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RESUMO

Introducédo: Uma desregulacdo na resposta imune inata contra o coronavirus SARS-CoV-2
pode contribuir com pior prognéstico na COVID-19. Biomarcadores séricos liberados por
neutrofilos como o receptor TREM-1 e IL-6 sdo associados a gravidade de doencas
inflamatorias. Diferentes perfis funcionais de neutrofilos foram descritos com importante papel
na defesa antiviral e, também no processo inflamatério desencadeado pelo virus. Com o avango
da vacinacdo e importante compreender como o0s neutréfilos estdo contribuindo na patogénese
da doenca. Objetivo: Avaliar o perfil do neutr6filo na COVID1-9 apds vacinagdo. Métodos:
O presente estudo foi dividido em dois capitulos, sendo o primeiro referente a uma metanalise
e, 0 segundo acerca de um estudo experimental. A metanalise foi realizada a fim de avaliar os
niveis séricos da forma solivel do TREM-1 (STREM-1) em humanos com pneumonia viral em
comparagdo com controles saudaveis, de acordo com a diretriz do PRISMA, sendo incluidos
sete estudos, quatro estudos analisaram pacientes com COVID-19 e trés estudos avaliaram
outros virus. O estudo transversal foi realizado com pacientes COVID-19 grave, sendo 17
pacientes ndo vacinados e 12 vacinados, internados em unidades de terapia intensiva foi
avaliado o perfil fenotipico e funcional de neutrdfilos e a dosagem de proteinas séricas e
citocinas. O fenotipo dos neutréfilos foi determinado por citometria de fluxo usando os
seguintes marcadores de superficie: CD11b (adesdo celular), CD16 (capacidade fagocitica),
CD182 (quimiotaxia), TREM-1 (ativacdo), HLA-DR (apresentacdo de antigeno) e CD274
(atividade supressora), juntamente com a dosagem das proteinas séricas, IL-6 e STREM-1
avaliadas por meio de imunoensaios especificos e, a dosagem de citocinas : GM-CSF; IFN-y;
IL-1B; IL-2; IL-4; IL-5; IL-12 p70; IL-13; IL-18; e TNF-o pelo método de LUMINEX.
Resultados: Na metanalise foi observado niveis aumentados STREM-1 nos pacientes com
COVID-19 comparado com controles saudaveis (SMD 1,53; IC 95% 0,53-2,52). Além disso,
foi encontrado niveis mais elevados de STREM-1 nos pacientes com COVID-19 grave vacinado
comparado aos pacientes saudaveis. Nao houve diferenca significativa entre pacientes com
COVID 19, quando comparado graves de ndo graves. No estudo transversal foi observado que
os niveis séricos de IL-6 foi significativamente mais elevados em pacientes com COVID-19
grave nao vacinados comparado ao grupo vacinado. Nos pacientes vacinados os neutrofilos
expressaram mais marcadores de superficie TREM-1, CD182, HLA-DR, MFI de HLA-DR e
PD-L1, bem como um aumento na populacio CD16"CD182*TREM-1* (p=0,0009) e na
populacdo HLA-DR'PDL-1* (p<0,0001). Correspondente, 0s pacientes vacinados
demonstraram correlages significativas principalmente relacionadas ao nimero de neutrofilos
PD-L1" e citocinas inflamatérias, enquanto em pacientes ndo vacinados, as citocinas
inflamatorias foram negativamente correlacionadas com TREM-1 na superficie dos neutrofilos.
Conclusédo: A partir desses dados podemos concluir que a molécula de TREM-1 participa da
patogénese da COVID-19 e, que a vacinacgdo favoreceu um estado mais ativado ou um sistema
imunoldégico mais preparado, em termos de regulacdo, apresentacdo de antigenos, quimiotaxia,
resposta inflamatoria e ativacdo imune frente a infeccdo pelo SARS-CoV-2.

DESCRITORES: Imunidade inata. SARS-CoV-2. Neutréfilos. TREM-1.
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ABSTRACT

Introduction: A dysregulation in the innate immune response against the SARS-CoV-2
coronavirus may contribute to a worse prognosis in COVID-19. Serum biomarkers released by
neutrophils such as the TREM-1 receptor and IL-6 are associated with the severity of
inflammatory diseases. Different functional profiles of neutrophils have been described with an
important role in antiviral defense and also in the inflammatory process triggered by the virus.
With the advance of vaccination, it is important to understand how neutrophils are contributing
to the pathogenesis of the disease. Aim: To evaluate the neutrophil profile in COVID1-9 after
vaccination. Methods: This study was divided into two chapters, the first referring to a meta-
analysis and the second to an experimental study. The meta-analysis was carried out in order to
evaluate serum levels of the soluble form of TREM-1 (STREM-1) in humans with viral
pneumonia compared to healthy controls, according to the PRISMA guideline, and seven
studies were included, four studies analyzed patients with COVID-19 and three studies
evaluated other viruses. The cross-sectional study was carried out with severe COVID-19
patients, 17 unvaccinated and 12 vaccinated, admitted to intensive care units. The phenotypic
and functional profile of neutrophils and the dosage of serum proteins and cytokines were
evaluated. The neutrophil phenotype was determined by flow cytometry using the following
surface markers: CD11b (cell adhesion), CD16 (phagocytic capacity), CD182 (chemotaxis),
TREM-1 (activation), HLA-DR (antigen presentation) and CD274 (suppressive activity),
together with the dosage of serum proteins, IL-6 and STREM-1 assessed using specific
immunoassays and, the dosage of cytokines : GM-CSF; IFN-y; I1L-1B; IL-2; IL-4; IL-5; IL-12
p70; IL-13; IL-18; and TNF-o by the LUMINEX method. Results: The meta-analysis found
increased STREM-1 levels in COVID-19 patients compared to healthy controls (SMD 1.53;
95% CI 0.53-2.52). In addition, higher STREM-1 levels were found in vaccinated severe
COVID-19 patients compared to healthy patients. There was no significant difference between
severe and non-severe COVID-19 patients. The cross-sectional study found that serum IL-6
levels were significantly higher in unvaccinated severe COVID-19 patients compared to the
vaccinated group. In vaccinated patients, neutrophils expressed more surface markers TREM-
1, CD182, HLA-DR, MFI of HLA-DR and PD-L1, as well as an increase in the
CD16+CD182+TREM-1+ population (p=0.0009) and the HLA-DR+PDL-1+ population
(p<0.0001). Correspondingly, vaccinated patients showed significant correlations mainly
related to the number of PD-L1+ neutrophils and inflammatory cytokines, while in
unvaccinated patients, inflammatory cytokines were negatively correlated with TREM-1 on the
surface of neutrophils. Conclusion: From these data we can conclude that the TREM-1
molecule participates in the pathogenesis of COVID-19 and that vaccination has favored a more
activated state or a more prepared immune system, in terms of regulation, antigen presentation,
chemotaxis, inflammatory response and immune activation in the face of SARS-CoV-2
infection.

DESCRIPTORS: Innate immunity. SARS-CoV-2. Neutrophils. TREM-1.
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Os neutroéfilos dos pacientes graves vacinados sdao
diferentes dos nao vacinados contra COVID-19?
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Sim, o perfil fenotipico e funcional dos neutréfilos em pacientes vacinados mas com COVID-19 é
diferente. Eles produzem mais sTREM-1 e apresentam um perfil imunolégico mais inteligente em termos
de regulacéo, apresentacao de antigenos, quimiotaxia, resposta inflamatéria e ativagcao imune frente a
infeccédo pelo SARS-CoV-2
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1 INTRODUCAO GERAL

A doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) consiste em um disturbio respiratorio
agudo, que apresenta potencial multissistémico, atingindo além das vias respiratorias
inferiores e superiores, outros sistemas como o cardiovascular, neuroldgico, digestivo e
renal (FARIA et al., 2021). Essa doenca pode apresentar-se de forma assintomatica ou
leve, bem como evolui para condi¢Bes de maior gravidade, em decorréncia do quadro de
insuficiéncia respiratoria e inflamacgéo excessiva, necessitando de suporte ventilatorio e,
consequentemente tratamento em unidades de terapia intensiva (UTI) (SOOD; BEDI,
2022).

A COVID-19 apresentou dimens@es pandémicas e de emergéncia publica global,
resultando em quase 7 milhdes de 6bitos em ambito mundial, ocasionando sobrecarga e
preocupando os sistemas e profissionais de satde. Considerando o periodo entre janeiro
de 2020 a junho de 2024, o Brasil se posicionou como segundo pais com maior numero
de mortes por COVID-19, ap6s os EUA (WHO, 2024). Até a data de 20 de junho de 2024,
apresentou mais de 38 milhdes de casos confirmados e 712.380 ébitos (DATASUS,
2024). O estado de Sergipe, de junho de 2020 a 20 de junho de 2024, apresentou 367.802
casos confirmados e 6.563 débitos (DATASUS, 2024), sendo que dados publicados por
De Souza Araujo e colaboradores demonstraram que, o estado de Sergipe, mesmo
apresentando menor densidade populacional e ter realizado o isolamento social,
apresentou alta prevaléncia (11,6%) da infeccdo por SARS-CoV-2 (DE SOUZA
ARAUJO et al., 2021).

O sistema imunologico tem um importante papel na defesa antiviral, bem como
na eliminacdo do virus (DAVITT et al., 2022). No entanto, alguns estudos evidenciam
em uma heterogeneidade da resposta imunolégica na COVID-19, a qual pode resultar em
desregulacdo desse sistema e, ocasionar danos aos tecidos. Nos casos mais graves, 0
sistema imunologico dos pacientes infectados atua como um importante fator da
patogénese. O continuo estimulo de células e moléculas do sistema imune, juntamente
com a desregulagdo desses componentes, culminam em um estado inflamatério
exacerbado o qual ndo €é capaz de suprimir o processo infeccioso (WOODRUFF et al.,
2023; GARDIMAN et al., 2022; HADJADJ et al., 2020).

Dentre os componentes do processo inflamatério, destacam-se o0s neutréfilos

uma vez que ja& foram descritos como biomarcadores de infeccdo aguda,
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desempenhando importante funcdo na imunidade inata e, seu aumento no hemograma
ja foi relacionado a resultados adversos em pacientes com COVID-19 (LI et al., 2023;
WOODRUFF et al., 2023; HENRY et al., 2020). Alguns estudos ja relataram que essas
células imune, apds a infeccdo pelo SARS-CoV-2, apresenta abundancia e
funcionalidade alteradas estando associadas a fisiopatologia da doengca COVID-19
grave (WOODRUFF et al., 2023; GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2020). Os
neutrofilos consistem em uma fonte celular importante de citocinas e podem ser 0s
principais contribuintes para a resposta inflamatéria na infeccdo do SARS-CoV-2
(WOODRUFF et al., 2023; XIE et al., 2020) principalmente com a liberacdo de
armadilhas extracelulares de neutrofilos (NET) e o receptor expresso em células
mieldides 1 (TREM-1) (ZHOU et al., 2020).

O TREM-1 consiste em um receptor imunoldgico inato envolvido na
hiperinflamacdo ocasionada na COVID-19, uma vez que sua ativacdo potencializa a
secrecdo de inumeras citocinas (DE OLIVEIRA et al., 2022; TAMMARO et al., 2017), e
esté relacionado a reducio da capacidade de regulacio da inflamacio (DE SA RESENDE
et al., 2021).

Por outro lado, com o avanco da vacinacdo houve uma reducdo acentuada no
nimero de casos positivos diagnosticados com COVID-19, mas a alta capacidade de
mutagdo do SARS-CoV-2, principalmente da sua proteina Spike (S), tem originado
variantes de preocupacao (VoC) com alta capacidade de evasdo do sistema imunoldgico,
aumentando o risco de reinfec¢do (GAO; MISTRY et al., 2022; O’'TOOLE et al., 2021;
RAMBAUT et al., 2020). Estudos recentes tém avaliado o perfil de células da resposta
imune na patogénese da COVID-19 em pessoas vacinadas, uma vez que a vacinagao
altera o perfil de resposta celular e humoral dos individuos afim de elaborar uma
resposta mais protetora. Nesse contexto, torna-se necessario o entendimento acerca do

papel funcional dos neutrdéfilos na infeccdo ocasionada pelo SARS-CoV-2.

Dessa forma, o presente estudo visa avaliar se 0 TREM-1 na COVID-19 esta
associado a formas mais graves e compreender acerca da existéncia das variagdes
fenotipicas (ativacdo, supressdo e inflamacdo) nos neutréfilos de pacientes com

COVID-19 apds a administracdo da primeira dose da vacina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o perfil fenotipico e funcional de neutrofilos dos pacientes COVID-19

graves apos a vacinacao contra o SARS-CoV-2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Realizar uma metanalise avaliando a expressdo do TREM-1 e sTREM-1 na
COVID-19 e, em outras doengas do trato respiratorio inferior;

(2) Analisar a expressdo de marcadores de superficie relacionados a ativacao,
inflamacdo e regulacdo nos neutréfilos entre pacientes com e sem vacinagdo na
COVID-19 grave;

(3) Comparar a populacdo de neutréfilos com funcdo supressora em pacientes com
COVID-19 grave vacinados e ndo vacinados.

(4) Correlacionar a expressdo de citocinas com marcadores imunoldgicos e

laboratoriais dos pacientes COVID-19 grave vacinados e ndo vacinados.
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3 CAPITULO |-REVISAO DA LITERATURA

3.1 Histoérico Da Pandemia Ocasionada Pelo Sars-Cov-2

Nas Ultimas duas décadas, os coronavirus (CoVs) foram descritos como o agentes
responsaveis por duas pandemias, sendo em 2002 relatado o primeiro caso da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS), na provincia de Guangdong na China (KSIAZEK et
al., 2003; ZHONG et al., 2003). Nos anos de 2003 e 2004 (Wang et al., 2005) ocorreram
novos casos de SARS, resultantes de transmissdo zoondtica, sem deteccdo de casos em
humanos. Entretanto, foram encontrados em morcegos, alguns virus semelhantes aos
SARS-CoV que apresentaram capacidade de infectar células humanas sem prévia
adaptacédo (GE et al., 2013; MENACHERY et al., 2015). Em 2012, foi isolado do escarro
de um homem com sintomas de pneumonia aguda, na Arabia Saudita, um novo
coronavirus denominado de Coronavirus da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio,
MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome — Coronavirus) (ZAKI et al., 2012).

Ap0s essas duas pandemias, novos estudos foram realizados a fim de conhecer
acerca do risco potencial do ressurgimento do SARS-CoV, devido a possibilidade dos
coronavirus sofrerem recombinacéo genetica e originar novos genétipos, bem como estar
presente no reservatorio animal, morcegos (GE et al., 2013; MENACHERY et al., 2015).

No final de 2019, emergiu um surto de pneumonia grave em Wuhan, provincia de
Hubei na China, de origem desconhecida (HUANG et al., 2020; L1, et al., 2020; ZHU et
al., 2020a); sendo, posteriormente denominada de doenca infecciosa causada pelo
coronavirus 2019, COVID-19 (do inglés “coronavirus disease 2019”).
Concomitantemente, novos casos e 6bitos com quadro sintomatoldgico semelhante foram
notificados em diversos paises até que, em meados de janeiro de 2020, medidas de salde
publica rigorosas foram adotadas pela China (LI, et al., 2020; ZHU et al., 2020b). Nesse
periodo, a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) declarou Emergéncia de Saude Publica
de Importancia Internacional (ESPII), conforme Regulamento Sanitario Internacional
(EUROSURVEILLANCE EDITORIAL TEAM, 2020).

Em janeiro de 2020, autoridades sanitarias da China, relataram acerca da
identificacdo de um novo tipo de coronavirus (2019-nCoV) ndo encontrado antes em
humanos, sugerindo como agente etioldgico responsavel o B-Coronavirus. No dia 11 de
fevereiro de 2020, o agente etioldgico responsavel obteve sua nomenclatura definitiva
(SARS-CoV-2), sendo instituido pela OMS o termo COVID-19 (CORONAVIRIDAE
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STUDY GROUP OF THE INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF
VIRUSES, 2020).

3.2 Epidemiologia da Infeccdo ocasionada pelo SARS-COV-2

Embora o mundo tenha feito esforgos para conter a infecgdo pelo SARS-CoV-2,
a OMS declarou, no dia 11 de marco de 2020, Estado Pandémico para a COVID-19
(WHO. WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020b, 2023b). Em seguida, houve
sobrecarga dos sistemas de salde, ocasionando colapso mundial, em dezembro de 2020,
quando a infecgdo pelo SARS-CoV-2 atingiu 216 territorios dos seis continentes,
ocasionando cerca 75 milhdes de casos e mais de um milhdo e meio de ébitos por COVID-
19 (DONG, DU E GARDNER, 2020; ZHU et al., 2020). A Europa, rapidamente, se
tornou o epicentro da pandemia (WHO, 2020), seguido dos Estados Unidos e

posteriormente paises da América Latina, incluindo o Brasil (WHO, 2020).

No Brasil, em 3 de fevereiro de 2020, o Ministério da Saude declarou Estado de
Emergéncia em Saude Publica de Importancia Nacional (BRASIL, 2020). Sendo, o
primeiro caso de infeccdo por SARS-CoV-2 notificado no dia 26 de fevereiro de 2020,
na cidade de Sao Paulo, em um homem com mais de 60 anos recém-chegado da Italia
(Brasil, 2020). Em 17 de marco de 2020, foi confirmado o primeiro 6bito relacionado a
COVID-19 (CANDIDO et al., 2020).

Embora o governo brasileiro tenha adotado medidas de restricdo a fim de
minimizar a propagacao do virus, incluindo: isolamento social, através do fechamento de
universidades, escolas e comércio, bem como a adocdo de praticas de sadude individual
como, uso de maéscara e alcool em gel, durante a quarentena, 0 nimero de pessoas
infectadas continuou em ascensdo (BRASIL, 2020). Essas medidas, foram aos poucos,
flexibilizadas em decorréncia do impacto gerado na economia (CANDIDO et al., 2020),
bem como o deslocamento interestadual contribuiu para o surgimento de novas variantes
contagiosas do SARS-CoV-2 (GIOVANETTI et al., 2022; NAVECA et al., 2021; DE SA
RESENDE, et al., 2021).

