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                                  RESUMO 

 

Introdução: A COVID-19 caracteriza-se pela hiperativação do sistema imunológico e 
liberação descontrolada de citocinas. Recentes estudos apontam que a sinalização 
prejudicada dos IFNA1 e seus receptores, IL17A, HERVs e IFNG pode estar 
associada à gravidade da COVID-19. Objetivo: Analisar a expressão dos genes 
IFNA1 e receptores IFNAR1/IFNAR2, IL17A e HERVs (HERVK-10 e HERVW-1) em 
leucócitos totais e níveis basais de IFN-γ no plasma de pacientes com COVID-19. 
Métodos: Estudo prospectivo, observacional e transversal com 117 pacientes 
recrutados (grave=58 e leve=59). Dados demográficos e clínicos foram coletados. Os 
leucócitos do sangue periférico foram isolados e o ensaio RT-qPCR foi realizado para 
análise da expressão gênica. Os níveis plasmáticos de IFN-y foram mensurados pelo 
método ELISA. Resultados: Na amostra avaliada, observou-se prevalência do sexo 
masculino (p<0,05), idosos (p<0,0001), negros (p<0,0001) e comorbidades pré-
existentes (p<0,0001). Os pacientes com COVID-19 grave apresentaram leucocitose, 
neutrofilia, contagem elevada de plaquetas e linfócitos reduzidos em comparação com 
os pacientes leves (p<0,0001). Os índices SII, AISI e SII/Hb foram significativamente 
maiores em pacientes graves (p<0,0001). Os níveis de expressão gênica de IFNA1, 
HERVW-1 e IL17A foram significativamente maiores em pacientes graves (p<0,05, 
p<0,05, p<0,001, respectivamente). Entretanto, os níveis plasmáticos de IFN-γ não 
foram significativos. A análise ROC apontou que os índices SII e SII/Hb são bons 
marcadores prognósticos de gravidade da COVID-19, com AUC (0,98 e 0,99, 
p<0,0001, respectivamente). Conclusão: Nossos resultados apontam que o 
segmento mais afetado pela COVID-19 compreende homens, idosos, negros e 
portadores de comorbidades, com maior expressão gênica de IFNA1, HERVW-1 e 
IL17A. Índices como SII e SII/Hb podem ser prognósticos promissores de gravidade 
para a COVID-19. 

 

 

Palavras-chaves: COVID-19, IFNA1, IL17A, HERVW-1, SII e SII/Hb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

                                  ABSTRACT 

 

Introduction: COVID-19 is characterized by hyperactivation of the immune system 
and uncontrolled release of cytokines. Recent studies indicate that impaired signaling 
of IFNA1 and its receptors, IL17A, HERVs and IFN-γ may be associated with the 
severity of COVID-19. Objective: To analyze the expression of IFNA1 genes and 
IFNAR1/IFNAR2 receptors, IL17A and HERVs (HERVK-10 and HERVW-1) in total 
leukocytes and baseline levels of IFN-γ in the plasma of patients with COVID-19. 
Methods: Prospective, observational and cross-sectional study with 117 recruited 
patients (severe=58 and mild=59). Demographic and clinical data were collected. 
Peripheral blood leukocytes were isolated and RT-qPCR assay was performed for 
gene expression analysis. Plasma levels of IFN-γ were measured by the ELISA 
method. Results: Among the evaluated sample, there was a prevalence of males 
(p<0.05), elderly (p<0.0001), blacks (p<0.0001) and pre-existing comorbidities 
(p<0.0001). Patients with severe COVID-19 had leukocytosis, neutrophilia, and 
elevated platelet counts with reduced lymphocytes compared with mild patients 
(p<0.0001). The SII, AISI and SII/Hb indexes were significantly higher in critically ill 
patients (p<0.0001). IFNA1, HERVW-1 and IL17A gene expression levels were 
significantly higher in critically ill patients (p<0.05, p<0.05, p<0.001, respectively). 
However, plasma levels of IFN- γ were not significant. ROC analysis showed that SII 
and SII/Hb indexes are good prognostic markers for the outcome of COVID-19, with 
AUC (0.98, 0.99, p<0.0001, respectively). Conclusion: Our results indicate that the 
segment most affected by COVID-19 comprises men, the elderly, black people and 
those with comorbidities, with higher gene expression of IFNA1, HERVW-1 and IL17A. 
Indices such as SII and SII/Hb can be promising predictors of severity for COVID-19. 

