora com a predominancia da atividade inflamatéria pelos
neutréfilos HD. Um estudo anterior incluindo pacientes com obesidade mostrou neutréfilos HD
com fagocitose aumentada, aumento de radicais livres, degranulacdo e formacéo extracelular
de neutréfilos (NET) em pacientes com COVID-19 grave (MCLEISH et al., 2022). E
frequentemente relatado que os neutréfilos sdo mais elevados na COVID-19 grave contribuindo
para danos teciduais com liberacdo de NET (MCKENNA et al., 2022; TORRES-RUIZ et al.,
2021). Além disso, os resultados de outros estudos, incluindo o trabalho de Santos e Silva
(2021), sugerem uma resposta disfuncional nestas células (MCLEISH et al., 2022; SANTOS E
SILVA et al., 2021; URIBE-QUEROL; ROSALES, 2022). Por fim, a razdo N/L também esta
implicada em doencas infecciosas (MCLEISH et al., 2022) e em doengas associadas a
obesidade sem condicdo de infeccdo (KARAKAYA et al., 2019; URIBE-QUEROL,;
ROSALES, 2022).

Nos neutrofilos, o TREM-1 tem sido consistentemente investigado em doencas
inflamatorias e infecciosas, uma vez que sua principal funcdo € amplificar respostas
inflamatorias (DE NOOIJER et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2022; DE SA RESENDE et
al., 2021). A expressdao de TREM-1 juntamente com a expressdo do receptor eliminador de
haptoglobina-hemoglobina (CD163) em mondcitos e HLA-DR em neutréfilos HD também
foram positivamente associadas a pardmetros sanguineos vermelhos no grupo com obesidade,
0 que pode indicar ativacgdo relacionada ao dano endotelial. Na verdade, existe um risco maior
de dano endotelial e complicagdes relacionadas nesta populagdo (DRAGON-DUREY et al.,
2021) e sugere-se que as células imunoldgicas inatas estejam envolvidas na coagulagédo e
fagocitose dos globulos vermelhos no COVID-19 (MCLEISH et al., 2022; MORRISSEY et al.,
2021). Os danos associados a padrGes microbianos (DAMPs) também sdo observados com
maior frequéncia em individuos com obesidade e, portanto, podem influenciar o fenétipo dos
neutrofilos e a gravidade da COVID-19 (CHEN et al., 2020b; GUZMAN-RUIZ et al., 2021).
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Essas caracteristicas gerais foram diferentes do grupo N-OB, como o CD182, correlacionado
negativamente com a razdo N/L e com o TREM-1. Assim, fortalece as diferentes respostas
imunoldgicas entre os grupos, independentemente da gravidade comparavel da doenca.

Pinski e colaboradores (2021) demonstraram, por meio de analise transcricional e
protebmica, genes regulados positivamente do sangue periférico associados a atividade
inflamatoria por neutrdfilos em pacientes graves com COVID-19 com obesidade e diabetes.
Este dado foi observado tanto jovens quanto idosos sob tratamento com corticosteroides
(PINSKI et al., 2021), o que estd de acordo com relatos anteriores (BOST et al., 2021;
MCLEISH et al., 2022; PARACKOVA et al., 2020; SANTOS E SILVA et al., 2021). Os
corticosteroides sdo amplamente utilizados como rotina na UTI para suprimir a inflamagao em
pacientes sob ventilagdo mecanica (MA et al., 2021; PRESCOTT,; RICE, 2020; VAN
PAASSEN et al., 2020).

Estudos anteriores relataram respostas diferentes de acordo com a gravidade e doencas
cronicas, como a obesidade (MCLEISH et al., 2022; PARACKOVA et al., 2020; SANTOS E
SILVA etal., 2021; SINHA et al., 2022). De acordo, ja foi documentado que a obesidade pode
prejudicar a resposta imunologica aos corticosteroides (LENGTON et al., 2022; SAVAS et al.,
2017; SO et al.,, 2022; WANGBERG et al., 2022), bem como a eficacia de vacinas
(DISCACCIATI etal., 2022; GREEN; BECK, 2017; KARA et al., 2022; NEIDICH et al., 2017;
PIERNAS et al., 2022). Se existe um limiar de gravidade da doencga no qual os corticosteroides
sdo indicados ou uma resposta dose-dependente nesta populacdo, sdo questdes que
permaneceram na literatura. Além disso, nos marcadores bioquimicos apresentados na tabela
1, observa-se que, em média, 0 TREM-1 é maior nos obesos. Sugere-se como hipotese a partir
dos resultados desse estudo que este seja um marcador mais sensivel neste publico, visto que a
IL-6 e PCR podem estar sendo influenciadas pelo uso dos corticosteroides. Assim, nossos
resultados sustentam a necessidade de mais estudos visando a resposta imunoldgica nesta
populacéo.