O Brasil foi um dos paises com maior numero de casos durante a pandemia da
COVID-19, posicionando-se em segundo lugar, apds EUA na anélise mundial do nimero
de dbitos a cada 100 casos confirmados (WHO, 2024). Sendo que, em 7 de janeiro de

2021, o mesmo apresentou 0 maior nimero de casos novos, 87.843 casos, tornando-se
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assim, o segundo epicentro da pandemia por SARS-CoV-2 com um total de 21,2 milhdes
de casos e um elevado nimero de obitos, com 591.000 casos ate o final de setembro de
2020 (WHO, 2020). No Brasil foram notificados no periodo de 3 de janeiro de 2020 a 20
de junho de 2024, 38.815.115 casos confirmados de COVID-19 com 702.258 &bitos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 17 de janeiro de 2021,
aprovou 0 uso emergencial de vacinas contra 0 SARS-CoV-2, sendo iniciada
imediatamente a Campanha Nacional de Imunizacdo. A Fundacdo Oswaldo Cruz do Rio
de Janeiro e o Instituto Butantan de Sdo Paulo, importaram 6 milhdes de doses de vacinas
da Astrazeneca e Coronavac em colaboragédo com a Sinovac Biotech (Oxford/Inglaterra
e Pequim, China), sendo que até 21 de outubro de 2022, foram administradas 486.682.379
doses de vacina, com aproximadamente 71,8% da populacédo brasileira vacinada com a
primeira dose das vacinas disponiveis. Por outro lado, até 26 de outubro de 2022, um
total de 12.830.378.906 doses de vacina foram administradas na populagcdo mundial. No
Brasil, até o dia 26 de novembro de 2023, 184.663.245 pessoas (87%) foram vacinadas
com uma dose da vacina e, 110.565.285 (52%) pessoas com pelo menos uma dose de
reforco da vacina contra a COVID-19 (WHO, 2023).

O Brasil, geograficamente, é dividido nas regides Norte, Nordeste, Sudeste,
Centro-Oeste e Sul, sendo que a distribuicdo de casos da COVID-19 variou de acordo
com caracteristicas socioecondmicas de cada regido, segundo estudos epidemioldgicos
(CASTRO et al., 2021; COSTA et al., 2021; ZEISER et al., 2022). A regido Nordeste,
juntamente com a regido Norte, foram as mais afetadas em decorréncia das baixas
condigdes per capita que se associaram casos de SRAG (Sindrome Respiratoria Aguda
Grave) mais grave, enquanto as regides de maior per capita se destacaram quanto ao maior
numero de diagndsticos de COVID-19 (DE SOUZA et al., 2020).

O estado de Sergipe, 0 menor estado brasileiro, localizado na regido Nordeste,
apresentou significativa taxa de transmissdo do virus (FONSECA et al., 2021; DE
SOUZA ARAUJO et al., 2021), sendo notificados 113.916 casos confirmados e 2.500
Obitos no ano de 2020. Em 2021, em Sergipe, foram registrados 164.622 casos
confirmados e 3.557 6bitos. Com a administracdo das vacinas e a adogdo das medidas
preventivas, o estado apresentou no ano de 2022, 79.743 casos confirmados e 425 6bitos
(https://www.conass.org.br/painelconasscovid19/). Até junho de 2024, o estado
apresentou 367.774 casos confirmados de COVID-19 e 6.562 dbitos (acessado em 07 de
junho de 2024; disponivel em https://covid.saude.gov.br). Devido a importancia da
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vacinacdo frente ao combate da disseminacdo da COVID-19, poucos estudos foram
realizados a fim de caracterizar as populaces de células imunologicas em pacientes
infectados com 0 SARS-CoV-2 vacinados, com o proposito de identificar a atuacao dos
anticorpos nessas células na defesa imune, juntamente com a atuacdo na eliminacéo do

virus.

3.3 Caracterizagdo genémica e estrutural do virus SARS-CoV-2 da COVID-19

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), os
coronavirus consistem em um grupo de virus envelopados, pertencentes a ordem
Nidovilares familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae. Com base em sua
sequéncia de proteinas, essa subfamilia é dividida em quatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Deltacoronavirus e Gammacoronavirus (HARRISON, LIN e WANG,
2020; WU et al., 2020). Os géneros alfacoronavirus e betacoronavirus sao 0s mais
prevalentes em humanos e sdo responsaveis por desencadear desordens respiratorias (HU
et al., 2021).

Dentro do género Betacoronavirus (HUANG et al., 2020; ZHOU et al., 2020) os
coronavirus que ganharam destaque quanto a transmissibilidade e letalidade foram: o
SARS (2002), e 0 MERS-CoV (2012), sendo que ambos apresentam similaridade
geneética de 79% e 50%, respectivamente, com 0 SARS-CoV-2 (LU et al., 2020). Os
coronavirus sdo patdgenos zoondticos que podem ser transmitidos a humanos através do
contato direto com goticulas respiratérias, liberadas através de tosse ou espirro e contato
da membrana mucosa com diferentes fomites (ROTHAN E BYRAREDDY, 2020).

Os coronavirus do género Betacoronavirus, sdo microrganismos intracelulares
obrigatérios que utilizam da maquinaria das células para sua replicacdo e propagacao.
Estes apresentam RNA de fita simples de polaridade positiva (+ssRNA) (~30kb) com
estrutura 5’ e cauda 3’-poli-A (WU et al., 2020). Sua replicacdo ocorre mediante liberacédo
do RNA viral no citoplasma da célula-alvo para, posteriormente, produzir as proteinas
ndo estruturais e estruturais, necessarias para sua sobrevivéncia (NAQVI et al., 2020).
Dentre as proteinas estruturais, tem-se: as proteinas do envelope (E) responsavel pela
montagem e liberacdo dos virions, da membrana (M) responsavel pela producdo dos
virions, do nucleocapsideo (N) envolvidas no empacotamento do genoma do RNA e nos
virions desempenham papéis na patogenicidade como um inibidor do interferon (IFN)
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(CUl et al., 2015) e da espicula (S) responsavel por reconhecer os receptores das células
hospedeiras (KESHEH et al., 2022).

Devido, a intensa ativacdo imunoldgica e aos danos que podem acontecer no
sistema respiratorio, 0s sintomas caracteristicos das sindromes gripais consistem em:
tosse, coriza, expectoracdo, congestdo nasal, mal-estar, febre, dores na garganta, fadiga e
desconforto respiratorio. No entanto, este virus ao afetar outros 6rgdos, ocasiona
sintomatologias como diarreia, vomito, perda de olfato e paladar, mialgia, cefaleia, dentre
outros. Nesse sentido, a COVID-19 pode ocasionar desde a forma assintomatica,
resfriados leves a sindrome respiratoria aguda grave, faléncia multipla de 6rgaos e,
consequentemente 6bito (SOOD e BEDI, 2022; ZHOU et al., 2022).

O SARS-CoV e 0 SARS-CoV-2 utilizam a ECA-2 (enzima convertora de
angiotensina tipo 2) para entrar na célula do hospedeiro (FIGURA 1). Esta enzima é
expressa abundantemente nos tecidos do organismo humano, principalmente nos tecidos
respiratorio, cardiovascular, adiposo e renal. Devido a muta¢des no gene da proteina S,

A (13

do inglés “spike”, especificamente na subunidade 1, onde se localiza o dominio de ligagao
ao receptor (RBD), 0 SARS-CoV-2 possui maior afinidade a ECA-2 em comparagéo ao
SARS-CoV. As células epiteliais do sistema respiratorio expressam em sua superficie as
enzimas ECA-2 e TMPRSS2, sendo que esta via é considerada como o principal acesso
do SARS-CoV-2 no tecido respiratorio (SOOD e BEDI, 2022; SUNGNAK et al., 2020).
No entanto, 0 SARS-CoV-2 pode utilizar, como via alternativa, a via endossémica atraves
da qual o complexo ECA-2 virus é translocado para endossomos e a iniciacdo da proteina
S é realizada mediante as proteinases de cisteina endossémica catepsina B e catepsina L.
Posteriormente, o virus € liberado do endossomo no citoplasma dos pneumdcitos tipo 11
e nas células epiteliais brénquicas ciliadas (LETKO, MARZI E MUNSTER, 2020; LlI;

OU et al., 2020; YUAN et al., 2017).

O SARS-CoV-2 apds entrar em contato, via receptor ECA-2, com as células
epiteliais do trato respiratorio superior, inicia sua replicacdo e migracdo para o trato
respiratorio inferior, atingindo as células do epitélio alveolar. Nestas, o alvo do virus
concentra-se nos pneumacitos tipo 1, devido a alta expressdo de ECA-2 em sua superficie
(VERDECCHIA et al., 2020; ZHANG et al., 2020). No tecido pulmonar, a infeccdo viral
gera o recrutamento de leucdécitos, principalmente mondcitos e neutréfilos, e aumento da
secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-a. Esses eventos
visam eliminar o patdégeno, bem como recrutar células do sistema imune adaptativo
(JOLY, SIGURET E VEYRADIER, 2020; WIERSINGA et al., 2020; XU et al., 2020).
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Figura 1 Entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira e sua replicacdo. (1) O virus
entra na célula hospedeira através da ligacdo via receptor ECA-2, com o auxilio da
proteina TMPRSS2. Essa ligagdo ocasiona a fusdo da membrana viral com a membrana
da célula hospedeira e a libracdo do genoma viral (2). Os estagios (3-7) referem-se as
etapas restantes da replicacdo viral, que englobam a montagem viral, maturacdo e
liberacdo do virus.

SARS-CoV-2 se liga ao receptor ACE-2 e entra na célula hospedeira
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A evolucdo juntamente com as varia¢@es dos virus, como 0 SARS-CoV-2, ocorre
mediante a mudancas de nucleotideos no genoma viral durante sua replicacdo. Esta pode
conferir alteracbes genémicas vantajosas que permitem a uma transmissao viral mais
eficaz e evaséo do sistema imune, tornando a resposta imune do hospedeiro menos eficaz
devido a incapacidade de reconhecer e eliminar o virus (GALAN-HUERTA
RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020). As variantes que causam alteracdes na
transmissdo, infectividade e gravidade da COVID-19 sdo denominadas de variantes de

preocupagao (VoC, do inglés “variants of concern”) (WHO, 2023).

As VoCs afetam o risco de reinfeccdo, juntamente com a poténcia dos anticorpos
neutralizantes desencadeados pela infeccdo ou vacinacdo anteriores; sendo assim, é
importante o acompanhamento do surgimento dessas variantes através da epidemiologia
molecular a qual contribui para a vigilancia epidemiolégica (GUO; LIU; ZHENG, 2021,
NAVECA et al., 2021; TEGALLY; WILKINSON; GIOVANETTI et al., 2021). Dentre
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as variantes reconhecidas, cinco se destacam por se enquadrarem como VoCs, sendo elas
(FIGURA 2):

a)

b)

d)

Variante a (B.1.1.7), a qual foi detectada pela primeira vez no final de
setembro de 2020 e, se tornou a cepa predominante no Reino Unido, associada
a uma maior transmissibilidade e aumento de mortalidade em relacdo as
formas circulantes anteriores (VOLZ et al., 2021);

Variante B (B.1.351), detectada pela primeira vez em outubro de 2020,
tornando-se a cepa dominante ocasionando a segunda onda de infeccdo na
Africa do Sul (TEGALLY et al., 2021);

Variante y (P.1), detectada em quatro individuos brasileiros que viajaram ao
Japdo em janeiro de 2021 (FUJINO et al., 2021), sendo responsavel pelo
surgimento de infecgfes em Manaus (Amazonas, Brasil) (FARIA et al., 2021;
NAVECA et al.,, 2021), estando presente em 80% de todos os virus
sequenciados no Brasil em 1° de margo de 2021 (SKELLY et al., 2021);
Variante 6 (B.1.617.2), detectada em dezembro de 2020, responsavel pelo
aumento de casos positivos, causando uma segunda onda viral na india
(CHERIAN et al., 2021; MLCOCHOVA et al., 2021) e infeccBes em varios
locais a nivel mundial (BROWN et al., 2021);

Variante O (B.1.1.529), a dltima variante de preocupagdo anunciada pela
OMS, foi detectada pela primeira vez em novembro de 2021 por laboratérios
de vigilancia gendmica de classe mundial na Africa do Sul e encontrada em
outros paises ao redor do mundo (WHO, 2021), sendo considerada a VoC mais
transmissivel, no entanto apresenta sintomas mais leves e menor letalidade.
Essa variante apresenta maior numero de muta¢cdes no dominio RBD da
proteina S quando comparada a cepa de Wuhan (Figura 3) (BRIZZI et al.,
2022; FERNANDES et al., 2022).
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Figura 2 Mutacgdes em aminoacidos na regiao RBD em diferentes cepas de SARS-COV-2
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Fonte: Adaptado de Fernandes et al., 2022.

O surgimento dessas variantes torna-se preocupante, uma vez que podem
ocasionar alteracfes na transmissibilidade viral, viruléncia e quadros de reinfeccdo por
escapar da imunidade natural ou induzida por vacina (MISTRY et al., 2022), uma vez que
todas apresentam mutac@es na proteina Spike (proteina S), que é alvo de grande parte das
vacinas ofertadas até 0 momento (O’TOOLE et al., 2021; RAMBAUT et al., 2020).

3.4 Resposta imunoldgica na COVID-19

O sistema imunolégico tem como funcdo reconhecer substancias e patdégenos
estranhos ao organismo humano a fim de protegé-lo e preservar a homeostase metabdlica
(ABBAS, LICHTMAN E PILLAI, 2019; RYU, 2017), uma vez que a resposta imune é
crucial para determinar a suscetibilidade e gravidade da doenca. A imunidade inata
consiste na primeira linha de defesa contra a invasdo de patdgenos, incluindo o virus
SARS-CoV-2. Inumeras células de defesa imunes, abrangendo neutrofilos, macrofagos,
linfocitos, eosinofilos, basofilos, células dendriticas, célula natural killer sdo ativadas
durante a infeccdo pelo SARS-CoV-2.

O epitélio pulmonar consiste em uma barreira de protecdo do hospedeiro contra a
infeccdo por patdgenos invasores. Os alvéolos sdo revestidos pelo epitélio alveolar

formando uma camada de células alveolares tipo | e células alveolares tipo Il

.,%
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(pneumacitos 1), sendo que essas células sdo responsaveis por controlar o fluxo de
fluidos, ions e infiltrado de células inflamatorias no espaco intersticial entre os alvéolos
e o epitélio pulmonar (AL-KHAWAGA E ABDELALIM, 2020). As células alveolares
tipo Il expressam em sua superficie o receptor ECA-2, o qual compde o sistema renina-
angiotensina (SRA) responsavel pelo aumento das atividades simpética, vasoconstriccao,
inflamacdo, liberacdo de vasopressina e aldosterona, No entanto, além das células
alveolares tipo Il, os macrofagos alveolares consistem nas principais células-alvo da
infeccdo pelo virus (HOFFMANN et al., 2020). As células, ao reconhecer o virus,
induzem a ativacdo de vias de sinalizacdo que ocasionam a liberacdo de mediadores
imunoldgicos, citocinas e quimiocinas, que favorecem o recrutamento de novas células
com fenotipos inflamatorios para os alvéolos infectados, gerando assim uma resposta
imunoldgica exacerbada (STREICHER E JOUVENET, 2019).

A resposta imune inata consiste em uma linha de defesa contra infecgdes virais
desencadeada pela deteccdo dos virus mediante a presenca dos padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPS) reconhecidos através dos receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs) intracelulares, no hospedeiro, que induzem a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6 e Interferons), quimiocinas e a morte celular inflamatéria (KARKI et
al., 2022). Sendo que, a produgdo de IFN-I (Interferon tipo 1) ocorre através do
reconhecimento dos &cidos nucléicos virais do SARS-CoV-2 pelas células infectadas
(SCHOGGINS, 2019). Estas conseguem externar fragmentos proteicos do virus em sua
superficie através de receptores MHC (Complexo Maior de Histocompatibilidade),
favorecendo a ativacdo do sistema imunoldgico. A expressdo de receptores na superficie
celular determina o fendtipo da célula e contribui para a identificacdo da sua
funcionalidade durante a infeccdo (SANTOS E SILVA et al., 2021).

A produgdo de citocinas pro-inflamatérias ocorre mediante a estimulacéo
ocasionada pelo virus nas células epiteliais infectadas e mieloides circulantes (GUO et
al., 2020). No entanto, embora as respostas inflamatorias sejam de suma importancia para
controlar a replicagdo viral (PARK et al., 2020), o SARS-CoV-2 desenvolveu estratégias
para driblar a deteccdo imune inata, ndo ativando o reconhecimento através dos PRRs,
interferindo assim na resposta dos IFN (Interferons) (VABRET et al., 2020).

Entretanto, casos graves da COVID-19 (Doenca do Coronavirus 2019) séo descritos
por apresentar uma excessiva resposta inflamatéria na corrente sanguinea e nos pulmaes
mediante a liberacdo de inUmeras citocinas, como IL-6, TNF e INF- v, desencadeando a

morte celular inflamatoria e, consequentemente resultando em uma tempestade de
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citocinas (KARKI et al., 2022; PURBEY et al., 2023b). Esta é caracterizada pela elevagao
de diversas citocinas séricas, entre elas: interleucina (IL) 1B, IL-2, IL-6, IL-8, fator de
necrose tumoral (TNF) o, IFN-y, quimiocina C-C ligantes (CCL) 2, CCL3, quimiocina
C-X-C ligante (CXCL) 10, fator estimulador de coldnias de granuldcitos (GM-CSF) e
proteina inflamatoria de macréfagos (MIP) 1o (CHUA et al., 2020; LIAO et al., 2020b).

A resposta imune inata precoce é crucial para controlar a infec¢do viral; no
entanto, sua resposta tardia, quando ndo controlada pode provocar danos teciduais e
faléncia de orgdos (KARKI et al., 2022). Nesse contexto, as células da resposta
imunoldgica podem contribuir para a persisténcia da hiperinflamacdo e apresentar um
comportamento disfuncional (CHUA et al., 2020; GIAMARELLOS-BOURBOULIS et
al., 2020; LEE et al., 2020). Os neutréfilos, importantes células de defesa, contribuem
para a hiperinflamacdao, ocasionada pela infec¢édo viral, mediante a formacdo de NET e
liberacdo de TREM-1 (receptor do expresso em células mieloides-1) o qual amplifica a
producdo de citocinas pré-inflamatérias nestas células (COLONNA E FACCHETTI,
2003; DE NOOWER et al., 2021; DA SILVA-NETO et al., 2021).