 

 

Keywords: COVID-19, IFNA1, IL17A, HERVW-1, SII e SII/Hb. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Ao final de dezembro de 2019, novos casos de pneumonia provocados por um 

β- coronavírus recém-identificado ocorreram na província de Wuhan (China). Em 11 

de fevereiro de 2020, a Organização Mundial de Saúde (OMS) nomeou oficialmente 

essa doença como doença coronavírus 2019 (COVID-19) (GAO et al., 2021). Segundo 

dados do painel COVID-19 da Universidade de Johns Hopkins datado em 10 de março 

de 2023 mais de 676.609.955 milhões de pessoas foram acometidas pela COVID-19 

com 6.881.955 óbitos em escala mundial. De acordo com o painel Coronavírus do 

Brasil (2023) no Brasil já são cerca de 37.601.257 milhões de casos confirmados, 

sendo 702.907 óbitos confirmados. Com relação ao acompanhamento de casos na 

Bahia, o número total de casos confirmados abrange 1.801.969, sendo 31. 617 óbitos 

(SESAB,2023).  

A pandemia da doença de coronavírus 2019 (COVID-19) causada pelo 

coronavírus 2 da síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV-2) resultou em uma 

alta morbidade e mortalidade em todo o mundo (ZHANG et al., 2022). Nesse contexto, 

diversos fatores de risco foram relacionados ao desenvolvimento e gravidade da 

COVID-19, dentre eles idade avançada, sexo masculino, comorbidades pré-

existentes, como hipertensão arterial, diabetes mellitus e doenças cardiovasculares, 

bem como disparidades étnicas (ZHANG et al., 2023). 

A progressão da doença coronavírus pode ser confirmada por alterações 

laboratoriais, como hemogramas e biomarcadores que podem ser utilizados para 

prever a gravidade da doença, hospitalização, internação em unidades de terapia 

intensiva (UTI) e mortalidade (BATTAGLINI et al., 2022). Dentre esses parâmetros, 

destacam-se a relação neutrófilo-linfócito (RNL) e relação plaqueta-linfócito (RPL), 

bem como o índice de infamação sistêmica (SII), índice agregado de inflamação (AISI) 

e um novo índice denominado índice de imuno-inflamação sistêmica e concentração 

de hemoglobina (SII/Hb) (GHOBADI et al., 2022; HERNANDEZ-AINSA et al.,2022) 

parâmetros hematológicos promissores na avaliação da gravidade e prognóstico da 

COVID-19 (ASPERGES et al., 2023). 
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A gravidade da COVID-19 foi associada ao comprometimento da produção de 

IFNs tipo I (RAMASAMY; SUBBIAN, 2021). Os IFNs tipo I representam a primeira linha 

de defesa imunológica contra infecções virais devido ao recrutamento de várias 

células imunes (PALERMO et al., 2021;DA SILVA et al., 2021). Lee e Shin (2020) 

destacaram em seu estudo o papel do IFNA1 no desenvolvimento da COVID-19 grave, 

sugerindo que o IFNA1 apresenta papel importante na inflamação induzida por TNF e 

IL-1 na progressão da doença.  

O interferon gama (IFN-γ) apresenta forte atividade antiviral e 

imunomoduladora, mas sua ação precisa ser regulada, pois a produção exarcerbada 

de IFNG conduz à inflamação excessiva, contribuindo assim para a gravidade da 

COVID-19 (YAO et al., 2020). Ainda no contexto da COVID-19, A IL17A foi associada 

como condutora no processo de doença na SDRA por meio de mecanismos 

dependentes e independentes dos neutrófilos que resulta na amplificação da resposta 

inflamatória devido à liberação das citocinas IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) e o recrutamento de neutrófilos para o cenário de lesão pulmonar (MAIONE 

et al., 2021; ORLOV et al., 2021). 

Além disso, as sequências de retrovírus endógenos humanos (HERVs) podem 

ser ativadas por meio da proteína spike SARS-CoV-2 e do sistema complemento - 

particularmente C3b - que participa da transativação de HERVs (CHARVET et al., 

2023). A proteína imunopatogênica HERV-W via toll-like receptor 4 [TLR4] induz 

respostas pró-inflamatórias e é altamente expressa em linfócitos T CD3+ de pacientes 

com COVID-19 (CHARVET et al., 2023). Alternativamente, o HERV-K além de 

comprometer o ciclo celular dos linfócitos, está relacionado à expressão do fator 

estimulante de colônias de granulócitos (G-CSF) e fator de crescimento nervoso 

(NGF) em mortes por COVID-19 (TEMEROZO et al.,2022).  