Finalmente, algumas limitagdes séo reconhecidas, pois ndo realizamos uma anélise
longitudinal e ndo obtivemos informacdes sobre sobrevivéncia ou morte de todos os pacientes,
o0 que limita a nossa compreensao sobre se as células imunoldgicas dos pacientes OB respondem
ao tratamento ou séo disfuncionais. Além disso, a inclusdo de um grupo de pacientes OB néo
infectados pelo SARS-CoV-2 e de um grupo saudavel pode ampliar a compreensdo da
influéncia da obesidade na resposta imunoldgica. Como esse campo da imunidade é pouco
explorado em pacientes com obesidade, sdo necessarios mais estudos considerando 0s

marcadores aqui avaliados. Nossos resultados apoiam a importancia de investigar
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profundamente a relagdo entre obesidade e imunologia, uma vez que existe uma importante
associacgdo de obesidade com mortalidade em COVID-19, mesmo em pacientes mais jovens
(KLANG et al., 2020). No entanto, nossos achados devem ser cuidadosamente interpretados,

pois refletem respostas imunologicas periféricas, além do nosso desenho observacional.

5.5 Conclusao

Em resumo, o IMC foi associado a frequéncia de mondcitos, células NK e neutrofilos
no sangue periférico em pacientes graves com COVID-19. A frequéncia de células NK
periféricas, a expressao de PD-L1 em mondcitos CD14+ e TREM-1 em neutréfilos CD11b+
HD foram os principais discriminadores entre pacientes OB e N-OB com COVID-19 grave,
independentemente da idade e sexo. Além disso, varios receptores imunoldgicos inatos
envolvidos na apresentacdo de antigenos (HLA-DR), fagocitose e resposta dependente de
anticorpos (CD16), funces efetoras (CD11c), quimiotaxia (CD182), atividade supressora (PD-
L1ePD-1), inflamagdo (TREM-1) e depuracdo de hemoglobina (CD163) estiveram associadas

a marcadores clinicos de gravidade exclusivamente em pacientes com obesidade.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos do primeiro estudo, a partir da investigacdo de uma grande base
de dados de monitoramento de casos de SRAG no Brasil, demonstrou que a obesidade foi a
terceira comorbidade mais frequente entre os casos de hospitalizagdo com COVID-19 grave no
Brasil no periodo pré-vacinacdo. A presenca da obesidade nestes pacientes hospitalizados
ofereceu maior chance para suporte ventilatorio invasivo e nao-invasivo, bem como tratamento
em UTIs e mortalidade intra-hospitalar. Em congruéncia, mais de 50% dos pacientes com
obesidade que ndo sobreviveram necessitaram de admissdo em UTI e fazer uso de suporte
ventilatorio invasivo. Portanto, futuros estudos devem considerar marcadores de triagem que
possam indicar melhor o estado de gravidade destes pacientes.

Evidenciou-se que a obesidade afetou, especialmente, individuos jovens, com etnia
auto-declarada parda, analfabetos, pacientes com doenga cronica renal e/ou residente na regido
Norte. Estes dados reforgam o impacto da obesidade em regides socioeconomicamente menos
favorecidas e colocando jovens como grupo de risco em doencas infecciosas. Com isso, €
necessario melhor caracterizacdo da composicdo corporal de pacientes com e, principalmente,
sem obesidade e também em criancas e adolescentes. A inclusdo do IMC, bem como outras
medidas de distribuicdo de gordura corporal, além de uma melhor descrigdo sobre a presenca
de edemas, questdes renais, formas de mensuragéo, entre outros, pode contribuir em melhores
estratégias, métodos de triagem e tratamentos especificos para esse publico. Deve-se ressaltar
que a sistematizacdo dos prontuarios auxilia na velocidade de producdo de conhecimento e
elaboracdo de medidas de satde publica.

O segundo estudo exibiu que, em casos graves de COVID-19, sob ventilagdo mecénica
e tratamento em UTI, a obesidade esteve associada a um fendtipo imunologico distinto de
pacientes sem obesidade. Este fendtipo foi caracterizado por mondcitos com capacidade
supressora, neutrofilos com atividade inflamatdria aumentada, expansdo de células NK,
linfocitos T citotoxicos reduzidos e linfdcitos T auxiliares expressando um fendtipo de exaustéo
em células jovens, independentemente da idade e sexo, e mesmo na auséncia de diferencgas
claras nos parametros clinicos de rotina associados a gravidade. Em suma, observou-se maiores
alteracdes e nimero de associagdes com marcadores de células da resposta inata. Considerando
que os monacitos, especificamente macréfagos, sdo fundamentais no processo inflamatério
associado ao desenvolvimento da obesidade, o presente estudo aponta a relevancia de

profundamente investigar esta célula em individuos com obesidade.
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Assim, ambos os trabalhos corroboram para a influéncia da obesidade sobre aspectos
epidemioldgicos e imunoldgicos que podem impactar na evolugdo e recuperacao de pacientes
hospitalizados com COVID-19 grave. Acredita-se que este presente trabalho agrega dados
inovadores na area de imunologia neste publico com obesidade, assim como, alerta para a
distribuicdo de obesidade no Brasil e sua relagdo com fatores socioecondémicos durante a
pandemia da COVID-19.
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