3.5 Neutrofilos: caracteristicas gerais

No processo inicial de uma infeccdo, a resposta imune inata é essencial para a
protecdo do hospedeiro. Entre as principais células efetoras dessa resposta estdo 0s
neutrofilos (FIGURA 3), que sdo os leucécitos mais abundantes e representam a
principal barreira do sistema imune inato contra microrganismos. Diferente dos
macrofagos, o0s neutrofilos apresentam periodo de vida curto, cerca de 8 a 12 horas na
circulagio  sanguinea (MAYADAS, CULLERE E LOWELL, 2014
SHESHACHALAM et al., 2014).

A formacéo terminal dos neutrofilos da-se pela proliferacdo e diferenciacdo das
células precursoras da medula 6ssea durante a hematopoiese e por meio da estimulagéo
de citocinas, principalmente o fator estimulador de colénias de granulécitos (G-CSF). A
producdo desse tipo celular alcanca uma taxa de 10t células por dia, podendo chegar a
1012 durante um processo infeccioso (MAYADAS, CULLERE E LOWELL, 2014).
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Figura 3 Receptores de maturacdo de neutrofilos e funcdes efetoras.

Receptor de citocinas

B2 Integrina tipolell
LFA1, MAC1 G-CSFR, GM-CSFR

Receptor Toll-like

Receptor Fc
FcAr
Lectina tipo C

D -

/— e Tul
Mediadores
préinflamatérios

GPCR
FPR, BLT1,
CXCR1, CXCR2

Secre¢do de VRGF, MMPs,
defensinas, TGF-B L, e
Neutrofilo

Fonte: Adaptado de ThermoFisher Scientific, 2024

Os receptores de quimiocinas CXCR4 e CXCR2 (CD182) sdo fundamentais para
a manutenc&o e liberacdo dos neutrofilos na medula dssea, respectivamente. Visto que
esses receptores sdo expressos em células endoteliais, estromais e osteoclastos, 0s
neutréfilos ficam armazenados na medula até completarem a maturacdo (AMULIC et al.,
2012). Apds a maturacdo, os neutrofilos sdo liberados da medula e vdo para corrente
sanguinea. Quando ocorre uma lesdo ou infeccdo, células do hospedeiro e produtos
secretados pelo patdégeno produzem fatores inflamatdrios, os quais desencadeiam uma
série de respostas, que vao desde a estimulacdo da expressdo de moléculas de adesdo da
superfamilia das selectinas (tipo E e P) e das integrinas (ICAMs- moléculas de adesao
intercelular) pelas células endoteliais proximais, até a sinalizagdo, via IL-17, para o
aumento da produgéo leucocitaria (MAYADAS, CULLERE E LOWELL, 2014).

A migracdo dos neutréfilos dos vasos sanguineos para o sitio da infeccdo ocorre
através da interacdo entre selectinas do endotélio e dos neutrofilos ocasionando o
rolamento, seguido de uma forte adesdo dessas células ao endotélio e transmigracao
através do endotélio e membrana basal (KENNEDY E DELEO, 2009). No liquido
intersticial, os neutréfilos sdo atraidos pelo gradiente quimiotatico para o local da
infeccdo, onde ocorrerd o reconhecimento do patdgeno via receptores de membrana do
tipo Fc (FcyRIla/ CD32, FeyRIIIb/ CD16 ¢ FcyRIV), capazes de identificar mediadores

soltveis oriundos do sistema complemento, e imunoglobulinas (IgG), como também
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através de receptores de padrbes moleculares associados a patdgenos (PAMPS),
principalmente os receptores do tipo Toll (TLR), que levara a fagocitose do patdgeno e
ativagcdo de mecanismos microbicidas dos neutréfilos, como degranulacdo, producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e producdo de citocinas e quimiocinas (LI et al.,
2023).

A resposta imunoldgica rapida dos neutrofilos depende tanto das proteinas
granulares pré-formadas com atividade antimicrobiana, como da capacidade de gerar
atividade de explosdo respiratéria (LI et al., 2023; SHESHACHALAM et al., 2014). O
reconhecimento viral gera a ativagdo das cascatas de sinaliza¢do, que consequentemente
influem na liberacdo de citocinas e quimiocinas direcionando o recrutamento de células
imunes para o local da infec¢éo, dentre elas os neutréfilos. Essas células com base em seu
estado de ativacdo e através de inimeros mecanismos celulares, estdo relacionadas com
a eliminagdo do patogeno (LI et al., 2023; BUONAGURO et al., 2012; EKSIOGLU et
al., 2011).

3.6 Neutrofilos nas infeccdes respiratérias e na COVID-19

Os pacientes com COVID-19 grave compartilham caracteristicas da tempestade
de citocinas e dano alveolar com a Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo
(SDRA). Sendo que, a COVID-19 caracteriza-se por uma elevagado sistémica de inimeras
citocinas, que incluem IL (Interleucina) 1a, IL-1p, IL-6, IL-7, IL-10, IFN tipo I e 1, TNF
(Fator de Necrose Tumoral) e as quimiocinas inflamatérias CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-
la, CXCL10/IP-10 o que pode ser consequéncia de uma resposta imune disfuncional,
induzindo a tempestade de citocinas (WOODRUFF et al., 2023; GARDIMAN et al.,
2022; HAN et al., 2020; MEHTA et al., 2020). Ja foi relatado que pacientes com COVID-
19 apresentam uma desregulacdo imune que acarreta em uma hiperinflamacéo periférica
e viral (LI et al., 2023; LAGUNAS-RANGEL, 2020), decorrente de uma hiperativacdo
imunoldgica, ocasionada por elevados niveis de citocinas e quimiocinas, reducdo do
ndmero de linfécitos (TCD4", TCD8"), e aumento do ndmero de neutrdfilos
(WOODRUFF et al., 2023; MEHTA et al., 2020) (FIGURA 4).
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Figura 4 Representacdo esquematica dos neutréfilos na COVID-19. A infec¢do pelo
SARS-CoV-2 nos pneumdcitos tipo Il acarreta no aumento significante de neutrofilos na
circulacdo periférica em pacientes com COVID-19 grave. Os neutrofilos contribuem na
patogenicidade através de eventos pré-tromboticos e sindrome de tempestade de
citocinas, bem como o aumento da razdo Neutréfilo/Linfocito (NLR) estd associada a
gravidade e um pior prognostico na COVID-19. As NETs e os neutréfilos imaturos
(LDNs) estdo envolvidos na progressdo da COVID-19 e na formacdo de trombose
pulmonar.
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Fonte: Adaptado de Li et al., 2023.

A razdo neutrofilo/linfocito (NRL) é utilizada como um dos marcadores clinicos
de inflamacao no monitoramento da COVID-19 (McKENNA et al., 2022; JIMENO et al.,
2021). O aumento dessa razdo é explicado pela elevacdo da proporcdo de neutrofilos
(neutrofilia) em detrimento da redugdo do numero de linfécitos (linfopenia) no sangue
periférico; constantemente relatada em pacientes com COVID-19 (McKENNA et al.,
2022). A inflamacéo persistente acarreta na exaustdo, com aumento da expressao de
marcadores de morte programada (PD-1 ou CD279) entre pacientes graves e apoptose nas
células T (AGRATI et al., 2020; BOST et al., 2021; DIAO et al., 2020; FATHI E
REZAEI, 2020; MATHEW et al., 2020; MAUCOURANT et al., 2020; WILK et al.,
2020; ZHANG et al., 2020).

Padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) sdo liberados em decorréncia
das células infectadas entrarem em piroptose, morte celular ndo programada associada a
infeccdo por patdgenos intracelulares. Consequentemente, a producéo de citocinas pro-
inflamatorias aumenta, juntamente com o recrutamento de mais células gerando mais
danos teciduais (PURBEY et al., 2023; WULANDARI, HARTONO E WIBAWA, 2023;

LI et al., 2023). Devido ao excesso de mediadores inflamatorios que provocam danos e
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complicagdes teciduais de dificil controle, a hiperinflamacéao foi associada a mortalidade
na COVID-19 (LI et al., 2023; CHEN et al., 2020; MERAD E MARTIN, 2020; ZHOU
et al., 2020b).

Sabe-se que, os neutrofilos que apresentam fenoétipo inflamatorio contribuem
para os danos teciduais, principalmente, através da producdo de redes de armadilhas
extracelulares ricas em granulos, as quais sdo chamadas de NETs. Embora sejam uma
potente estratégica de defesa antimicrobiana, a liberagdo excessiva de NETs leva a morte
de neutrdfilos e, consequentemente a amplificacdo da inflamacao local e sistémica,
ocasionando danos teciduais, estimulando processos tromboticos com ativacdo de
plaguetas e, assim, favorecer a progressdo da gravidade da COVID-19 (DOS RAMOS
ALMEIDA et al., 2024; AL-KURAISHY et al., 2022; BAUTISTA-BECERRIL et al.,
2021; TOMAR et al., 2020). Além desse contexto inflamatorio, ja foi observado em
cancer o perfil imunossupressor de neutréfilos superexpressando PDL-1, o qual evita a
deteccdo de células cancerigenas pelas células T, bem como esta associado a fendtipos
mais agressivos no cancer (PILLAI et al., 2018).

Para resolucdo da inflamacdo via NETSs, ocorre morte celular por apoptose, cujo
objetivo principal é eliminar os neutrofilos envolvidos na acdo antimicrobiana, além de
gerar um efeito secundario atraves da producdo de sinais da célula apoptética. Assim, 0
recrutamento de neutréfilos para o local de inflamagédo é interrompido, aumentando o
recrutamento de macrofagos, sendo alterado o fenétipo dessas células de um estado pro-
inflamatério (M1) para um fenotipo anti-inflamatério (M2) (BOGDAN,
ROLLINGHOFF E DIEFENBACH, 2000; WINTERBOURN E KETTLE, 2013). A
apoptose € um processo de morte celular programada e ndo inflamatorio,
caracterizado pela perda de granulos citoplasmaticos, surgimento de proje¢des exofiticas
na superficie da membrana, e condensacao da heterocromatina nuclear. A inducéo desse
processo pode ocorrer via diversos mecanismos regulados por sinais vindos do interior
celular, caracterizando apoptose espontanea ou constitutiva, ou sinais do exterior da
célula, ambos levando a ativacdo de caspases-3, 8 e 9 (WINTERBOURN E KETTLE,
2013).

Giammarelos-Bourboulis e colaboradores (2020) encontraram que dentro da
populacdo de pacientes graves pode existir heterogeneidade na resposta imunoldgica.
Essa heterogeneidade e desregulacdo imunoldgica é discutida em outros estudos,

ressaltando que os pacientes devem ser tratados de forma personalizada (WOODRUFF
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etal., 2023; Ll et al., 2023; BHARDWAJ et al., 2022; MATHEW et al., 2020; MERAD
etal., 2022; PURBEY et al., 2023; WILK et al., 2020; ZHANG. et al., 2020).

3.7 TREM-1 e atividade inflamatéria na COVID-19

O sistema imunoldgico sofre constantes estimulos por agentes inflamatorios
infecciosos e ndo infecciosos. Com isso, inumeros receptores desempenham importantes
fungbes na modulacdo da resposta imune; consequentemente, sdo responsaveis pelo
reconhecimento, adesdo e ativacdo celular, dando origem ao processo inflamatorio
(TAKEUCHI E AKIRA, 2010).

O receptor expresso em células mieldides-1 (TREM-1) constituem uma familia de
receptores de superficie celular que apresentam potencial modulador da resposta
inflamatoria devido a sua capacidade de amplificar ou diminuir os sinais induzidos por
PRRs (Receptores de Reconhecimento Padrdo) (GENUA et al., 2014).

O TREM-1 consiste em uma glicoproteina transmembrana de 30kDa, pertencente
a superfamilia de imunoglobulinas altamente expressa em células mieloides como
neutrofilos, mondcitos/macrofagos (NGUYEN-LEFEBVRE et al., 2018; CHEN et al.,
2008; BOUCHON, DIETRICH E COLONNA, 2000). Sua expressao, TREM-1, ndo é
exclusiva de células mieloides, uma vez que este receptor ja foi descrito como presente
em células epiteliais bronquicas, parenquimatosas, células endoteliais hepaticas, gastricas
e corneas (LIAO et al., 2020a, 2013; RIGO et al., 2012). Os genes que codificam a familia
de receptores TREM estdo localizados no cromossomo 6p21, sendo que quanto a
expressdao em neutrofilos, observou-se que TREM-1 é especificamente aumentado
durante a sepse, enquanto a expressdo do TREM-2 néo foi detectada neste tipo de célula
(GENUA et al., 2014).

O TREM-1, receptor imunolégico inato, esti presente em duas formas, como
receptor ligado a membrana (nTREM-1) e como proteina solivel (STREM-1) (KERGET
et al.,, 2021; BOUCHON, DIETRICH E COLONNA, 2000). A ativagdo do TREM-1
potencializa a secre¢do de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a ¢ ao mesmo tempo ativa
mecanismos de sobrevivéncia destas células, o que favorece a manutencdo da atividade
inflamatéria (DE OLIVEIRA et al., 2022; TAMMARO et al., 2017). Em pacientes
COVID-19 graves € observado um aumento significante do STREM-1, sugerindo reducéo
da capacidade de regulacdo da inflamacio (DE SA RESENDE et al., 2021; DE
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OLIVEIRA et al., 2022). Sendo que, ambos marcadores foram associados com a
gravidade em infeccdes e sugeridos como marcadores da hiperinflamacdo na COVID-19.

A forma solivel do TREM-1 pode originar-se da clivagem proteolitica do mMTREM-
1 através da acio de metaloproteinases (GOMEZ-PINA et al., 2007) ou da tradugéo de
um splicing alternativo do mRNA do TREM-1 (GINGRAS et al., 2002). Estudos
demonstraram que o STREM-1 regula negativamente a sinalizacdo do mTREM-1
neutralizando seus ligantes (YUAN et al., 2016; DU et al., 2016). O sSTREM-1 foi medido
em fluidos corporais, incluindo soro, liquido cefalorraquidiano e liquido de lavagem
broncoalveolar de pacientes com diversas condigdes inflamatérias (DE SA RESENDE
et al., 2021). Verificou-se que niveis aumentados de STREM-1 estdo associados a
resultados clinicos desfavoraveis em doencas infecciosas e ndo infecciosas (DE
OLIVEIRA MATOS et al., 2020; BOMFIM et al., 2017; GIBOT, 2005).

As pneumonias virais sdo uma das maiores causas de morbidade e mortalidade em
todo o mundo. Atualmente, ha um surgimento de novos patégenos virais respiratorios,
incluindo virus influenza A, hantavirus, influenza avidria H5N1 e coronavirus 2 da
sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV-2) associados a doenca coronavirus 2019
(COVID-19) (HODGENS AND GUPTA, 2022). Na pratica clinica, uma ampla gama de
biomarcadores tem sido utilizada para avaliar a gravidade e a mortalidade da doenga. Nos
Gltimos anos, varios estudos sugeriram que o receptor desencadeador expresso em células
mielodides-1 (TREM-1) é um importante biomarcador no diagndstico e progndstico de
doencas respiratorias virais (DE NOOIJER et al., 2021; YE et al., 2014).

Alguns estudos sugeriram que o amplo espectro de sintomas clinicos em doencas
virais reflete 0 aumento da ativacdo do sistema imunolodgico, caracterizado por niveis
elevados de citocinas inflamatdrias (MARTINS-FILHO et al., 2020; YANG et al., 2020).
Embora 0 STREM-1 seja um biomarcador inflamatdrio promissor (DE SA RESENDE et
al., 2021; BELLOS et al., 2018), ndo h& evidéncias sistematicas comparando 0s niveis

deste biomarcador entre pacientes com pneumonia viral e controles saudaveis.
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4 CAPITULO Il - ESTUDO 1: Papel do receptor expresso em células-mieléides 1
(TREM-1) em COVID-19 e outras pneumonias virais: uma revisao sistematica e
metanalise de estudos clinicos

4.1 Introducéo

As pneumonias virais sdo uma das maiores causas de morbidade e mortalidade no
mundo. Atualmente, hd& uma emergéncia de novos patégenos virais respiratorios,
incluindo o virus influenza A, hantavirus, influenza aviaria HSN1 e coronavirus 2 da
sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2) associados & doenga do coronavirus-
2019 (COVID-19) (HODGENS E GUPTA, 2022). Na prética clinica, uma ampla gama
de biomarcadores tem sido utilizada para avaliar a gravidade e a mortalidade da doenca.
Nos Ultimos anos, varios estudos tém sugerido que o Receptor Expresso em Células
Mieloides-1 (TREM-1) é um importante biomarcador no diagnostico e prognostico de
doencas respiratdrias virais (YE et al., 2014; DE NOOIJER et al., 2021).

O TREM-1 consiste em um receptor inato do sistema imune expresso em celulas
imunes inatas e esta presente em duas formas, como receptor ligado a membrana
(mMTREM-1) e como proteina solivel (STREM-1) (BOUCHON et al., 2000; KERGET et
al., 2021). O mTREM-1 possui trés dominios em sua estrutura: um que se assemelha a Ig
responsavel pela ligacdo ao ligante, um ligado a transmembrana e uma porcao
citoplasmatica que se associa a proteina DAP12 (COLONNA, 2003; TAMMARO et
al., 2017). Esse complexo, quando ativado, aumenta a expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo IL-6, IL-8, IL-1B ¢ TNF-a (DE OLIVEIRA MATOS et
al., 2020), promove a sobrevivéncia celular por meio da inativacdo de fatores pro-
apoptéticos (YUAN et al., 2016; TAMMARO et al., 2017), e bloqueia a sintese de
citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10 (DUBAR et al., 2018).