No presente estudo, buscou-se analisar a expressão dos genes IFNA1, 

receptores IFNAR1/IFNAR2, IL17A e HERVs (HERVK-10 e HERVW-1) em leucócitos 

totais e mensurar os níveis plasmáticos de IFN-γ em pacientes com COVID-19 para 

em conjunto com os fatores epidemiológicos, achados clínicos e laboratoriais em 

pacientes infectados com COVID-19 verificar a provável associação desses genes e 

parâmetros clínicos com a gravidade da doença. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1 O surgimento da pandemia da COVID-19 

 
Em dezembro de 2019, o surto da doença do coronavírus 2019 (COVID-19) 

causada pelo coronavírus 2 da Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS-CoV-2) 

foi relatado em Wuhan, província de Hubei, China (LI et al., 2020). Inicialmente foram 

identificados, aproximadamente, 27 casos dos quais dentre eles, sete encontravam-

se em estado grave (DENGPENG,2020). A identificação etiológica do coronavírus foi 

divulgada em 9 de janeiro de 2020 (HU et al., 2021). O agente etiológico foi identificado 

como o novo betacoronavírus - SARS-CoV-2 o qual compartilha 79% da sequência 

genômica com o SARS-CoV e 50% com o MERS-CoV (LU et al., 2020). Em 30 de 

janeiro de 2020, a Organização Mundial de Saúde (OMS) comunicou o surto de SARS- 

CoV-2 como Emergência de Saúde Pública Internacional, sendo declarada em 11 de 

março de 2020 a pandemia global do novo coronavírus (COVID-19) (CUCINOTTA; 

VANELLI, 2020; WHO et al., 2020). 

 

2.2 Estrutura genômica e características biológicas do SARS-CoV-2 

 

De acordo com Carlos e colaboradores (2020) os coronavírus (CoVs) são 

pertencentes à ordem Nidovirales, família Coronaviridae que inclui duas subfamílias, 

classificadas como Orthocoronavirinae e Letovirinae. Semelhante a outros 

coronavírus, o genoma do SARS-CoV-2 consiste em um RNA de fita simples de 

sentido positivo [(+) ssRNA] com o comprimento inferior a 30 kb e grande similaridade 

de sequência (89-96,3%) com dois coronavírus presentes em morcegos: bat-SL- 

CoVZC45 e bat-SL-CoVZXC21 (CHAN et al., 2020).  

O SARS-CoV-2 apresenta proteínas não estruturais (NSPs) que são 

importantes para os processos de replicação e montagem do vírus. O SARS-CoV-2 

apresenta quatro tipos de NSPs: a proteína trasmembranar spike (S) que permite a 

ligação e entrada do SARS-CoV-2 nas células hospedeiras por meio da enzima 

conversora de angiotensina 2 (ECA2) (MOHAMADIAN et al., 2021); a proteína de 

membrana (M), uma das proteínas mais abundantes e parte integrante da membrana 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roychoudhury%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33465325
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viral proteína do nucleocapsídeo (N) que se liga ao RNA do vírus, sendo importante 

para formação do nucleocapsídeo, bem como a replicação do RNA viral (ASTUTI et 

al., 2020) e o menor componente estrutural do SARS-CoV-2 a proteína de envelope 

(E) que está relacionada a montagem, liberação e patogênese viral (SCHOEMAN; 

FIELDING, 2019). 

 

Criado com BioRender.com Fonte: (JACKSON et al., 2022) 

Figura 1. Estrutura do coronavírus 2 da síndrome respiratória aguda grave. 
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2.3 Enzima conversora de angiotensina 2 como receptor do SARS-CoV-2  

 

A enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) consiste em uma 

metalocarboxipeptidase transmembrana tipo I com importante função homeostática 

regulando o sistema renina – angiotensina (RAS) que está associado aos sistemas 

cardiovascular e imunológico (BIAN; LI, 2021). Estudos apontaram que a ECA2 é 

expressa não apenas em tecidos pulmonares, como também em órgãos  

extrapulmonares, a exemplo células endoteliais e do músculo liso arterial, células do 

miocárdio e células do esôfago (ZOU et al., 2020), estômago e colangiócitos (QI et al., 

2020), neurônio e glia (KABBANI; OLDS, 2020), células epiteliais da língua, ovário e 

mama (XU et al., 2020) e tecido adiposo (CHEN et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Criado com BioRender.com Fonte: (RYAN; CAPLICE,2020) 

Figura 2. Tecidos humanos que expressam o receptor ECA2. (a). SDRA: Síndrome 

do Desconforto Respiratório Agudo. 