A forma soltvel do TREM-1 pode originar-se da clivagem proteolitica do
mMTREM-1 através da acdo de metaloproteinases (GOMEZ-PINA et al., 2007) ou da
traducdo de um splicing alternativo do mRNA do TREM-1 (GINGRAS et al., 2002).
Estudos mostraram que o STREM-1 regula negativamente a sinalizagio mMTREM-1
neutralizando seus ligantes (YUAN et al., 2016; DU et al., 2016). O sTREM-1 foi medido
em fluidos corporais, incluindo soro, liquido cefalorraquidiano e lavado broncoalveolar

de pacientes com varias condicbes inflamatorias (DE SA RESENDE et al., 2021).
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Verificou-se que niveis aumentados de STREM-1 estdo associados a desfechos clinicos
ruins em doencas infecciosas e nao infecciosas (GIBOT, 2005; BOMFIM et al., 2017;
DE OLIVEIRA MATOS et al., 2020).

Alguns estudos tém sugerido que o amplo espectro de sintomas clinicos em
doencas virais reflete uma ativagcdo aumentada do sistema imunoldgico, caracterizada por
niveis elevados de citocinas inflamatérias (MARTINS-FILHO et al., 2020; YANG et
al., 2020). Embora 0 STREM-1 seja um biomarcador inflamatério promissor (BELLOS
etal., 2018; DE SA RESENDE et al., 2021), ndo hé evidéncias sistematicas comparando
0s niveis desse biomarcador entre pacientes com pneumonia viral e controles saudaveis.
Assim, o objetivo desta revisdo sistematica e metanalise foi (1) avaliar a expressdo de
MTREM-1 e sua forma soltvel em pacientes com COVID-19 e outras pneumonias virais
comparadas a individuos saudaveis; e (2) analisar os niveis desses biomarcadores de

acordo com a gravidade da doenca.

4.2 Casuistica e Métodos

A revisdo sistematica e de metanalise foi conduzida de acordo com a diretriz

Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses

(PRISMA) (MOHER et al., 2010).

4.2.1 Estratégia da pesquisa

As buscas foram realizadas no PubMed, Scopus, Embase e Google Scholar e
limitaram-se a estudos publicados em versdes de texto completo, sem restricdo de
idioma. As listas de referéncias de todos os estudos e revisdes elegiveis foram
digitalizadas para identificar estudos adicionais para inclusdo. As principais palavras-
chave utilizadas nas estratégias de busca foram as seguintes: ‘triggering receptor express
on myeloid cell-1', 'soluble triggering receptor express on myeloid cell-1', TREM-1',
'STREM-1', 'respiratory tract infections', ‘pneumonia viral', 'COVID-19', 'SARS-CoV-2',
‘coronavirus', 'respiratory distress syndrome' e 'severe acute respiratory syndrome'. As
estratégias de busca foram adaptadas para cada base de dados (ANEXO A) e foram

realizadas em 1° de dezembro de 2021.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8959072/#CR14
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8959072/#CR4
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8959072/#CR24
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8959072/#CR34
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4.2.2 Critérios de elegibilidade

Os estudos foram considerados elegiveis se fossem estudos observacionais que
fornecessem dados sobre os niveis de TREM-1 em humanos com pneumonia viral [virus
sincicial respiratorio, influenza, parainfluenza, adenovirus, coronavirus da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV), sindrome respiratdria aguda grave coronavirus 2
(SARS-CoV-2), coronavirus da sindrome respiratdria do Oriente Médio (MERS-CoV),
metapneumovirus, rinovirus, bocavirus e parechovirus] em compara¢do com controles
saudaveis. Foram excluidas coinfecgdes com bactérias e estudos que ndo forneceram

informag0es claras sobre os microrganismos envolvidos nas infecgdes.

Resenhas, cartas, correspondéncias, editoriais, comentarios, opinides de
especialistas, relatos de casos, resumos de conferéncias e experimentos in vitro ou em
animais também foram excluidos. Além disso, os autores foram contatados por e-mail ou
usando o ResearchGate para dados faltantes em estudos potencialmente elegiveis. O
tempo de resposta dos dados solicitados foi de 3 semanas, sendo excluidos aqueles que

ndo responderam.

4.2.3 Selecdo dos estudos e Avaliacdo dos risco de viés

Dois investigadores (Y.L.M.O e A.S.R) examinaram independentemente 0s
resultados da pesquisa com base no titulo e nos resumos. Os estudos relevantes foram
lidos na integra e selecionados de acordo com os critérios de elegibilidade. As

divergéncias foram resolvidas por um terceiro revisor (P. R. M-F.).

A Ferramenta de Avaliacdo de Qualidade para Coortes Observacionais e Estudos
Transversais dos Institutos Nacionais de Satde (NIH) (https://www.nhlbi.nih.gov/health-
topics/study-quality-assessment-tools) foi usada para avaliar a qualidade dos estudos

incluidos por dois investigadores (Y. L. M. O.e A. S. R.).

4.2.4 Extracédo de dados

Dois investigadores independentes (Y.L.M.O e A.S.R) extrairam o0s seguintes
dados: nome do autor, ano de publicacéo, periodico, pais, desenho do estudo, informacdes

sobre critérios de elegibilidade, ambiente clinico, grupos, tamanho da amostra, idade,
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distribuicdo por sexo, diagndstico de pneumonia viral e microrganismos envolvidos,
gravidade da doenca e valores de TREM-1. Quando os valores do TREM-1 ndo foram
relatados em tabelas ou texto e os autores ndo puderam ser encontrados, os dados foram
extraidos usando o WebPlotDigitizer (Web Plot Digitizer, V.3.11. Texas, USA: Ankit
Rohatgi, 2017). Caso as médias e desvios padrdo também ndo fossem informados no
artigo, foram utilizados métodos indiretos de extracdo de estimativas (HOZO et al., 2005;
WAN et al., 2014).

4.2.5 Andlise de dados

Os resultados da metanalise foram expressos como diferenca média padronizada
(SMD). Um tamanho de efeito de 0,2 foi considerado um efeito pequeno, um valor de 0,5
um efeito médio e um valor de 0,8 um efeito grande (COLEN et al., 2018). Usamos um
modelo de efeitos fixos ou aleatorios para agrupar os resultados de estudos individuais,
dependendo da presenca de heterogeneidade. A heterogeneidade estatistica foi
quantificada pelo indice 12 utilizando a seguinte interpretagdo: 0%, sem heterogeneidade
entre estudos; < 50%, baixa heterogeneidade; 50-75%, heterogeneidade moderada; >
75%, alta heterogeneidade (HIGGINS E THOMPSON, 2002). No caso de
heterogeneidade, utilizou-se 0 modelo de efeitos aleatorios, caso contrario, foi utilizado

o0 modelo de efeitos fixos.

Uma andlise de subgrupo foi realizada de acordo com a gravidade da
doenca. Embora os graficos de funil possam ser ferramentas Gteis na investigacdo de
pequenos efeitos de estudos em metanalises, eles tém poder limitado para detectar tais
efeitos quando ha poucos estudos (SIMMONDS, 2015). Portanto, por termos um pequeno
namero de estudos incluidos, ndo realizamos anélise de funnel plot. Forest plots foram
utilizados para apresentar os tamanhos dos efeitos e intervalo de confianga (IC) de 95%,
e p<0,05 foi utilizado para determinar a significancia. As andlises foram realizadas

utilizando o Review Manager, versao 5.3 (Cochrane IMS).

4.3 Resultados

A sequir, é apresentado os resultados publicados no artigo cientifico intitulado
“Role of triggering receptor expressed on myeloid cells-1 (TREM-1) in COVID-19 and
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Other viral pneumonias: A systematic review and meta-analysis of clinical studies”,
publicado na revista cientifica Inflammopharmacology (fator de impacto 5.8), doi:
10.1007/s10787-022-00972-6 (ANEXO B).

4.3.1 Selecdo dos estudos

A estratégia de busca recuperou 285 registros e 72 duplicatas foram excluidas.
Dois registros adicionais foram identificados na literatura cinzenta. Apos a triagem de
titulos e resumos, 54 artigos com texto completo foram avaliados quanto a elegibilidade
e sete estudos (ROHDE et al., 2012; ARRIAGA-PIZANO et al., 2015; ZHONG E ZHAO,
2016; YASAR et al., 2021; DE NOOIJER et al., 2021; YOUNGS et al., 2021; KERGET
et al., 2021) foram finalmente incluidos nesta revisdo sistematica (FIGURA 5)

4.3.2 Caracteristicas dos estudos

Os estudos incluidos foram publicados de 2012 a 2021 e as principais
caracteristicas estdo listadas na Tabela 1. Trés estudos foram realizados na Europa
(ROHDE et al. 2012; DE NOOIJER et al., 2021; YOUNGS et al., 2021) dois estudos na
Turquia (YASAR et al., 2021; KERGET et al., 2021) um estudo na Asia (ZHONG E
ZHAO 2016), e um estudo na América Latina (ARRIAGA-PIZANO et al., 2015). Apenas
um estudo foi realizado incluindo a populacéo pediatrica ZHONG E ZHAO, 2016).

Quatro estudos incluiram pacientes com COVID-19 (YASAR et al., 2021; DE
NOOIJER et al., 2021; YOUNGS et al., 2021; KERGET et al., 2021) e trés estudos
analisaram pacientes com diferentes virus (ROHDE et al., 2012; ARRIAGA-PIZANO et
al., 2015; ZHONG E ZHAO 2016). Todos os estudos relataram que as infecgdes virais
foram confirmadas pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Todos os estudos
apresentaram um grupo controle saudavel composto por individuos com distribui¢éo

semelhante de idade e sexo.



4.3.3 Sintese de dados

Devido ao pequeno numero de estudos e a heterogeneidade clinica na populacédo
estudada, a metanalise foi realizada apenas com pacientes com COVID-19. Todos 0s
estudos que incluiram pacientes com COVID-19 forneceram dados sobre a gravidade da

doenca. Os resultados de estudos que incluiram pacientes com outras pneumonias virais

foram relatados de forma descritiva.

Figura 5 Fluxograma PRISMA dos estudos selecionados e incluidos.
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Tabela 1 Caracteristicas dos estudos incluidos. ELISA, ensaio de imunoabsor¢do enzimatica; FLU, influenza; HIN1, influenza A(H1N1); ILI, doenca
semelhante a gripe; M, homem; F, fémea; Mi. leve; Mo, moderado; Se, severo; N, tamanho da amostra; NR, ndo reportado; * Dados apresentados como
mediana (intervalo interquartil)

Autor e Pais Design do Pneumonia Viral Grupo Controle
Ano estudo Principais Caracteristicas Dados TREM-1 Principais Caracteristicas Dados TREM-1
N Virus Severidade Género Idade (y) Média Amostra Método de N Idade (y) Média (SD) Amostra Método de
da doenga (SD) Ensaio Género Ensaio
Arriaga- Mexico Transversal 9 H1N1 19 Mo 5M 41 (15-49) 7,150.99 (2,678.06)
Pizano onda e 4F *
etal. 2015 23 H1N1 22 Se 13M 48 (18 - 76) 2,792.02 (455.84) Monécito Citometria 12 5M 30.8 (22 -64) 683.76 (313.39) Monécitos | Citometria de
onda 10F * s de Fluxo 7F * sanguineos Fluxo
10 ILI 12 onda 6M 38.2 2,165 (398.86) sanguineo
4F (15-78) * s
20 ILI 22 onda 8M 30.3 2,792.02 (284.9)
12F (16 —59) *
De Nooijer Franca Transversal 24 SARS-CoV-2 Se 18M 63 (58 -71) 162 (49.6) pg/ml Soro ELISA 21 9M 42 (22 - 48.5) 101 (36.3) pg/ml Soro ELISA
etal. 2021 6F * 12F *
Kerget Turquia Transversal Mo: 68 SARS-CoV-2 Mo 73M 55 (14.3) Mo: 0.24 (0.08) ng/ml Soro ELISA 50 N/R 53.4(16.1) 0.11 (0.02) ng/ml Soro ELISA
etal. 2021 $:53 e 48F Se:0.29 (0.07) ng/ml
Se
Rhode Alemanha Transversal 118 RSV, FLU & Mo 95M 66 (13) 87.5(97.3) pg/ml Soro ELISA 13 ™ 47.5 (4) 0 (0) pg/ml Soro ELISA
etal. 2012 Rhinovirus e 23F 6F
Se
Yasar Turquia Transversal Mi: 26 SARS-CoV-2 Mi 13M 51.3 (13.5) 2.33(0.51)
etal. 2021 13F
M:9 Mo 3M 64.8 (12.8) 3.11 (0.49) Soro Método 33 17M 61.1(18.2) 2.36(0.57) Soro Método
6F Automatico 16F Automatico
S:25 Se 2M 60.6 (11.3) 3.20(0.67)
23F
Youngs Reino Transversal 41 SARS-CoV-2 Se 26M 57.7 (11) 608.57 (512.35) pg/ml Soro Luminex 16 6M 47.4 (17.8) 89.76 (61.66) pg/ml Soro Luminex
etal. 2021 Unido 15F 10F
Zhong China Transversal 17 NR Se 36M 6(2.3) 1,278 (111) pg/ml Soro ELISA 30 17M 6.3(2.2) 1,247 (120) pg/ml Soro ELISA
etal. 2016 24F 13F
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4.3.4 Infeccdo por SARS-COV-2 e TREM-1

Esta metanalise incluiu 366 individuos, 246 individuos com COVID-19 e 120
controles saudaveis. Entre os pacientes com COVID-19, 135 eram homens e 111 eram
mulheres, com idade média entre 51 e 65 anos. Entre os pacientes infectados, 103 foram
diagnosticados com COVID-19 leve a moderada e 143 com COVID-19 grave. Todos 0s
quatro estudos mediram a forma soltvel de TREM-1 no soro (YASAR et al., 2021; DE
NOOUER et al., 2021; YOUNGS et al., 2021; KERGET et al., 2021).

Os resultados gerais da metanalise mostraram niveis aumentados de STREM-1
entre pacientes com COVID-19 em comparagdo com controles saudaveis (SMD 1.53;
95% CI 0.53 para 2.52; p < 0.01; 12 = 93%) e o tamanho do efeito foi considerado muito
grande (Figura 6). Na andlise de subgrupo que avaliou a expressao de sSTREM-1 de acordo
com a gravidade da doenca, ndo foram encontradas diferencas entre pacientes com
COVID-19 leve a moderada e controles saudaveis (SMD 1.17; 95% CI -0.61 para 2.95;
p = 0.20; 1> = 97%), mas niveis mais elevados de STREM-1 foram demonstrados entre
pacientes com COVID-19 grave (SMD 1.83; 95% CI1 0.77 para 2.88; p < 0.01; 1>= 91%)
(Figura 7).

Figura 6 Florest plot dos niveis de STREM-1 entre pacientes com COVID-19 em
comparagdo com controles saudaveis.

COVID-19 Controles saudaveis Stil. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight I, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
de Nooijer 2021 162 486 24 101 36.3 21 24.20% 1.36[0.71,2.07] -
Kerget 2021 03 008 121 011 n.oz A0 257% 277233, 3.21] =
Yasgar 2021 28 056 A9 236 057 33 I57% 0.77[0.33,1.27] =
Youngs 2021 G086 G124 41 89.8 61.7 16 24.8% 117 [0.55,1.79] -
Total (95% CI) 245 120 100.0% 1.53[0.53, 2.52] &
Heterogeneidade: Tau? = 0.95; Chiz = 42.58. df = 3 (P < 0.00001); I2 = 93% 420 2 4
Teste de efeito alobal: Z = 3.02 (P = 0.003) Controles saudaveis COVID-10

Legenda: Study or Subgroup = Estudo ou Subgrupo; Mean = Média; SD = Desvio Padrdo; Weight = Peso;
Std. Mean Difference 1V, Random, 95% CI = Diferenca Média Padrdo 1V, Aleat6ria, 95% CI
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Figura 7 Gréfico florestal dos niveis de STREM-1 de acordo com a gravidade do COVID-
19.

COVID-19 Controles saudaveis Stil, Mean Difference St Mean Difference
Study or Subgroup  Mean S0 Total Mean SD  Total Woeight I, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
1.2.1 Leve a moderado
‘Yasar 2021 25 0.5 35 2.36 0a7 33 499% 026 [0.22,0.74]
Kerget 2021 024 008 B8 011 0oz S0 501% 2.08[1.62, 2.53] =+
Subtotal (95% C1) 103 83 100.0% 147 [-0.61, 2.95]

Heterogeneidade: Tau®= 1.60; Chi* = 28,27, df = 1 (F = 0.00001}; I* = 07%
Teste de efeita global: Z = 1.28 [F = 0.020)

1.2.2 Grave

Youngs 2021 G036 5124 41 898 61.7 16 25.0% 1.17[0.55,1.79] ==
Yasar 2021 31 D7 24 2,36 0.57 33 15.21% 1.35[0.76, 1.93] -
Kerget 2021 029 007 53 0,11 onz 50 25.0% 3.43[2.81, 4.049] -
de Mooijer 2021 162 496 24 1m 36.3 21 247T% 1.36[0.71, 2.03] -
Subtotal (95% CI) 142 120 100.0% 1.83 [0.77, 2.88] i

Heferogeneidade: Tau® = 1.06; Chif = 34.82, of = 2 (P < 0.00001); F=B1%
Teste de efeita global: Z = 3.40 (F = 0.0007)

4 2 0 2 4
Controles saudaveis COVID-19

Legenda: Study or Subgroup = Estudo ou Subgrupo; Mean = Média; SD = Desvio Padrdo; Weight = Peso;
Std. Mean Difference 1V, Random, 95% CI = Diferenca Média Padrdo 1V, Aleatédria, 95% CI

A Tabela 2 (ANEXO C) mostra a ferramenta de avaliacdo da qualidade que
resultou em risco de viés moderado a alto. Embora as questdes de pesquisa e as medidas
de resultados tenham sido claramente definidas em todos os estudos, questdes importantes
sobre o desenho do estudo ndo foram claramente descritas, tais como medidas de
exposicdo do grupo de controle, justificativa do tamanho da amostra, cegamento dos

avaliadores de resultados e ajuste para fatores de confusao.

4.3.5 Outras pneumonias virais

Trés estudos investigaram diferencgas nos niveis de TREM-1 entre pacientes com
outras pneumonias virais e individuos saudaveis. Apenas um estudo avaliou a expressao
do TREM-1 em mondcitos (ARRIAGA-PIZANO et al., 2015), enquanto dois estudos
analisaram a forma soltvel do TREM-1 (ROHDE et al., 2012; ZHONG E ZHAO, 2016).
Zhong e Zhao (2016) incluiram criangas na populacéo do estudo e Rohde et al. (2012)
concentraram-se em adultos com habitos tabagicos. Todos os trés estudos mostraram que
os niveis de TREM-1 foram significativamente elevados em pacientes infectados em

comparagdo com os controles.
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4.4 Discussao

As infecgOes respiratorias virais constituem um fardo para o sistema de saude
publica devido a sua rapida transmissibilidade entre as pessoas e a fraca capacidade de
controle e recuperacdo. Desde o surto da infecgdo por SARS-CoV-2 em dezembro de
2019, ha urgéncia na identificacdo de biomarcadores de gravidade para melhorar o
diagnostico e prever a evolucdo clinica dos pacientes (DE NOOIJER et al., 2021;
KERGET et al., 2021). Neste contexto, revisdes sistematicas tém demonstrado
consistentemente uma associagdo entre niveis elevados de STREM-1 e piores resultados
clinicos em pacientes com doencas infecciosas. No entanto, estes estudos resumiram as
evidéncias disponiveis baseadas em infec¢des causadas por diferentes microrganismos, o
que limita a compreensao do papel do TREM-1 em infeccdes especificas (JIYONG et al.,
2009; YE et al., 2014; SU et al., 2016). Assim, até onde sabemos, esta é a primeira
metanalise realizada para avaliar os niveis de TREM-1 em infec¢Bes virais do trato

respiratorio inferior, especialmente em pacientes com COVID-19.

O diagndstico nos estagios iniciais da infeccdo pode ser desafiador devido a falta
de especificidade das caracteristicas clinicas e a eficacia limitada dos marcadores
inflamatorios convencionais, como a proteina C reativa (PCR) (ANSAR E GHOSH,
2016). Nas infeccdes virais, incluindo a COVID-19, o paciente pode evoluir para um
quadro critico denominado tempestade de citocinas, que se caracteriza por uma elevagédo
significativa de marcadores inflamatorios que pode levar a hiperinflamacéo e faléncia de
multiplos 6rgdos (TANG et al., 2020; LUO et al., 2021). A este respeito, 0 TREM-1 é
ativado precocemente na superficie das células mieloides, incluindo neutrofilos e
mondcitos, para desencadear prontamente a resposta imune inata. Estas células, por sua
vez, libertam varias citocinas e proteinas inflamatorias para prevenir a propagacao do
virus, melhorar a sua eliminacao e recrutar mais células imunolégicas. No entanto, falhas
nos mecanismos de supressdo do TREM-1 podem contribuir para a tempestade de

citocinas.

Como mecanismo de feedback, o TREM-1 ligado a superficie é clivado na sua
forma solivel sTREM-1, que supostamente atua como um regulador do estado
inflamatério. O TREM-1 solGvel se origina através da protedlise por metaloproteinases
ou splicing alternativo (GAO et al., 2019) apds estimulacdo do TREM-1 por moléculas
inflamatorias (VAN SINGER et al., 2021). Niveis elevados de STREM-1, principalmente
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como resultado da ativacdo de neutréfilos, correlacionam-se com outros mediadores
inflamatérios, como IL-6 € TNF-a, € indicam a ocorréncia de dano celular associado ao
processo inflamatdrio e a liberacdo de proteinases pelas células necroticas ou patdogenos
(DUBAR et al., 2018). Em nossa metanalise, encontramos aumento de STREM-1 em
pacientes infectados em comparacdo com individuos saudaveis, demonstrando o
envolvimento deste biomarcador inflamatério na COVID-19. Na analise de subgrupo,
encontramos evidéncias de que pacientes com COVID-19 grave apresentam niveis mais
elevados de STREM-1 do que pacientes com doenca leve ou moderada. Além disso,
resultados individuais mostraram niveis elevados de TREM-1 em outras infec¢es virais
do trato respiratorio. Estes resultados indicam que o TREM-1 pode ser Gtil na previsdo
de resultados clinicos em pacientes com pneumonia viral.

Alguns estudos investigaram se 0 TREM-1 pode ser um biomarcador sensivel e
especifico de infeccBes gerais para prever a mortalidade (SU et al., 2016; JEDYNAK et
al., 2018; WRIGHT et al., 2020). Considerando as infeccdes respiratorias, uma
metanalise de Su et al. (2016) demonstraram uma sensibilidade de 0.75 (95% CI 0.61
para 0.86) e especificidade de 0.66 (95% CI 0.54 para 0.75) sugerindo um valor
prognoéstico moderado de STREM-1 para prever mortalidade. No entanto, a
heterogeneidade entre os estudos foi elevada, principalmente devido a variabilidade no
tipo de infeccdes, incluindo casos de sepse. Embora ndo tenha sido possivel medir a
sensibilidade e especificidade do STREM-1 na presente metanalise, nosso estudo mostrou
0 comportamento do STREM-1 em pneumonias virais, incluindo COVID-19. Apesar
destes resultados, mais estudos sdo necessarios para confirmar o valor prognostico e o

significado clinico do TREM-1 em infeccdes virais.

4.5 Conclusao

Embora ndo tenha sido possivel medir a sensibilidade e a especificidade do
STREM-1 na presente metanalise, nosso estudo mostrou o comportamento do STREM-1
em pneumonias virais, incluindo COVID-19. Apesar desses achados, mais estudos séo
necessarios para confirmar o valor progndstico e o significado clinico do TREM-1 em
infec¢des virais.

Nosso estudo tem algumas limitacbes importantes: (1) numero relativamente

pequeno de estudos que avaliaram a fungdo do TREM-1 em infec¢des virais respiratdrias;
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(2) diferentes métodos de detecgdo do TREM-1; e (3) dificuldade em resumir os niveis
de TREM-1 em pacientes com outras infeccdes virais devido a heterogeneidade entre 0s
estudos. Embora estas limitagdes, este € o primeiro estudo a sintetizar a evidéncia
disponivel sobre os niveis de TREM-1 em pacientes com COVID-19 e outras pneumonias
virais. Esses achados podem fornecer evidéncias sobre o papel pré-inflamatério do
TREM-1 nessas infec¢bes, contribuindo para o perfil inflamat6rio e a progressdo da

doenca.
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5 CAPITULO Ill — Estudo 2: Perfil fenotipico e funcional de neutrofilos e
biomarcadores imunoldgicos em pacientes COVID-19 ap6s vacinagao

5.1 Introducéo

A doenca do coronavirus 2019 (COVID-19), ocasionada pelo virus da sindrome
respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2) resultou em uma pandemia com alto indice de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. No entanto, desde a introducdo da vacinagéo,
em meados de dezembro de 2020, estes altos indices foram reduzidos (WATSON et al.,
2022). Embora, grande parte dos pacientes apresentem a doenca de forma assintomatica
a leve, outros manifestam a forma grave da doenca em decorréncia do desconforto
respiratorio e resposta imune desproporcional que podem ocasionar altos niveis de
citocinas circulantes e inflamacéo excessiva (WOODRUFF et al., 2023; DAVITT et al.,
2022; SOOD; BEDI, 2022; XU et al., 2020).

O sistema imunoldgico inato tem a funcdo de reconhecer o virus e ativar vias
inflamatorias, a fim de elaborar uma resposta antiviral eficaz para a eliminacdo do virus
(SCHULTZE; ASCHENBRENNER, 2021). No entanto, alguns estudos mostraram uma
heterogeneidade na resposta imunoldgica na COVID-19 grave, a qual pode resultar em
uma desregulacao desse sistema e, ocasionar danos aos tecidos, sendo que os neutréfilos
podem exibir fenotipos hiperinflamatdrios e/ou imunossupressores (PURBEY et al.,
2023; DAVITT et al., 2022; HADJAD!J et al., 2020; GIAMARELLOS-BOURBOULIS
et al., 2020).

Evidéncias clinicas ja demonstraram que um maior numero de neutrofilos
periféricos e uma elevada proporcdo de neutrofilos para linfocitos (NRL) estdo
relacionados a resultados mais graves em pacientes com COVID-19, indicando assim o
papel imunopatoldgico dessas células imunes inata durante a infec¢do ocasionada pelo
SARS-CoV-2 (ZHOU et al., 2020; LIU et al., 2020). Embora seja um tipo abundante de
células imunoldgicas, os neutrofilos sdo reconhecidos por seu papel na defesa
antimicrobiana. Entretanto, sua disfuncdo estd relacionada a diferentes respostas
inflamatorias durante a patogénese da infeccdo (CUI et al., 2021).

Com o surgimento de variantes de preocupacdo (VoCs) do SARS-CoV-2 que sdo
capazes de driblar o sistema imune e, consequentemente a resposta imunoldgica induzida

pela vacina, é de suma importancia o conhecimento acerca dos diferentes perfis de
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resposta dos neutrofilos em pacientes vacinados que desenvolvem a COVID-19 grave e
necessitam de hospitalizacdo (GUO; LIU; ZHENG, 2021; NAVECA et al., 2021).

A resposta imunologica pode ser alterada devido ao historico de satde do paciente
(DAVITT et al., 2022) bem como, com os diversos desfechos oriundos da infec¢do
ocasionada pelo SARS-CoV-2 (GREWAL; BUECHLER, 2023). Com isso, a deteccdo de
biomarcadores e alteracBes imunoldgicas relacionadas a gravidade da COVID-19 vem
sendo estudadas. Dentre os diversos marcadores imunolégicos avaliados, o receptor
expresso preferencialmente na superficie de neutrdfilos, TREM-1, vem sendo avaliado
devido a sua contribuicdo na hiperinflamacdo na COVID-19 e em outras doencas
inflamatdrias cronicas (DE OLIVEIRA et al., 2022; DE SA RESENDE et al., 2021).

Esse estudo tem como objetivo avaliar o perfil fenotipico e funcional dos
neutréfilos frente a infeccdo ocasionada pelo SARS-CoV-2 apds a vacinagao, juntamente
com a anélise de biomarcadores imunoldgicos que podem estar associados a progressao
da doenca. Nossa hipotese € que os pacientes COVID-19 grave vacinados apresentem
uma populacdo de neutrofilos que contribuam para o comprometimento da resposta

imunoldgica frente a infecgdo pelos SARS-CoV-2 em comparagao aos ndo vacinados.

5.2 Casuistica e métodos
5.2.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal com analise do fenétipo de neutréfilos obtidos

de pacientes hospitalizados com ou sem vacinagdo 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-qPCR positivo para SARS-
CoV-2. Além disso, os pacientes estavam em tratamento em UTI requerendo suporte de
oxigénio invasivo e fazendo uso de corticoterapia. O estado grave foi confirmado de
acordo com a orientacio 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, sendo que
0s pacientes ndo vacinados foram recrutados entre 08 de setembro de 2020 a 10 de
dezembro de 2020, enquanto os vacinados foram recrutados no periodo de 06 de setembro
de 2021 a janeiro de 2022.
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Os critérios de exclusdo foram: portadores de qualquer tipo de cancer ou doenga
autoimune, gestantes e individuos que apresentaram problemas durante os experimentos
de citometria de fluxo, como baixa obteng&o de células, erros na leitura e problemas na

marcagdo com 0s anticorpos.

5.2.2 Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pelo comité de ética local da Universidade Federal de
Sergipe (CAAE 34240620.7.0000.5546 e nimero de acesso 4.168.255) (ANEXO D). O
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO E), documento em que
consta a proposta, objetivos, procedimentos, riscos e relevancia do projeto, foi aplicado
diretamente com o0s pacientes ou com seus tutores legais. Os procedimentos deste projeto
foram conduzidos de acordo com os principios da Declaracdo de Helsinki, as
recomendac0es 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 Tecnicos 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 demograficos, clinicos e laboratoriais foram obtidos a partir dos
prontuarios dos pacientes hospitalizados na mesma data da coleta de sangue. As variaveis
coletadas foram: idade, sexo, comorbidades, valores absolutos do leucograma
(neutrdfilos, eosinofilos, baséfilos, mondcitos e linfdcitos), hemograma (hemécias,
hemoglobina, hematdcrito e plaquetas), marcadores renais (ureia e creatinina séricas). O
desfecho clinico (alta hospitalar ou 6bito) também foi avaliado, no entanto, alguns

pacientes apresentam dados faltantes.

A razdo neutrofilo/ linfocito (NRL) foi calculada a partir da divisdo dos valores

absolutos de neutrofilos e linfocitos.
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5.2.4 Coleta de sangue

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 admitidos na UTIl. Em
seguida, as amostras foram acondicionadas em isopor com gelo e transportadas para o
Laboratorio de Biologia e Imunologia do Cancer e Leishmania (LABICEL), localizado

no Departamento de Morfologia da Universidade Federal de Sergipe.

As amostras de sangue em tubo EDTA foram direcionadas para 0s experimentos
em citometria de fluxo, enquanto as amostras em tudo sem anticoagulante foram
centrifugados (Universal 32R, Hettich, Buckinghamshire, England) a 1600g por 10 min
para a separacdo do soro e, em seguida, o mesmo foi aliquotado e armazenado a

temperatura de -80°C até 0 momento da analise.

5.2.5 Analise das popula¢6es de células imunoldgicas por citometria de fluxo

Para extrair as células imunolégicas, o sangue fresco com EDTA foi diluido na
proporcao 1:1 com salina e, posteriormente, centrifugado (400 g, 35 minutos, 25°C, sem
freio e aceleracdo forcada) 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 granulécitos ou células
polimorfonucleares (PMN). Para os fins desse estudo, somente a nuvem de
polimorfonucleares foram utilizadas; sendo que estas foram coletadas com cuidado e,
transferidas para novos tubos. Em seguida, essas células granulociticas passaram por duas
ou trés etapas de hemolise, a fim de diminuir a propor¢do de hemacias contidas nessa
amostra, para em seguida ser lavada com solucdo salina e, centrifugada a 400 g, 10
minutos, 15°C, freio e aceleracdo de 7 (Eppendorf Centrifuge 5804R).

Apos estas lavagens, as células foram ressuspendidas em 500 pL de Fc Block
contendo RPMI 1640 (Gibco, Carsbad, CA, USA), sendo que o Fc block, solucdo de
bloqueio das fracdes Fc inespecificas, € composto por 2% de soro fetal de cabra e 2% de
soro bovino fetal, a fim de bloquear as células para marcac6es inespecificas. Estes tubos

de células com Fc block foram incubados & 4°C por 30 minutos. Posteriormente, as células
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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 células polimorfonucleares do sangue periférico foram incubadas com o0s
respectivos anticorpos monoclonais desenhados em paineis. Para caracterizar as
populacdes de células estudadas, foram utilizados os anticorpos monoclonais descritos na
Quadro 1. Além disso, quatro pocos foram plaqueados apenas com células de pacientes
sem anticorpos para servir de controle da autofluorescéncia das células e dois pogos com

celulas de voluntérios sadios, a fim de servir de controle interno do experimento.

Apos incubagdo de 30 minutos, as células foram lavadas mais duas vezes com
tampdo PBS e, entdo, foram fixadas com a adi¢do de 200 pL de formaldeido nos pogos
por até 24 horas. Entdo, as células foram ressuspendidas em 300 pL de PBS e
centrifugadas (400 g, 5 minutos, 4°C, freio e aceleracdo de 8). As amostras foram
adquiridas no Citometro de Fluxo Attune™ NxT usando o software versao 2.4 (Life
Technologies, CA, EUA). Os dados foram analisados usando o software FlowJo versdo
V10 (Treestar Inc, Ashland, EUA).

A Figura 8 ilustra o passo-a-passo desde a extracdo das nuvens de neutréfilos a
partir das amostras de sangue periférico, conforme descrito anteriormente, seguindo para
as estratégias utilizadas na selecdo das populagdes celulares. A analise no FlowJo seguiu-
se, consecutivamente, da delimitacdo de singlets e populagfes células de 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 CD11b™ CD16" na regido dos neutréfilos (STAATS et al., 2019).

Os valores estatisticos disponiveis no software FlowJo foram usados para relatar
a frequéncia relativa de cada populagdo de células imunologicas e os valores de

intensidade de fluorescéncia sdo relatados como MFI.



Quadro 1 Anticorpos utilizados nos experimentos da citometria de fluxo.

Anticorpo Fluorocromo Clone Fornecedor NUmero Fator de Populagéo Atividade relacionada ao receptor
do diluicdo celular (BD BIOSCIENCES, 2011)
catalogo
CD11b APC ICRF44 BD 4330081 1:150 Neutrdfilos Adeséo celular
CD16 FITC 3G8 BD 555406 1:30 Neutrdfilos Fagocitose ou citotoxicidade
dependente de anticorpo
CD182 PerCP-eFluor Ebio5EB- Invitrogen 46182942 1:100 Neutrdfilos Quimiotaxia, liga-se a IL-8
710 C7-F10
CD274 PE MIH1 BD 557924 1:30 Neutrdfilos Atividade supressora sobre outras
células, liga-se ao CD279
HLA-DR Alexa Fluor 700 LN3 Invitrogen 56995642 1:80 Neutrdfilos Apresentacdo de antigeno a células T
TREM-1 PE TREM-26 BiolLegend 314906 1:200 Neutroéfilos Amplificagdo da resposta inflamatoria

50



51

Figura 8 Estratégias de selecdo das populagdes de neutrofilos. De cada grupo foi coletado uma mostra de sangue periférico, que ainda, fresco, foi direcionado para as
etapas de extracdo de células imunolégicas por citometria de fluxo. Ap6s aquisicdo das amostras os dados foram encaminhados para o Flow Jo, conforme indicado na

figura. Legenda: PMN: células polimorfonucleares; N: nimero amostral; N-VAC: ndo vacinados, VAC: vacinados.
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5.2.6 Andlise dos marcadores inflamat6rios no soro

A forma soltvel do TREM-1 (STREM-1, R&D systems, Minneapolis, EUA) e as
concentracOes da interleucina 6 (IL-6, Invitrogen, ThermoFisher, Waltham, EUA) foram
avaliadas no soro utilizando kits de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), seguindo as
instrugOes dos fabricantes. Ao final, as placas foram lidas em um espectrofotdmetro
Epoch BioTek (Agilent, Luzern, Suica) com comprimento de onda de 450 a 570 nm. Uma
curva padrdo era gerada para cada conjunto de amostras testadas, segundo as instrucoes

do fabricante.