 

O contato inicial do SARS-CoV-2 com a célula hospedeira inicia-se por meio das 

interações entre a glicoproteína S e seu receptor enzima conversora de angiotensina 

2 (ECA2). A glicoproteína S é homotrimérica e divide-se em duas partes 
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funcionalmente distintas (S1 e S2) (HARTENIAN et al., 2020). A subunidade S1 

encontra-se presente na superfície celular e abrange o domínio       de ligação ao receptor 

(RBD) que propicia o tropismo celular e a patogenicidade. O domínio S2 

transmembrana - que apresenta regiões de repetição heptal e o peptídeo de fusão - 

favorece a fusão de membranas virais e celulares (LETKO; MARZI; MUNSTER, 2020).  

Além da ECA2, a enzima protease serina transmembranar 2 (TMPRSS2) 

consiste em um dos genes humanos importantes para a infecção por SARS- CoV-2 

devido a sua correlação com a entrada viral na célula (YAGHOOBI et al., 2023). Após 

a ligação ao receptor ECA2, as proteínas do SARS- CoV-2 serão clivadas e ativadas 

pela TMPRSS2, presente na superfície celular, ocorrendo assim o processamento da 

proteína spike viral e exposição ao sítio de ligação da ECA2 do hospedeiro para o 

reconhecimento do aminoácido presente na subunidade S2, com posterior fusão na 

membrana (HOFFMANN et al., 2020; LI et al., 2022; JACKSON et al., 2022).  

. 

       Criado com BioRender.com Fonte: (HARTENIAN et al.,2020) 

Figura 3. Mecanismo de entrada viral do SARS-CoV-2. 

 

2.4 Aspectos Clínicos 

 

As características clínicas relacionadas a COVID-19 são caracterizadas como 

pleomórficas e consideram indivíduos assintomáticos, pacientes com sintomas leves 

e graves com distintos estágios evolutivos (ZHOU et al., 2020). Os sinais clínicos mais       
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comuns são febre, tosse, dor de garganta, dor de cabeça, fadiga, mialgia e falta de ar. 

É sabido que, ao término da primeira semana a doença pode evoluir para pneumonia, 

insuficiência respiratória e óbito (WIERSINGA et al. 2020). 

De acordo com Heymann e Shindo (2020) os sintomas clínicos mais frequentes  

provenientes do SARS-CoV-2 são febre (80% dos casos), tosse (60% dos casos), 

fadiga (35% dos casos), produção de expectoração (30% dos casos) e falta de ar 

(15% dos casos). Existem registros de sintomas neurológicos, a exemplo, fadiga, 

tontura e alterações de consciência, bem como derrames isquêmicos, hemorrágicos 

e dores musculares (MAO et al., 2020). A COVID-19 também foi associada à doença 

hipercoagulável que favorece ao risco de trombose venosa (DANZI et al.,2020). 

As manifestações clínicas da infecção por COVID-19 costumam surgir após 5- 

6 dias de incubação (SAMUDRALA et al. 2020). O tempo médio do começo dos 

sintomas a partir da incubação da COVID-19 é a partir de 5,1 dias, sendo que os 

infectados demonstram os sintomas por 11,5 dias. Logo após o período de incubação 

(4 a 14 dias), a maioria dos indivíduos progridem para sintomas classificados como 

leves e muito graves ou até mesmo o óbito (LAUER et al. 2020). 

A maior parte dos indivíduos acometidos pela COVID-19 irá apresentar a 

doença na sua forma leve a moderada (55%). Entretanto, cerca de 30% dos pacientes                                

podem desenvolver dispneia por volta do 5˚ dia após o início da doença, sendo 

importante a hospitalização entre o 7˚ e 8˚ dia (CHAN et al. 2020; WU et al. 2020). A 

deterioração respiratória acomete pacientes na forma mais grave e a hospitalização é 

imprescindível nesses casos devido ao quadro de hipoxemia e pneumonia bilateral 

(75%) (SHI et al. 2020). 

 

2.5. Níveis de Gravidade 

 

De acordo com as Diretrizes para Tratamento da COVID-19 (NIH, 2020), 

pacientes acometidos pela infecção em decorrência do SARS-CoV-2 apresentam 

diversas manifestações clínicas relacionadas a sintomas leves e o quadro clínico 

severo. Adultos com infecção por SARS-CoV-2 são divididos em quatro categorias, 

sendo elas: 
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a) Infecção assintomática ou pré-assintomática: indivíduos que apresenta 

teste positivo para SARS-CoV-2, contudo os sintomas não estão associados com a 

COVID- 19. 