5.2.7 Dosagem de citocinas no soro

As citocinas: GM-CSF; IFN-y; IL-1B; IL-2; IL-4; IL-5; IL-6; IL-12 p70; IL-13;
IL-18; e TNF-a, foram quantificadas no soro dos pacientes COVID-19 graves vacinados
e ndo vacinados. Foi realizado ensaio multiplex utilizando um kit ProcartaPlex™ Panel
(Thl/Th2 Cytokine 11 Plex-ProcartaPlex™) (ThermoFisher Scientific, MA, EUA) ¢ a
dosagem foi realizada pelo uso do equipamento Luminex® 100/200 (Luminex Corp., TX,
EUA).

De maneira breve: a placa foi sensibilizada com as beads de captura por cerca de
12 h & 4 °C e sob agitagdo. Em seguida, a placa foi lavada com solucdo especifica de
lavagem e as amostras foram adicionadas e incubadas por 2h. Posteriormente, as placas
foram lavadas e o anticorpo de deteccdo foi adicionado por 30 minutos, seguido de
lavagens da placa e adigdo da estreptavidina-PE. Apds 30 min, as placas foram lavadas e
o0 tampéo de leitura foi adicionado.

5.2.8 Andlises estatisticas

Primeiramente todos os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e, de acordo com a distribui¢do dos dados, os mesmos foram apresentados
como média e desvio padrdo. Em seguida, o teste exato de Fisher foi aplicado a fim de
investigar diferencas nas variaveis de caracterizagdo entre os grupos VAC (vacinados) e
N-VAC (ndo vacinados). Para analisar os niveis séricos de STREM-1 e IL-6 foi utilizado
0 teste de Mann-Whitney.
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Para identificar diferencas significantes na frequéncia ou expressao dos receptores
celulares e/ou fenotipos imunologicos entre os grupos N-VAC e VAC foi aplicado o teste
multiplo de Mann-Whitney.

O coeficientes R de Sperman foi aplicado para avaliar a existéncia de correlacéo
entre as concentracdes periféricas de células imunoldgicas estudadas, citocinas,
marcadores laboratoriais e receptores de superficie dos neutrofilos. Correlacdes fortes
foram consideradas quando o coeficiente R de Spearman foi < -0,70 ou > 0,70.

O nivel de significAncia assumido para as andlises foi de 5%. As andlises
estatisticas e figuras foram desenvolvidas no software GraphPad Prism versdo 9.4 (San
Diego, EUA) e do R Studio versao 4.4.1..

5.3 Resultados

5.3.1 Dados demogréficos, caracteristicas clinicas e laboratoriais

Todos os pacientes com COVID-19 incluidos nesse estudo foram admitidos em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e os dados clinicos e laboratoriais apresentados na
Tabela 2, destacando o estado grave de ambos o0s grupos. No total, foram recrutados 29
pacientes com COVID-19 confirmada laboratorialmente, categorizados em pacientes ndo
vacinados (N-VAC= 17) e vacinados (VAC=12). A média de idade foi de 56,7 anos para
0s pacientes ndo vacinados e 58,25 anos para os vacinados com COVID-19. O nimero
de comorbidades (obesidade, diabetes mellitus e hipertensao sistémica arterial) foi maior
entre os pacientes ndo vacinados em relacdo aos vacinados, mas nenhum desses fatores
apresentou associacao estatistica significativa.

A partir disso, observando os dados laboratoriais, a média das contagens
absolutas de eritrocitos foi de 5,48 milhdes por microlitro nos pacientes N-VAC e de 3,20
milhGes por microlitro nos VAC. Por conseguinte, a média do valor de hemoglobina foi
similar entre pacientes VAC e N-VAC e, ambas abaixo do valor de referéncia (Tabela 2).

Com relacdo a média de leucécitos totais, os pacientes N-VAC apresentaram
maior média (19052,00 + 10963,00) em relacdo aos vacinados (14612,67 + 4579,01). No
entanto, ndo houve diferenca na média das contagens absolutas de neutrofilos,
eosindfilos, basofilos, linfécitos e mondcitos entre os grupos. Entretanto, ao analisar as

médias obtidas em relagdo ao valor de referéncia, é possivel observar que os pacientes N-
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VAC e VAC apresentaram média de neutrofilos acima do valor de referéncia, enquanto
que os N-VAC e VAC apresentaram linfopenia (Tabela 2).

A razdo neutrofilo/linfocito (NRL) de ambos o0s grupos ndo apresentaram
diferencas estatisticas; no entanto, ao analisar os valores obtidos observamos que 0s
pacientes VAC apresentaram maior média em relacdo aos N-VAC (Tabela 2).

Os pacientes incluidos no estudo apresentaram a média da ureia sérica acima do
valor de referéncia, esse mesmo metabolito foi visualmente maior nos pacientes VAC
(91,32 + 48,93), apesar de ndo ser uma diferenca significativa. Também n&do houve
diferenca na media da creatinina sérica entre os grupos estudados (Tabela 2).

Somados, os dados laboratoriais encontrados nos pacientes incluidos nos dois

grupos contribuem para caracterizar o quadro grave da doenca em ambos 0s grupos.



Tabela 2 Caracterizagdo dos pacientes COVID-19 grave vacinados e ndo vacinados.
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Variaveis Vacinados N&o-Vacinados P Referéncia de
(VAC=12) (N-VAC=17) normalidade
Caracteristicas gerais
Idade (média + SD) 58,25 + 16,27 56,7 £ 22,77 0.8362 -
Sexo (%)
Feminino 8 (66,7) 8 (47,1) 0.451° -
Masculino 4 (33,3) 9 (52,9) -
Obesidade (%)
Sim 4 (33,3) 2 (11,8) 0.198° -
Né&o 8 (66.7) 15 (88,2) -
Diabetes Mellitus (%)
Sim 7 (58,3) 11 (64,7) 0.999° -
Né&o 5(41,7) 6 (35,3) -
Hipertensdo Arterial
Sistémica (%)
Sim 7 (58,3) 13 (76,5) 0.422° -
Né&o 5(41,7) 4 (23,5) -
Desfecho Clinico*
Obito 1 2 0.999° -
Sobrevivéncia® 11 10 -
Dados laboratoriais
Eritrdcitos (x108/uL) 3,20 £0,52 5,48 £ 6,27 0.565? 3,90 -5,20
Hemoglobina (g/dL) 8,99+1,16 9,06 +1,16 0.8842 11,70 - 15,70
Hematdcrito (%) 28,35 + 4,39 26,38 + 3,65 0.2472 36,00 - 47,00
Plaquetas (x10%/uL) 221,27 +£131,76 290,27 + 144,61 0.3472 150,00 - 450,00
Leucécitos Totais (x10%/uL) 14612,67 £4579,01 19052,00 + 19063,00 0.5242 4,00 - 11,00
Neutréfilos (%) 83,10 £8,71 85,17 +7,38 0.6002 40,00 - 70,00
Eosindfilos (%) 2,40 £2,82 2,03 £2,25 0.5612 1,00 - 5,00
Basofilos (%) 0,42 £0,18 0,43 +0,23 0.875% 0,00 - 1,00
Linfdcitos (%) 9,36 £ 6,28 5,95 +4,90 0.2112 20,00 - 40,00
Mondcitos (%) 4,40+1,74 5,80 £ 4,80 0.155? 2,00 - 12,00
Razdo NRL*® 16,49 + 13,66 11,75 + 14,93 0.2162 -
Ureia Sérica (mg/dL) 91,32 + 48,93 76,25 + 36,22 0.540? 10,00 — 45,00
Creatinina Sérica (mg/dL) 1,35+0,87 1,32 +1,26 0.468? 0,60 — 1,20

Os dados sdo apresentados como média e desvio padrdo de acordo com a distribuigdo ndo normal. Razdo NRL:
razdo entre nimero absoluto de neutréfilos por linfécitos; A porcentagem de leucécitos foi calculada de acordo
com o total de leucdcitos de cada paciente. @ Teste de Mann-Whitney; ® Teste de Fisher’s; ® Razdo
Neutréfilo/Linfcito (unidades arbitrarias); "Alguns dados estavam ausentes dos registros; P indica diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05).

5.3.2 Analise dos niveis séricos de STREM-1 e IL-6 em pacientes COVID-19 graves ndo

vacinado e vacinados.

Uma vez que os estudos prévios demonstraram que o0s niveis séricos de STREM-

1 e IL-6 estdo relacionados ao perfil de gravidade dos pacientes COVID-19, avaliamos

estes biomarcadores em pacientes graves antes e apds a vacinacao.

Com a avaliacdo dos niveis séricos de STREM-1 e IL-6, biomarcadores

inflamatorios envolvidos na gravidade da COVID-19, foi observado que individuos
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vacinados apresentam menores concentragdes dessas moléculas (Figura 9). Os niveis de
STREM-1 (Figura 8A) foram maiores em pacientes COVID-19 N-VAC (média 726,4 +
11,37; 71991), em relacdo aos VAC (media 444 + 0,0; 1487), ndo apresentando diferenca
estatistica entre os grupos.

A média dos niveis de IL-6 (Figura 9B) foi maior nos pacientes N-VAC (226.4
+11,10; 1285) em relacdo aos VAC (33,87 = 1,23; 59,17) apresentando diferenca

estatistica entre os grupos com valor de p = 0,0059.

Figura 9 Niveis séricos de STREM-1 e IL-6 em pacientes COVID-19 graves nao
vacinados e vacinados. Os gréficos sdo representados em boxplots com valores médios
+ minimos e maximos (cada ponto representa um paciente) (N-VAC, n = 17; VAC, n=
12). As diferencgas foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney, p < 0,05 foi considerado
significativo.
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5.3.3 Analise dos marcadores de superficie expressos em neutréfilos avaliados atraves
da citometria de fluxo

Para avaliar o perfil fenotipico e funcional dos neutréfilos através da expressao de
marcadores de superficie em pacientes COVID-19 graves apds a vacinacdo, realizamos a
extracdo dessas células imunes no sangue periférico de pacientes ndo vacinados e
vacinados e estas foram examinadas através da citometria de fluxo observando a
frequéncia relativa de cada populacdo de neutréfilos, juntamente com os valores de

intensidade de fluorescéncia, MFI.

A populacdo de neutréfilo estudada foi caracterizada como células
CD11b*CD16". Dentro dessa populacdo de neutréfilos, foi analisada a expressdo do

receptor de quimiotaxia (CD182) (Figura 10), o qual avalia a capacidade dos neutrofilos
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migrarem da circulacdo para o local de inflamagdo, sendo que os pacientes VAC
apresentaram maior porcentagem de neutréfilos quanto MFI em relacdo aos néo

vacinados, com valor de p=0,003 e p=0,001, respectivamente.

Figura 10 Analise da expressdao do marcador de superficie CD182 na populacdo de
neutrofilos CD11b+CD16+ em pacientes COVID-19 graves ndo vacinados e vacinados.
Os graficos sdo representados em boxplots com valores médios £ minimos e maximos
(cada ponto representa um paciente) (N-VAC, n = 17; VAC, n=12). As diferencas foram
avaliadas pelo teste de Mann-Whitney, p < 0,05 foi considerado significativo. Legenda:
MFI (valor de intensidade de imunofluorescéncia) de neutréfilos expressando CD182.
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Quanto a expressdao do TREM-1, receptor de inflamacdo, os neutréfilos dos
pacientes vacinados apresentam maior expressao tanto na porcentagem de células quanto
no MFI, com valor de p<0,0001 (Figura 11).
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Figura 11 Andlise do receptor de superficie expresso em células mieldides tipo 1 (TREM-
1) de neutrofilos CD11b+CD16+ em pacientes COVID-19 graves ndo vacinados e
acinados. Os graficos sdo representados em boxplots com valores médios £ minimos e
méaximos (cada ponto representa um paciente) (N-VAC, n = 17; VAC, n= 12). As
diferengas foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney, p < 0,05 foi considerado
significativo. Legenda: MFI (valor de intensidade de imunofluorescéncia) de neutréfilos
expressando TREM-1.

150 15000 <0.0001
. 5
g <0.0001 =
i = 10000 °
£ 1004 oge “:p 2
8 [S6) = (<]
= C ) © e
£ °o® 8 5000 000
o 504 [©) z % ° : ° o
P ) % o ()
S | T
= 2 = 0 s |.. T

0
¢ 1 o o
S & & &
& E N S
& S @ @
Kod X
3 A\ o
& N

Em continuidade, os neutréfilos CD11b* dos pacientes VAC apresentaram um
maior percentual de neutrofilos expressando HLA-DR e um maior MFI de HLA-DR*
(Figura 12), com valor de p<0.0001 e p=0.002, respectivamente. Enquanto que, 0s
pacientes N-VAC apresentaram menor porcentagem de neutréfilos expressando PD-L1
(CD274), com valor de p=0.0091 (Figura 13).
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Figura 12 Avaliagdo da expressdo de marcador de imunossupressdo, HLA-DR, na
populacdo de neutrofilos CD11b+ de pacientes COVID-19 graves vacinados e ndo
vacinados. Os gréficos sdo representados em boxplots com valores médios £ minimos e
méaximos (cada ponto representa um paciente) (N-VAC, n = 17; VAC, n= 12). As
diferengas foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney, p < 0,05 foi considerado
significativo. Legenda: MFI (valor de intensidade de imunofluorescéncia) de neutréfilos
expressando HLA-DR).
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Figura 13 Avaliagdo da expressdo do marcador de imunossupressdo, PD-L1, na
populacdo de neutrofilos CD11b+ de pacientes COVID-19 graves nao vacinados e
vacinados. Os gréficos sdo representados em boxplots com valores médios £ minimos e
méaximos (cada ponto representa um paciente) (N-VAC, n = 17; VAC, n= 12). As
diferengas foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney, p < 0,05 foi considerado
significativo. Legenda: MFI (valor de intensidade de imunofluorescéncia).
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5.3.4 Analise do perfil funcional dos neutréfilos por citometria de fluxo

Para avaliar o perfil funcional dos neutrofilos em pacientes COVID-19 graves nao

vacinados e vacinados, foram analisados os seguintes painéis:

e Inflamagdo: CD182" TREM-1*
e Imunorregulacdo: CD274" HLA-DR*

Apos a andlise do fenotipo inflamatdrio nos neutrdéfilos, foi possivel observar que
os pacientes COVID-19 graves vacinados expressaram mais CD182*TREM-1* (Figura

14) (p=0.0009) em relacéo aos ndo vacinados.

Figura 14 Avaliacdo da expressao do fenétipo inflamatdrio na populagdo de neutréfilos
CD11b+CD16+ em pacientes COVID-19 graves ndo vacinados e vacinados. Os graficos
sdo representados em boxplots com valores medios + minimos e maximos (cada ponto
representa um paciente) (N-VAC, n = 17; VAC, n= 12). As diferencas foram avaliadas
pelo teste de Mann-Whitney, p < 0,05 foi considerado significativo.
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Em relagdo ao fendtipo imunorregulador (HLA-DR*PD-L1"), os pacientes
vacinados apresentaram maior porcentagem de neutrofilos com esse perfil, com valor de
p<0.0001 (Figura 15).
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Figura 15 Avaliacdo da expressdo do fenotipo imunorregulador em neutrofilos de
pacientes COVID-19 graves ndo vacinados e vacinados. Os graficos sdo representados
em boxplots com valores médios £ minimos e maximos (cada ponto representa um
paciente) (N-VAC, n = 17; VAC, n= 12). As diferencas foram avaliadas pelo teste de
Mann-Whitney, p < 0,05 foi considerado significativo.
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5.3.4 CorrelagGes entre a caracterizacdo celular dos neutrofilos com os marcadores
imunoldgicos e laboratoriais dos pacientes COVID-19 grave vacinados e ndo vacinados

Os pacientes com COVID-19 grave ndo vacinados e vacinados apresentaram
diversas correlacdes entre os receptores de superficie expresso em neutréfilos (CD182,
TREM-1 e PD-L1) com as citocinas (IL-18, IL-6, IL-4, IL-1B, IL-12p70, TNF-a, GM-
CSF, IFN-y) dosadas através do LUMINEX e, com os dados laboratoriais dos pacientes

descritas a seguir.

Destacando, em pacientes com N-VAC (Figura 16A), observamos que as
citocinas, exceto a IL-6, se correlacionaram entre si. A frequéncia do receptor TREM-1
mostrou uma forte correlagdo negativa com GM-CSF (rho = -0,882, p = 3,079), IFN-y
(rho = - 0,892, p = 1,60), I1L-12p70 (rho = -0,774, p = 1,70), IL-18 (rho = -0,750, p =
0,018) e TNF-a (rtho = 0,750, p=2,72). Também foram detectadas associa¢des negativas
significativas fortes entre a TREM-1 MFI e os niveis de diferentes citocinas, como GM-
CSF (rho =-0,84, p = 9,74) e IL-5 (rho = -0,77, p = 9,55).

Por outro lado, o grupo de pacientes VAC (Figura 16B) apresentou menos
correlacdes entre os marcadores imunoldgicos e clinicos em comparagdo com o N-VAC.

Em geral, a expressdo dos niveis de citocinas se correlacionou entre si. A frequéncia de
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PD-L1 correlacionou-se positivamente com os niveis de IL-6 (rho = 0,56, p = 0,042).
Embora o MFI do receptor PD-L1 tenha apresentado correlagcdes positivas com as
citocinas, essas foram consideradas correlagdes fracas. Também foi encontrada uma
associacdo negativa entre a frequéncia de TREM-1 e a MFI do receptor PD-L1 (rho = -
0,371, p = 0,210). Por fim, foram encontradas correla¢es entre os niveis de ureia e as
citocinas IFN-y (rho = 0,711, p = 0,384) ¢ IL-18 (rho = 0,833, p = 0,008).

Figura 16 Analises de correlacdo dos marcadores imunoldgicos e laboratoriais dos
pacientes COVID-19 grave, utilizando o R Studio.
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5.4 Discussao

Os resultados deste estudo revelam marcadores imunologicos associados a
gravidade da COVID-19, destacando-se atividades inflamatdrias e reguladoras dos
neutréfilos dos pacientes vacinados e ndo vacinados, juntamente com a presenca de
citocinas que fazem parte da imunopatologia ocasionada pela infeccdo do virus SARS-
CoV-2.