b) Doença leve: presença de um dos vários sinais e sintomas da COVID-19, 

tal como, febre, tosse, fadiga, anosmia, hiposmia, dor-de-garganta, dores musculares, 

náuseas, vômitos e diarreia, entretanto não demonstram falta de ar, dispneia ou 

imagens anormais do tórax; 

c) Doença moderada: evidências de doença respiratória inferior no decorrer 

da  avaliação clínica ou imagem, bem como saturação de oxigênio (SpO2) ≥94%; 

d) Doença grave: indivíduos com saturação de oxigênio correspondente a 

SpO2 <94%, pressão de oxigênio inspirado PaO2 / FiO2) <300 mm Hg, frequência 

respiratória >30 respirações/min ou infiltrados pulmonares > 50%; 

e) Doença crítica: caracterizado com insuficiência respiratória, choque 

séptico  e disfunção múltipla de órgãos. 

Avaliações preliminares em pacientes acometidos pela COVID-19 incluem 

radiografia de tórax, triagem por ultrassom e avaliação de possíveis alterações na 

tomografia computadorizada (TC), bem como na função pulmonar importantes para 

monitorar a progressão da doença. (HAN et al., 2023). Ademais, os exames 

laboratoriais, a exemplo, hemograma completo, avaliação da creatinina (Cr), aspartato 

transaminase (AST), alanina transaminase (ALT) e lactato desidrogenase (LDH), perfil 

lipídico e de ferro, procalcitonina sérica, proteína C reativa (PCR) e dímeros D podem 

ser benéficos para avaliar o prognóstico de pacientes com COVID-19 ao identificar 

possíveis lesões multiorgânicas (HARIYANTO et al., 2021; SIAVOSHI et al., 2023). 

 

2.6. Fatores de Risco 

 

Segundo Gilyazova e colaboradores (2023) a COVID-19 caracteriza-se pelo 

alto índice de morbimortalidade e que variam de fatores demográficos como idade 

avançada, sexo masculino e etnia, bem como à presença de doenças subjacentes 

como doenças cardiovasculares, hipertensão e doença pulmonar obstrutiva crônica 

(DPOC). Fatores de risco como diabetes, dispneia, síndrome do desconforto 
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respiratório agudo (SDRA), histórico de tabagismo, albumina e dímero-D também são 

comumente correlacionados com a taxa de mortalidade por COVID-19 (DESSIE; 

ZEWOTIR, 2021; ZHANG et al., 2023). 

Devido a menor eficácia do sistema imunológico, os idosos tendem a ser o 

grupo populacional mais vulnerável e com as maiores chances de desenvolver 

doenças infecciosas (FLOOK et al., 2021). Alterações imunológicas associadas ao 

envelhecimento podem promover a hiporreatividade e desregulação da imunidade, 

também chamado de imunossenescência, que vem sendo apontada como a principal 

causa para a patogênese da COVID-19 (SCHMITT et al., 2023).  

De acordo com Shepherd e colaboradores (2021) os hormônios sexuais 

alteram a expressão de genes relacionados às respostas imunológicas. As diferenças 

hormonais entre os homens e mulheres podem ser responsáveis pelas distintas 

respostas de sexo às infecções virais respiratórias, principalmente na COVID-19 

(BRANDI, 2022). Em pacientes com COVID-19, os baixos níveis do andrógeno 

testosterona estão associados aos estados pró-inflamatórios, sintomas graves, 

síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) e internação em UTI 

(RASTRELLI et al., 2021; ZSICHLA; MÜLLER, 2023). A baixa produção de 

testosterona desregula a homeostase intracelular de Ca2+ o que favorece a infecção 

por SARS-CoV- 2 e sua replicação viral e o aumento da atividade pró-inflamatória das 

células imunes inatas (MONTAÑO et al., 2022). 

A hipertensão pode estar fortemente associada ao risco de infecção por SARS-

CoV-2 e ao desenvolvimento do pior prognóstico da COVID-19 (THAKUR et al., 2021). 

A hipertensão arterial, como entidade multigênica, de etiologia múltipla e fisiopatogenia 

multifatorial acarreta um estado pró-inflamatório, bem como a mitigação  da reposta 

imune inata, o qual favorece o quadro de patogênese em pacientes com COVID-19, 

particularmente em pacientes críticos (AZEVEDO et al., 2021).  

A infecção por SARS-CoV-2 em pessoas com diabetes principia maiores 

condições para o estresse, liberação de hormônios hiperglicêmicos, tais como 

glicocorticoides e catecolaminas (WANG et al., 2020), bem como alteração metabólica 

sistêmica severa, caracterizada por níveis aumentados de leptina e adiponectina 

inferior (FRANCISCO et al., 2019). Geralmente indivíduos diabéticos apresentam 
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inflamação crônica de baixo grau, que pode propiciar as tempestades de citocinas e 

assim coadjuva para resultados graves da COVID-19, bem como o óbito (METHA et 

al., 2020). Estudo publicado por Guo et al., (2020) acerca dos parâmetros laboratoriais 

dos pacientes com COVID-19 apontou que a contagem absoluta de linfócitos em 

pacientes diabéticos é significativamente menor do que em pacientes não diabéticos.  

Outro fator de risco considerado para a progressão da COVID-19 consiste no 

tabagismo (CUI et al., 2022). Vários mecanismos foram indicados para caracterizar a 

relação entre o uso de tabaco e COVID-19 grave, dentre eles a depuração mucociliar 

prejudicada pela fumaça do tabaco, a qual diminui as respostas imunes inatas e 

adaptativas propiciando no aumento do risco para infecções pulmonares virais (QIU 

et al., 2017). Em uma revisão sistemática acerca da associação entre o tabagismo e 

pacientes com COVID-19 observou-se que pacientes que sempre fumaram 

apresentaram maiores chances de hospitalização, desenvolvimento da forma grave 

da doença e maior risco de progressão e mortalidade por COVID-19 (GALLUS et al., 

2023). 

 

2.7. Biomarcadores laboratoriais da COVID-19 

 

Segundo Ponti e colaboradores(2020), existem padrões de anormalidades 

hematológicas, bioquímicas, inflamatórias que foram identificados em pacientes com 

a forma grave COVID-19 em comparação com a forma leve, sendo importante para 

modelos de estratificação de risco. Os biomarcadores hematológicos relacionados a 

estratificação para os pacientes com COVID-19 incluem: contagem de leucócitos, 

contagem de linfócitos e neutrófilos, relação neutrófilo-linfócito (NRL), contagem de 

plaquetas, contagem de eosinófilos e hemoglobina (GALLO MARIN et al., 2021).  

A infecção por SARS-CoV-2 apresenta impacto na homeostase da membrana 

estrutural dos glóbulos vermelhos (RBC). Pacientes com COVID-19 apresentam 

aumento de intermediários glicolíticos com oxidação e fragmentação de proteínas de 

membranas das hemácias resultando em alterações nos mecanismos relacionados 

as membranas dos glóbulos vermelhos e a afinidade com o oxigênio da hemoglobina 

(THOMAS et al., 2020). 
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No decorrer da progressão da COVID-19, o número de neutrófilos circulantes 

aumentam e com isso a neutrofilia foi apontada como marcador de doença respiratória 

grave e mau prognóstico, correlacionada com o estado hiperinflamatório e tempestade 

de citocinas (PALLADINO, 2021; ZHANG et al., 2020). O aumento da infiltração de 

neutrófilos imaturos e/ou disfuncionais colabora para as alterações das respostas 

imunes nos pulmões de pacientes graves pela COVID-19 (PALLADINO, 2021).  

 Diversos estudos apontam a eosinopenia em pacientes diagnósticos com 

COVID-19 (ZHANG et al., 2020; LIAO et al., 2020; DANWANG et al., 2020).  

Resultados destes estudos apontam a associação da eosinopenia com a gravidade 

da doença (ROSENBERG;FOSTER,2021). O processo da fisiopatologia da 

eosinopenia ainda não é certo, sendo provavelmente multifatorial e associada à 

migração de eosinófilos para o local da inflamação, bloqueio da eosinofilopoiese e 

apoptose dos eosinófilos em decorrência do IFNA1 liberado na fase aguda da 

inflamação (RODRIGO-MUÑOZ et al., 2021; PALLADINO, 2021). 

A linfopenia consiste em uma das anormalidades hematológicas mais 

presentes em pacientes acometidos pela infecção por SARS-CoV-2, sendo observada 

em cerca de 85% dos casos graves (QIN et al., 2020). A linfopenia pode ser causada 

pela fixação do SARS-CoV-2 aos linfócitos por meio dos receptores ECA2 e CD147 

ou por meio das lesões imunes decorrentes dos mediadores inflamatórios 

(WATANABE et al., 2010; PALLADINO, 2021). Em vista do que foi mencionado, 

sugere-se que à alta prevalência de linfopenia associada à COVID-19 pode ser usada 

como potencial biomarcador preditivo da gravidade da doença (KARIMI; NIAZKAR; 

RAD, 2021). 