Os grupos experimentais (VAC vs N-VAC) do presente estudo ndo foram
estatisticamente comparaveis com relacdo aos parametros laboratoriais (hemograma,

leucograma e plaquetas) e clinicos avaliados (comorbidades, ureia, creatinina,

o
@
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sobrevivéncia/obito), sendo compreensivel observar a auséncia de diferencga entre esses
parametros, uma vez que ambos apresentavam quadros graves da doenca e estavam

internados na UTI.

E importante destacar que os pacientes N-VAC e VAC diferiram significativamente
com relacdo os niveis séricos de IL-6 (p=0,0059), onde os N-VAC apresentaram maiores
niveis séricos, consequentemente apresentam um processo inflamatério mais intenso. Isto
é de particular importancia no contexto do estudo atual, uma vez que essa mudanca de
perfil pro-inflamatorio para anti-inflamatorio, mediante a concentracdo sérica de IL-6
como observado por Wang e cols. (2022), induzida pela vacinacdo, foi visualizada nos
pacientes COVID-19 grave vacinados. Essa interleucina consiste em uma citocina pro-
inflamatoria, que ja foi relatada por participar de disturbios inflamatérios, incluindo
infecgOes virais; estando presente no desenvolvimento da tempestade de citocinas na
COVID-19. A IL-6 ¢ produzida mediante o estimulo de mondcitos e macrdfagos frente a
infec¢des ou lesdes teciduais, que estimulam PRR’s @ PAMP’s e DAMP’s aumentando

0s niveis séricos (WANG et al., 2022).

Ao analisarmos os niveis séricos de STREM-1 e IL-6, nos pacientes em estudo,
observamos que 0s pacientes vacinados apresentaram menor concentragao sérica desses
dois marcadores imunoldgicos; o que nos faz inferir que, a vacinagdo, como abordagem
terapéutica pode ter ocasionado uma modulacéo da resposta imune frente a infeccéo viral.
Van Singer e cols. (2021) e De Nooijer e cols. (2021) relataram que, as concentragdes de
STREM-1 e IL-6 podem ser utilizadas como pardmetros de triagem para decidir a

terapéutica a ser realizada nos pacientes com COVID-19.

Em nosso estudo foi observado um aumento do nivel sérico de STREM-1 em
pacientes com COVID-19 grave; porém, ndo houve diferenca estatistica entre o0s
pacientes vacinados e ndo vacinados. Em nossa metanalise (DE OLIVEIRA et al., 2022),
observamos um aumento do nivel sérico de STREM-1 em pacientes infectados em
comparagdo com individuos saudaveis, demonstrando a relacdo desse marcador
inflamatorio na COVID-19. Os niveis plasmaticos elevados de STREM-1 em pacientes
COVID-19 grave ndo vacinados, encontrados em nosso estudo, podem ser indicativos de
uma resposta inflamatdria excessiva e estar contribuindo para a progressdo da doenca. No
entanto, ja foi relatado que a infeccdo causada pelo SARS-CoV-2 nas células do

hospedeiro pode ocasionar uma maior liberacdo de citocinas e um estado
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hiperinflamatdrio, como consequéncia de uma desregulacdo da resposta imune (SHI et
al., 2020; TAN et al., 2020).

No presente estudo, 2 (8,5%) pacientes ndo vacinados e 1 (12%) paciente vacinado
foram a dbito. No entanto, é fundamental destacar que, a auséncia de dados referentes ao
namero de 6bitos dos pacientes deste estudo, impossibilitou uma melhor associagéo entre
vacinados e ndo vacinados com o do desfecho clinico de Obito. Segundo dados
epidemioldgicos, o periodo do nosso estudo compreendeu duas ondas da infeccéo, a
primeira com prevaléncia das variantes B.1, B.1.1.33, B.1.1.119 e B.1.1.28 (setembro a
dezembro de 2020), e a segunda com predominio da variante Delta (setembro a dezembro
de 2021 e janeiro de 2022) (DOS SANTOS et al., 2021; FREITAS et al., 2023). A
necessidade do uso de suporte invasivo de oxigénio (ventilagdo mecanica) consiste em
um sinal de COVID-19 grave, estando associada ao desfecho de morte (CHEN et al.,
2020). Alem disso, pacientes que desenvolvem sintomas mais graves da doenca
apresentam intensa resposta inflamatoria associada a infeccdo por SARS-CoV-2 e,
geralmente necessitam de interna¢do em UTI (GREWAL; BUECHLER, 2023; DAVITTI
etal., 2022). Segundo Armstrong e cols. (2020), a taxa de mortalidade em pacientes com
COVID-19 na UTI pode variar de 0 a 84,6%.

Observamos nesse estudo que, a média da contagem de neutrofilos em pacientes
vacinados foi de 83,10 + 8,71 e ndo vacinados de 85,17 + 7,38, ambos acima do valor de
referéncia; demonstrando assim o maior recrutamento dessas células de defesa a fim de
controlar a infecgdo ocasionada pelo SARS-CoV-2. Em consonancia com relatos
anteriores (BARNES et al., 2020; XIA et al., 2020), observamos aumento na contagem
de leucdcitos e proporcGes aumentadas de neutréfilos em pacientes com COVID-19
grave. Dos parametros avaliados, cabe destacar os relacionados a resposta imune como a
linfopenia, e a neutrofilia que consiste em um biomarcador de infecgdo aguda, uma vez
que os neutrofilos desempenham importante papel na resposta imune inata e, seu aumento
ja foi relacionado a resultados adversos, inflamacdo, em pacientes com COVID-19
(HENRY et al., 2020).

Diversos estudos ja relataram o papel da NRL na distin¢cdo entre casos de COVID-
19 néo graves e graves, incluindo a necessidade da internacdo em UTI (McKENNA et
al., 2022; JIMENO et al., 2021; ZHOU et al., 2020). Em nosso estudo, 0s pacientes com
COVID-19 grave vacinados apresentaram maior média de NRL em relagdo aos nédo

vacinados com valor de p=0,216.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7405822/#bib8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7405822/#bib129
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Os neutrofilos sdo importantes células de defesa imune inata. Estudos com
COVID-19 j& mostraram associacdo dessas celulas com a progressdo da doenca
(PURBEY etal., 2023; HENRY et al., 2020). No entanto, em relacéo a sua funcionalidade
ainda existem lacunas que precisam ser compreendidas. Nesse estudo foi observado que,
0s pacientes COVID-19 grave vacinados apresentaram uma maior populacdo de
neutrofilos ativados expressando receptores de superficie relacionados a quimiotaxia
(CD182), inflamacéo (TREM-1), a regulacdo da resposta imune (PD-L1) e apresentacdo
de antigenos (HLA-DR) para células da resposta adaptativa.

Remy e cols. (2020) e Ritchie e Singanayagam (2020) relataram que a
desregulacao imunoldgica ja foi observada em infecgdes graves e na sepse, caracterizando
uma progressdao de estados hiperinflamatérios para imunossupressdo, sendo que
mecanismos similares foram propostos para a COVID-19 grave (GIAMMARELLOS-
BOURBOULIS et al., 2019). Trabalhos anteriores demonstraram a importancia de
neutrofilos apresentarem HLA-DR como molécula de ativagdo. Achados similares foram
vistos na avaliacdo de neutrofilos HLA-DR+ em pacientes com doenga pulmonar
obstrutiva crénica (SCRIMINI et al., 2013). De maneira similar a COVID-19, a gravidade

dessas duas doencas esta associada a um perfil inflamatorio exacerbado.

A analise da expressdo dos marcadores de superficie nos neutréfilos revelou ainda
uma heterogeneidade fenotipica nessas células, que pode ser devido a condicéo patologica
ocasionada pela infecgéo grave no contexto da mielopoiese de emergéncia para combater
a infeccdo ocasionada pelo SARS-CoV-2, como ja visualizado por Schultze e cols.
(2019), estando associada a respostas imunes disfuncionais, marcadas por inflamacéo
(CD182'TREM-1*) e imunorregulacdio (HLA-DR*PD-L1") combinadas, como
observado em nossa populacdo. Neutréfilos com esse perfil apresentam-se mais ativados
e com capacidade de realizar a degranulacdo, oxidacdo, bem como ocasionar mais
inflamacdo. Além disso, a presenca desses marcadores nos neutréfilos indica uma maior
capacidade de controle da resposta dessas células, o que poderia contribuir para uma
resposta mais efetiva e menos deletéria para os pacientes. Pilai e cols. (2018) observaram
em cancer neutréfilos com perfil imunossupressor através da superexpressdo de PD-L1,
o0 qual favoreceu a ndo deteccdo das células cancerigenas pelas células T, associando-se
a fendtipos mais agressivos no cancer.

O aumento da expressdo dos receptores CD182 e TREM-1 foi observado nos

neutréfilos, sendo que ao realizarmos essa integracdo a funcionalidade observamos a
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presenca de uma populacdo de neutrofilos que expressa o0s dois receptores de maneira que
a populacéo de neutrofilos € maior nos pacientes COVID-19 grave vacinados quando

comparado aos ndo vacinados.

E importante destacar que a expressdo de moléculas de regulagdo n&o
necessariamente estd associada a anergia ou eficiéncia da resposta imune. Essas
moléculas sdo expressas quando os neutrdfilos sdo ativados e servem para uma melhor
regulacdo pela imunidade adaptativa. Em resumo, a maior expresséo desses marcadores
em individuos vacinados sugere um estado mais ativado ou preparado do sistema
imunoldgico, particularmente em termos de regulacdo, na apresentacdo de antigenos,
quimiotaxia, resposta inflamatoria e ativacdo imune. Isso pode ser um reflexo da
capacidade aprimorada do sistema imunoldgico de responder a infeccdes devido a
sensibilizacdo prévia das células de defesa pela vacina. No entanto, é importante notar
que essas interpretacbes sdo especulativas e baseadas nas funcdes gerais desses
marcadores. Pesquisas adicionais, incluindo ensaios funcionais e correlagdo clinica,

seriam necessarias para tirar conclusdes definitivas.

Em relagdo aos niveis de ureia sérica, os pacientes COVID-19 grave vacinados e
ndo vacinados apresentaram a média acima do valor de referéncia, sendo que esse mesmo
metabdlito foi visualmente maior nos pacientes VAC (91,32 + 48,93), apesar de ndo haver
uma diferenca significativa entre os grupos. Embora néo haja diferenca entre os grupos
de estudo, os niveis de creatinina estavam aumentados (Tabela 2). Em corroboracdo a
esses achados, a COVID-19 tem sido amplamente associada ao dano renal agudo em
pacientes graves, especialmente os internados em UTI, o que pode explicar esses achados
em relacdo aos niveis de creatinina (POLONI, JAHNKE e ROTTA, 2020).

No presente estudo, encontramos correlacbes entre algumas citocinas com
marcadores imunolégicos e laboratoriais, conferindo assim o importante papel dessas
moléculas no que tange ao desfecho da infeccdo, uma vez que a COVID-19 ¢
caracterizada pelo aumento sistémico de varias citocinas que podem contribuir para uma
resposta imune disfuncional, causando uma tempestade de citocinas periféricas (HAN et
al., 2020; MEHTA et al., 2020). Também observamos que pacientes gravemente
vacinados contra a COVID-19 tém um receptor regulador (PD-L1) em neutréfilos,
correlacionando-se positivamente com um perfil de citocinas pro-inflamatorias (I1L-6,
INF-y, TNF-a e IL-18) e negativamente com TREM-1. Como a molécula PD-L1 tem sua

expressao aumentada por citocinas pro-inflamatorias, como INF-y, além de ser regulada
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por GM-CSF, IL-4 e outras citocinas que tém uma cadeia gama comum (SABBATINO
et al., 2021). Essas analises contribuem para a compreensdo de que esses pacientes tém

um sistema imunoldgico mais ativo que esta preparado para controlar a infeccéo.

Ao final, percebemos que os pacientes COVID-19 grave vacinados apresentam
um perfil inflamatério e de regulacdo nos neutréfilos, que se correlaciona com um perfil
de citocinas pro-inflamatérias. Essas citocinas estdo correlacionadas com receptores de
superficie relacionados com a capacidade de realizar a quimiotaxia (CD182), inflamacéo
(TREM-1) e imunorregual¢cdo (PD-L1) contribuindo para a compreensao de que estes
pacientes apresentam um sistema imunolégico mais ativado, robusto e regulamentado

para controlar a infeccao.

Finalmente, reconhecemos algumas limitagcbes em nosso estudo, uma vez que nao
realizamos uma andlise longitudinal, bem como ndo tivemos informacgfes acerca da
quantidade de dias de hospitalizacdo, desfecho de sobrevivéncia ou morte de todos os
pacientes, quantidade de vacinas administradas, limitando assim nossa compreensao
sobre o perfil de resposta dos neutréfilos dos pacientes COVID-19 grave vacinados.
Nossos resultados abordam a necessidade da importancia de avaliar a relagédo da
vacinacdo na modulacdo da resposta imune, principalmente no que tange ao papel dos
neutrofilos no controle da infeccdo viral. Ainda, nossos achados devem ser

cuidadosamente interpretados, uma vez que refletem respostas imunoldgicas periféricas.

5.5 Conclusao

Os pacientes vacinados contra a COVID-19 grave apresentaram niveis séricos
mais baixos de STREM-1 e IL-6 em comparagdo com os pacientes ndo vacinados. No
entanto, eles apresentaram maior expressao de receptores de superficie de neutrofilos
CD182 (quimiotaxia), TREM-1 (inflamacdo), HLA-DR (apresentacdo de antigenos) e
PD-L1 (regulacdo) e correlacdes significativas com citocinas pré-inflamatorias INF-y,
TNF-o e IL-18 em comparagdo com pacientes com COVID-19 grave ndo vacinados;
assim, demonstrando um perfil de neutr6filos mais inflamatdrio e regulador nesses
pacientes. Contudo, a vacinagdo favoreceu um estado mais ativado ou um sistema
imunoldgico mais preparado, em termos de regulacdo, apresentacdo de antigenos,

guimiotaxia, resposta inflamatdria e ativacdo imune frente a infeccdo pelo SARS-CoV-2.
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6. CONCLUSAO GERAL

A revisdo sistematica e de metanalise realizada, foi a primeira a investigar os
niveis de TREM-1 em infecgdes virais, particularmente na COVID-19. Esse estudo,
evidenciou acerca da presenca de niveis aumentados de STREM-1 1 em pacientes com
infeccdo por SARS-CoV-2, especialmente entre aqueles com COVID-19 grave, bem
como observou que o TREM-1, tanto soltvel quanto como um marcador de superficie em
leucocitos, pode estar envolvido em pneumonias virais e, € sugerido como um
biomarcador de gravidade. Com isso, reforcamos a necessidade de realizacdo de mais
estudos sobre 0 TREM-1 em infec¢des virais, que podem ser clinicamente Uteis na
previsdo de resultados e estratégias terapéuticas. No que tange ao perfil fenotipico e
funcional de neutréfilos em pacientes com COVID-19, observamos alteragdes no perfil
de resposta entre os pacientes vacinados e ndo vacinados, uma vez que, essas células da
imunidade inata estdo envolvidas na patogenicidade da infeccdo pelo SARS-CoV-2 e,
devem ser consideradas em estudos que avaliam a atuacdo da vacinacgao, em virus, para

o0 controle da doenca.

7. PERSPECTIVAS

A fim de melhor avaliar os possiveis polimorfismos existentes nos neutrofilos de
pacientes positivos para COVID-19 apds a vacinacdo, uma vez que o presente estudo
apresentou limitacGes quanto ao nimero de pacientes avaliados juntamente com alguns
dados laboratoriais e demogréaficos, foi elaborado um projeto de p6s-doutorado submetido
ao EDITAL FAPITEC/SE/FUNTEC — N° 03/2024, atendendo a linha Tematica 1.4.2:
Saude, que tem como proposta correlacionar os marcadores moleculares da resposta
imune com o perfil de resposta adquirido pelos neutréfilos dos pacientes positivos para o
virus SARS-CoV-2, uma vez que nossa hipdtese é que a vacinacgao altere o perfil de
resposta dos neutrofilos frente a infeccdo pelo SARS-CoV-2, mediante a existéncia de

polimorfismos nessas células imunoldgicas.
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ANEXO A - Estratégia de busca.

Tabela Suplementar 1. Estratégias de busca.