A contagem de plaquetas é um biomarcador acessível economicamente, mais 

simples e disponível e tem sido relacionado de forma independente à gravidade da 

COVID-19, bem como ao risco de mortalidade na unidade de terapia intensiva e com 

isso foi adotada como biomarcador para pacientes com COVID-19 (PONTI et al., 

2020). Na infecção por SARS-CoV-2, a presença de trombocitopenia se correlaciona 

com a gravidade clínica, sendo uma das manifestações clínicas mais comuns da 

COVID-19 relatada em 5 a 40% dos pacientes (TERPOS et al., 2020; PALLADINO, 

2021). Yang e colaboradores (2020) apontaram que a trombocitopenia foi o achado 
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mais comum entre os pacientes com COVID-19 estando relacionada ao aumento da 

mortalidade. 

 

2.7.1. Relação neutrófilo-linfócito (RNL) e relação plaqueta-linfócito (RPL) 

 

A replicação viral do SARS-CoV-2 resulta na síntese de citocinas e quimiocinas 

que ativam as respostas imunes resultando na tempestade de citocinas. 

Biomarcadores circulantes podem oferecer elementos acerca da inflamação e estado 

imunológico sendo úteis para o prognóstico de pacientes com COVID-19 (MAN et al., 

2021). A relação neutrófilo-linfócito (RNL) e relação plaqueta-linfócito (RPL) são 

indicadores da resposta inflamatória sistêmica (SENGUL et al., 2017). O RNL e RPL 

têm sido investigados em numerosas doenças, a exemplo doenças respiratórias, 

gastrointestinais e cardiovasculares, sendo que valores mais elevados relacionam-se 

com as formas mais graves das doenças, com pior prognóstico (LIU et al., 2020). 

A relação neutrófilo-linfócito (RNL) é um marcador relativamente novo e 

importante, calculada como uma relação entre a contagem absoluta de neutrófilos 

(ANC) e a contagem absoluta de linfócitos (ALC), em que conjuga duas vias do 

sistema imunológico: resposta imune inata devido aos neutrófilos e imunidade 

adaptativa pelos linfócitos (SONG et al., 2021; ASGHAR et al., 2022). Estudos 

avaliaram que a RNL identifica o risco para mortalidade, progressão para a doença 

grave, risco de intubação, risco da doença grave em paciente intubados e internações 

em UTI (YANG et al., 2020; MORADI et al., 2021; LIU et al., 2020). 

Em uma metanálise conduzida por Lagunas-Rangel (2020) com 828 pacientes 

foi demonstrado que RNL aumenta significativamente em pacientes com a forma 

grave da COVID-19. Estudo retrospectivo avaliou indivíduos infectados por COVID-19 

e encontrou um RNL elevado em cerca de 87,18% dos pacientes, sendo que o RNL 

foi o fator mais significativo para a incidência da doença grave (DJAHARUDDIN et al., 

2021). Shang e colaboradores (2020) observou que a RNL é um fator de risco 

independente para a COVID-19 grave e que em combinação com marcadores como 

PCR pode ser um preditor confiável da gravidade da COVID-19. 

Como indicador de inflamação, a razão plaquetas-linfócitos (RPL) e 
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desempenha um papel crucial devido o recrutamento de neutrófilos e outras células 

para o local da lesão (QU et al., 2020). Na COVID-19, a linfopenia é mais acentuada 

que a trombocitopenia principalmente em casos mais graves, o que pode ser um dos 

mecanismos para os altos níveis de RPL em casos graves da COVID-19 (LIPPI; 

PLEBANI; HENRY, 2020; SIMADIBRATA et al., 2022).  

Foi demonstrado que o nível elevado de RPL nos marcadores sanguíneos de 

30 pacientes diagnosticados por COVID-19 prolongou o tempo de internação e desta 

forma foi associado ao prognóstico da doença (QU et al., 2020). Em uma metanálise 

investigando a diferença nos níveis de RPL na admissão em adultos, Simadibrata e 

colaboradores (2022) demonstraram o alto valor de RPL elevado na admissão entre 

pacientes graves o que pode refletir a hiperativação da tempestade de citocinas. 

 

 

2.7.2 Índices de Inflamação Sistêmica 

 

Índices de inflamação sistêmica, incluindo o índice de imuno-inflamação 

sistêmica (SII), índice agregado de inflamação sistêmica (AISI) são índices 

inflamatórios que têm sido utilizados na previsão de gravidade de processos 

inflamatórios sistêmicos e nos pacientes com COVID-19 , estavam associados a 

mortalidade (GHOBADI et al., 2022). O novo marcador combinado de imuno-

inflamação sistêmica e concentração de hemoglobina (SII/Hb) apresenta-se como um 

novo marcador analítico sanguíneo sendo um biomarcador útil para o prognóstico do 

câncer colorretal (CCR) ou processos inflamatórios (ROSSI et al., 2017; KOSTAKIS 

et al., 2018; HERNANDEZ-AINSA, 2022).  