Pubmed

((Respiratory Tract Infections) OR (Infection, Respiratory Tract) OR (Respiratory
Tract Infection) OR (Infections, Respiratory) OR (Infections, Respiratory Tract) OR
(Respiratory Infections) OR (Respiratory Syncytial Virus, Human) OR (Human
respiratory syncytial virus) OR (Human respiratory syncytial virus type A) OR (Human
respiratory syncytial virus type B) OR (Pneumonia, viral) OR (Pneumonias, Viral) OR
(Viral Pneumonia) OR (Viral Pneumonias) OR (Respiratory Distress Syndrome) OR
(ARDS, Human) OR (Human ARDS) OR (Severe Acute Respiratory Syndrome) OR
(Respiratory Syndrome, Severe Acute) OR (SARS) OR (Respiratory Syndrome, Acute,
Severe) OR (SARS virus) OR (Severe Acute Respiratory Syndrome Virus) OR (SARS-
Related Coronavirus) OR (Coronavirus, SARS-Related) OR (SARS Related
Coronavirus) OR (SARS-CoV) OR (Urbani SARS-Associated Coronavirus) OR
(Coronavirus, Urbani SARS-Associated) OR (SARS-Associated Coronavirus, Urbani)
OR (Urbani SARS Associated Coronavirus) OR (SARS Coronavirus) OR
(Coronavirus, SARS) OR (Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus) OR
(Severe acute respiratory syndrome related coronavirus) OR (SARS-Associated
Coronavirus) OR (Coronavirus, SARS-Associated) OR (SARS Associated
Coronavirus) OR (SARS-CoV-2 variants) OR (Coronavirus Infections) OR
(Coronavirus Infection) OR (Infection, Coronavirus) OR (Infections, Coronavirus) OR
(Middle East Respiratory Syndrome) OR (MERS) OR (Middle East respiratory
syndrome-related coronavirus) OR (Middle East respiratory syndrome related
coronavirus) OR (MERS-CoV) OR (MERS Virus) OR (MERS Viruses) OR (Virus,
MERS) OR (Viruses, MERS) OR (COVID-19) OR (COVID 19) OR (COVID-19 Virus
Disease) OR (COVID 19 Virus Disease) OR (COVID-19 Virus Diseases) OR (Disease,
COVID-19 Virus) OR (Virus Disease, COVID-19) OR (COVID-19 Virus Infection)
OR (COVID 19 Virus Infection) OR (COVID-19 Virus Infections) OR (Infection,
COVID-19 Virus) OR (Virus Infection, COVID-19) OR (2019-nCoV Infection) OR
(2019 nCoV Infection) OR (2019-nCoV Infections) OR (Infection, 2019-nCoV) OR
(Coronavirus Disease-19) OR (Coronavirus Disease 19) OR (2019 Novel Coronavirus
Disease) OR (2019 Novel Coronavirus Infection) OR (2019-nCoV Disease) OR (2019
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nCoV Disease) OR (2019-nCoV Diseases) OR (Disease, 2019-nCoV) OR (COVID19)
OR (Coronavirus Disease 2019) OR (Disease 2019, Coronavirus) OR (SARS-COV-2)
OR (SARS-COV-2 Virus) OR (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2)
OR (SARS Coronavirus 2 Infection) OR (SARS-CoV-2 Infection) OR (Infection,
SARS-CoV-2) OR (SARS CoV 2 Infection) OR (SARS-CoV-2 Infections) OR
(COVID-19 Pandemic) OR (COVID 19 Pandemic) OR (COVID-19 Pandemics) OR
(Pandemic, COVID-19) OR (Coronavirus NL63, Human) OR (NL63, Human
Coronavirus) OR (HCoV-NL63) OR (Human Coronavirus NL63) OR (Coronavirus
229E, Human) OR (HCoV-229E) OR (Human Coronavirus 229E) OR (Coronavirus
0OC43, Human) OR (HCoV-0C43) OR (Human Coronavirus OC43) OR (Influenza,
Human) OR (Human Influenzas) OR (Influenzas, Human) OR (Influenza) OR
(Influenza A) OR (Influenza A H5N5) OR (Influenza A H1IN1) OR (Influenza B) OR
(orthomyxoviridae) OR (Influenzas) OR (Human Flu) OR (Flu, Human) OR (Human
Influenza) OR (Influenza in Humans) OR (Influenza in Human) OR (Grippe) OR
(Paramyxoviridae Infections) OR (Infections, Paramyxoviridae) OR (Infection,
Paramyxoviridae) OR (Infection, Paramyxoviridae) OR (Paramyxoviridae Infection)
OR (Parainfluenza Virus Infections) OR (Infection, Parainfluenza Virus) OR
(Infections, Parainfluenza Virus) OR (Parainfluenza Virus Infection) OR (Virus
Infection, Parainfluenza) OR (Virus Infections, Parainfluenza) OR (Parainfluenza) OR
(Parainfluenza virus type 1) OR (Parainfluenza virus type 2) OR (Parainfluenza virus
type 3) OR (Parainfluenza virus type 4) OR (Adenoviridae Infections) OR (Adenovirus
Infections) OR (Infections, Adenoviridae) OR (Adenoviridae Infection) OR (Infection,
Adenoviridae) OR (Infections, Adenovirus ) OR (Adenovirus Infection) OR (Infection,
Adenovirus) OR  (Metapneumovirus) OR  (Metapneumoviruses)  OR
(Metapneumovirus, Human) OR (Human Metapneumoviruses) OR
(Metapneumoviruses, Human) OR (Human Metapneumovirus) OR (Bronchitis) OR
(Bronchitides) OR (Bronchiolitis, Viral) OR (Bronchiolitides, Viral) OR (Viral
Bronchiolitides) OR (Viral Bronchiolitis) OR (Rhinovirus) OR (Rhinoviruses) OR
(Common Cold Virus) OR (Cold Virus, Common) OR (Cold Viruses, Common) OR
(Common Cold Viruses) OR (Coryza Viruses) OR (Coryza Virus) OR (Bocavirus) OR
(Bocaviruses) OR (Parechovirus) OR (Parechoviruses)) AND ((Triggering Receptor
Expressed on Myeloid Cells 1) OR (Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-
1) OR (TREM-1 Protein) OR (TREM 1 Protein) OR (TREM-1) OR (CD354 Antigen)
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OR (Antigen, CD354) OR (STREM-1) OR (sTREM 1) OR (Soluble Triggering
Receptor Expressed on Myeloid Cells 1) OR (Soluble Triggering Receptor Expressed
on Myeloid Cells-1))

Scopus

TITLE-ABS-KEY ("triggering receptor expressed on myeloid cells-1" OR "triggering
receptor expressed on myeloid cells 1" OR "trem-1" AND "viral respiratory tract
infection” OR "human respiratory syncytial virus" OR "virus pneumonia™ OR "acute
respiratory distress syndrome” OR “severe acute respiratory syndrome™ OR
"coronavirus infection” OR "coronavirus disease 2019" OR “covid-19" OR
"influenza virus” OR "paramyxovirus infection” OR "human parainfluenza virus 1"
OR "human parainfluenza virus 2" OR "human parainfluenza virus 3" OR "human
parainfluenza virus 4" OR "adenovirus infection” OR "human metapneumovirus"
OR "viral bronchiolitis* OR "human rhinovirus" OR "bocavirus infection” OR

"human parechovirus")

Embase

("triggering receptor expressed on myeloid cells 1" OR “TREM-1") AND ("viral
respiratory tract infection” OR "Human respiratory syncytial virus" OR "virus
pneumonia™ OR "adult respiratory distress syndrome" OR "severe acute respiratory
syndrome" OR "Coronavirus infection" OR "coronavirus disease 2019" OR “COVID-
19” OR "Influenza virus" OR "paramyxovirus infection" OR "Human parainfluenza
virus 1" OR "Human parainfluenza virus 2" OR "Human parainfluenza virus 3" OR
"Human parainfluenza virus 4" OR ™adenovirus infection” OR "Human
metapneumovirus” OR "viral bronchiolitis" OR "Human rhinovirus" OR "Bocavirus

infection™ OR "Human parechovirus™)




ANEXO B — Artigo publicado

Inflammopharmacalsgy (3022) 30:1037-1045

htps:{felei arg/ 10,1007 /<10787-022-D0372-6 Inflammopharmacology
ORIGINAL ARTICLE (.]

Chuc for

Pt |

Role of triggering receptor expressed on myeloid cells-1 (TREM-1)
in COVID-19 and other viral pneumonias: a systematic review
and meta-analysis of clinical studies

¥rna Lorena Matos de Oliveira’ - Ayane de 54 Resende' - Paulo Ricardo Martins-Filhe'3 0 .
Tatiana Rodrigues de Moura'

Received: 13 Felsruary 20332 / Accepted: 5 March 7022 / Published online: 28 Manch 2022
© The Author(s), under exclusive licence to Springer Mature Switssrland AG 3022

Abstract

Background Triggering receptor expressed on myeloid cells- 1 (TREM-1) has emerged as an important inflammatory marker
of immune response associated with severity and mortality outcomes in infection diseases, including viral pneumonias.
Aim (1) To evaluate the expression of TREM-1 in patients with COVID-19 and other viral pneumonias compared to healthy
individuals; and (2) to analyze the levels of these biomarkers according to disease severity.

Materials and methods This review was conducted according to the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses (PRISMA ) guideline. Searches were performed in PubMed, Scopus. Embase, and Google Scholar. Smdies
were considered eligible if they were observational studies that provided data on the levels of TREM-1 in humans with viral
preumonia compared o healthy controls. The results of the meta-analysis were expressed as standardized mean difference
(SMI) and an effect size of (L8 was considered a large effect. A subgroup analysis was performed according to the discase
SEVETILY.

Results Seven studies were included in this systematic review. Four studies included patients with COVID-1%9 and three
analyzed patients with different viruses. The meta-analysis was performed only with patients with COVID-19, which showed
increased levels of soluble form of TREM-1 (sTREM-1) among patients with COVID-19 compared to healthy controls
(SMD 1.53; 95% CI 0.33-2.52; p<(0.01). No differences were found between patients with mild-to-moderate COVID-19
and healthy controls, but higher levels of sTREM-1 were shown among patients with severe COVID-19 (SMD 1.83; 95%
CLOT7-2.88; p<0.01). All three studies including patients with other viral ppeumonias showed that TREM-1 levels were
significantly elevated in infected patients compared with controls.

Conclusion These findings may provide evidence on the pro-inflammatory role of TREM-1 in these infections, contributing
to the inflammatory profile and disease progression.

Keywords Viral infections - Coronavirus disease-2019 - COVID-19 - SARS-CoV-2 - Vil pneumonia - TREM-1
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ANEXO C — Tabela de avaliacdo do risco de viés. Legenda: *CD, ndo pode determinar;

N, ndo; NA, ndo aplicavel; NR, ndo reportado; Y, sim.

Questdes De Nooijer et | Kerget et Yasar et Youngs
al. 2021 al. 2021 al. 2021 et al.
2021

1. A questdo de investigacdo ou o objetivo deste trabalho

foram claramente definidos? Y Y Y Y

2. A populacdo do estudo foi claramente especificada e Y Y N N

definida?

3. A taxa de participacao das pessoas elegiveis foi de, pelo CD CD CD CD

menos, 50%?

4. Todos os sujeitos foram seleccionados ou recrutados nas
mesmas populagbes ou em populagdes semelhantes
(incluindo 0 mesmo periodo de tempo)? Os critérios de
inclusdo e excluséo para participar no estudo foram pré-
especificados e aplicados uniformemente a todos os
participantes?

5. Foi fornecida uma justificagdo do tamanho da amostra,
uma descricdo do poder ou estimativas da variancia e do
efeito?

6. Para as anélises deste documento, a(s) exposicdo(des) de
interesse foram medidas antes do(s) resultado(s) ser(em)
medido(s)?

7. O periodo de tempo foi suficiente para que se pudesse
razoavelmente esperar ver uma associacdo entre a
exposicao e o resultado, caso existisse?

8. No caso de exposicbes que podem variar em quantidade
ou nivel, o estudo examinou diferentes niveis de exposicao
em relacdo ao resultado (por exemplo, categorias de
exposi¢cao ou exposi¢cdo medida como variavel continua)? N Y Y N

NA NA NA NA

NA NA NA NA

9. As medidas de exposicdo (varidveis independentes)
foram claramente definidas, vélidas, fiaveis e
implementadas de forma consistente em todos os
participantes no estudo?

10. A(s) exposicdo(Bes) foi(ram) avaliada(s) mais do que NA NA NA NA
uma vez ao longo do tempo?

11. As medidas de resultados (variaveis dependentes)
foram claramente definidas, validas, fiaveis e

implementadas de forma consistente em todos o0s Y Y Y Y
participantes no estudo?
12. Os avaliadores dos resultados néo tinham

. T . "
conhecimento do estado de exposi¢do dos participantes® cD cD cD cD
13. A perda de seguimento ap0s a linha de base foi igual NA NA NA NA
ou inferior a 20%?
14. As principais varidveis de confusdo potenciais foram
medidas e ajustadas estatisticamente quanto ao seu N N N v

impacto na relacdo entre a(s) exposicdo(des) e o(s)
resultado(s)?
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ANEXO E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

- ~—
FLUENDO CRESCIT
Q ¥V ©Q

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
HOSPITAL UNIVERSITARIO
CAMPUS DA SAUDE PROF. JOAO CARDOSO NASCIMENTO JR.

Rua Claudio Batista s/n, Didatica V, Bairro Sanatério
CEP: 49060-100  Aracaju/SE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar e contribuir no desenvolvimento do
seguinte projeto de pesquisa: Identificacdo de preditores de gravidade na COVID-
19.

Prezado (a),

Este documento explica sobre os seus direitos, objetivos da pesquisa, beneficios
e riscos de participar nesta pesquisa. Apds |he ser explicado o que contém neste
documento, vocé pode tirar duvidas sobre a pesquisa com seu médico. Caso vocé
compreenda e concorde em participar desta pesquisa, vocé serd solicitado a assinar com

letra legivel este consentimento nos campos existentes ao final deste documento.

Justificativa e Objetivo da Pesquisa: Estamos enfrentando um momento dificil com a
epidemia da Covid-19, a qual € uma doenca causada por um virus chamado Sars-Cov-2.
Portanto, nossa pesquisa tem como objetivo principal avaliar a resposta das células de
defesa do nosso organismo, assim como, identificar moléculas que possam contribuir
no melhor diagndstico e progndstico desta doenca Covid-19. Pretendemos nesse estudo
compreender como e por que a doenca evolui para casos graves de maior severidade e
avaliar possiveis alteracdes no seu sangue e nas fezes que podem estar favorecendo
esse avango para casos mais severos. Os nossos futuros resultados desta pesquisa

podem contribuir para o um melhor entendimento e controle desta doenca,
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desenvolvimento de medicamentos, bem como abrir caminhos para novas abordagens

de prevencdo e tratamento da doenca e de futuras epidemias.

Procedimentos: Caso vocé aceite participar do estudo, vocé doard sangue e amostras
de fezes para serem utilizados em nossas andlises em laboratério. Sua participagao

acontecera da seguinte forma: HOJE é o dia 1 e precisaremos fazer a primeira coleta de

sangue e de fezes; em 60 dias entraremos em contato com vocé novamente para fazer

a segunda coleta de sangue. Nestes dois encontros, precisaremos de algumas

informacgdes suas acerca dos sintomas que vocé estd sentindo, uso de medicamentos e
sobre seu estado de saude para nosso estudo. Vale salientar que a sua participacdo
nesta pesquisa ndo impede vocé de participar de outra pesquisa. E vocé recebera todo
o suporte e tratamento adequado como ja aconteceria independentemente desta

pesquisa.

Andlise de riscos e beneficios: A retirada de sangue é um procedimento de baixo risco
qgue, contudo, pode causar dor no local da puncdo com a agulha e raramente pode
ocorrer sangramento ou formacdo de hematoma. Porém, ocorrendo complicacdes, os
médicos do projeto e do Hospital cuidardo de vocé. Ademais, esta pesquisa ndo oferece

qgualquer outro risco a sua saude.

Confidencialidade: Qualquer informacdo obtida durante este estudo sera confidencial,
sendo apenas compartilhada com outros pesquisadores e membros da equipe médica
do Comité de Etica do Hospital Universitario. Os resultados obtidos neste estudo serdo
utilizados para publicacdo em revistas cientificas nacionais e internacionais e para fins
académicos. O seu nome ou qualquer outro dado pessoal ndo sera divulgado, pois em
nossa pesquisa utilizamos cddigos para identificar os sujeitos participantes da pesquisa
com o objetivo de manter esta confidencialidade. Solicitamos também o seu
consentimento para te ligar por telefone em algum momento ao longo destes préximos

60 dias para obter mais informacgées sobre o seu estado de saude.

Participagao: Sua participacdo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou pode
desistir da participacdo no estudo a qualquer momento. Se vocé decidir NAO participar
ou deixar de participar em algum momento, isso ndo resultard em penalidade, nao
afetara seu relacionamento com qualquer profissional da satude, hospital, nem com seus

cuidados de saude atuais ou futuros. Caso vocé decida participar, vocé deverd assinar
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este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido confirmando que vocé recebeu as
explicacGes sobre o propdsito, a duracdo e os efeitos previstos do estudo, e que vocé

forneceu o seu consentimento para participar desse estudo.

Retorno de beneficio para o sujeito e para a sociedade: O melhor conhecimento sobre
a COVID-19 podera contribuir para medidas de controle, prevengdo e tratamento desta

doenca que vem acometendo milhdes de pessoas em todo o mundo.

Custos: Vocé ndo tera custos com a participacdo no estudo. Vocé nao recebera nenhum

pagamento para participar desta pesquisa.

Esclarecimentos: Vocé recebera uma cépia deste documento e podera solicitar mais
informacdes a qualquer momento durante o estudo entrando em contato com os
pesquisadores. Vocé poderd ainda entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital HU-UFS, pelo telefone (79) 2105 6510 / 6511 na Rua Claudio
Batista, bairro Santo Antdnio- Aracaju/ SE, se vocé tiver qualquer divida com relacdo
aos seus direitos como participante de um estudo de pesquisa. O Comité de ética é o
responsavel por controlar a pesquisa para que os estudos clinicos sejam realizados
dentro do maior rigor ético, garantindo assim, a qualidade dos resultados e a seguranca

dos pacientes. Abaixo sdo os contatos das pesquisadoras responsaveis por este estudo:
Msc. Yrna Lorena Matos de Oliveira (aluna de doutorado)

Telefone: (79)99810-5146  E-mail: yrna.lore@gmail.com

Msc. Ayane de Sa Resende  (aluna de doutorado)

Telefone: (79) 991716162  E-mail ayane.s.resende@gmail.com

Dra. Tatiana Rodrigues de Moura (orientadora responsavel pela pesquisa)

Telefone: (79) 98837-8130 E-mail tmoura.ufs@gmail.com

Instituicdo a que pertence as pesquisadoras: Universidade Federal de Sergipe / Hospital

Universitario-Aracaju/SE
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Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e vocé
concorda em participar do estudo, favor preencher e assinar o nome abaixo. Uma copia

deste consentimento Ihe serd entregue.

Eu, )

RG n? declaro ter sido informado (a) e concordo em

participar, como voluntdrio (a), do projeto de pesquisa acima descrito. Estou ciente que:

| —Tenho liberdade de desistir ou interromper a colaboracgado neste estudo, no momento

em que desejar, sem necessidade de qualquer explicacao;
Il — A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saide ou bem estar fisico;

Il — Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo
gue sejam divulgados em publicacdes cientificas desde que meus dados pessoais nao

sejam mencionados.

Assinatura ou impressdo do participante Data Hora

Nome/Assinatura do pesquisador Data Hora

Cédigo de Etica Médica — Art. 22. E vedado ao médico deixar de obter consentimento
do paciente ou de seu representante legal apds esclarecé-lo sobre o procedimento a ser
realizado, salvo em caso de risco iminente de morte. Art. 34. E vedado ao médico deixar
de informar ao paciente o diagndstico, o progndstico, os riscos e os objetivos do
tratamento, salvo quando a comunicacao direta possa lhe provocar dano, devendo,
nesse caso, fazer a comunicagao a seu representante legal.

SUA PARTICIPACAO E MUITO IMPORTANTE!