O índice de imuno-inflamação sistêmica (SII) consiste no número de linfócitos, 

neutrófilos e plaquetas sendo um indicador associado à inflamação, o qual indica o 

estado imunológico e inflamatório (HU et al., 2014). Estudo de coorte retrospectivo 

com 326 pacientes infectados por SARS-CoV-2 indicou que o grupo com maior índice 

SII apresentou maiores chances de complicações graves, como síndrome de 

disfunção de múltiplos órgãos, SDRA, eventos cardiovasculares, coagulação 

intravascular disseminada, infecção secundária, acidose e sepse (LI et al., 2020). O 
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SII foi sugerido como marcador prognóstico no seguimento de pacientes com sepse 

por descrever a instabilidade na resposta inflamatória, além de ter sido 

significativamente alterado em pacientes com COVID-19 (LAGUNAS-ALVARADO et 

al., 2017; USUL et al., 2020). 

Nesse contexto, o índice agregado de inflamação sistêmica (AISI) é baseado 

na contagem de linfócitos, neutrófilos, monócitos e plaquetas (XIE et al., 2023). Em 

estudo multicêntrico conduzido por Hamad e colaboradores (2022) o índice AISI foi 

maior em pacientes com COVID-19 internados na unidade de terapia intensiva (UTI) 

sendo também considerado como preditor de gravidade. Os papeis distintos que os 

linfócitos, neutrófilos, plaquetas e monócitos apresentam na resposta imune, propicia 

para a capacidade do índice AISI identificar pacientes com COVID-19 com maior risco 

do desenvolvimento para a mortalidade (ERCAN et al., 2023).  

O novo marcador combinado de imuno-inflamação sistêmica e concentração 

de hemoglobina (SII/Hb) proposto por Hernandez-Ainsa e colaboradres (2022) avalia 

o processo inflamatório relacionado ao aumento da proliferação celular tumoral, 

angiogênese e inibição da apoptose e como a interação entre a inflamação sistêmica 

e resposta imune do hospedeiro reflete analiticamente nos níveis sanguíneos de 

plaquetas e leucócitos, principalmente neutrófilos e linfócitos (MCALLISTER; 

WEINBERG, 2014; GAERTNER; MASSBERG,2019). Vale ressaltar que o índice 

SII/Hb é associado a concentração de hemoglobina, visto que a hemoglobina reflete 

o grau de anemia em pacientes no estado oncológico (HERNANDEZ-AINSA et al., 

2022).  

 

2.8. Tempestade de Citocinas 

 

Em 12 de março de 2020, a doença de coronavírus já atingia cerca de 125.048 

pessoas em todo o mundo, com a mortalidade atingindo cerca de 3,7%.Nesse cenário 

era urgente o desenvolvimento de novas terapias, a exemplo antivirais e vacinas. 

Estudos apontavam que um subgrupo de pacientes acometidos pela COVID-19 grave 

poderiam desenvolver a síndrome da tempestade de citocinas e com isso foi 

recomendada a identificação do tratamento da hiperinflamação com o uso de terapias 
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já existentes como esteroides, imunoglobulina intravenosa, tocilizumabe e inibição de 

JAK com o intuito de reduzir a crescente mortalidade (METHA et al., 2020). 

Em 2020, Metha et al., (2020) definiram o manejo atual da COVID-19 como de 

suporte sendo a insuficiência respiratória da síndrome do desconforto respiratório 

agudo (SDRA) a principal causa de mortalidade (RUAN et al., 2020). Metha e 

colaboradores(2020) definiram a lifo-histiocitose hemofagocítica secundária (sHLH) 

como uma síndrome hiperinflamatória caracterizada por hipercitocinemia fulminante e 

falência múltipla de órgãos, além de estar associado ao aumento da interleucina IL-2, 

IL-7, fator estimulante de colônias de granulócitos, proteína quimioatraente de 

monócitos 1, proteína inflamatória de macrófagos 1-α e fator de necrose tumoral-α e 

associação à gravidade da doença COVID-19 (RAMOS-CASALS et al., 2014; HUANG 

et al., 2020). Entretanto, o conceito acerca da tempestade de citocinas na COVID-19 

no estudo conduzido por Metha e colaboradores (2020) foi criticado devido à ausência 

de informações claras sobre a definição e a citocinemia na SDRA carecendo assim 

de uma revisão mais ampla sobre o conceito de tempestade de citocinas (METHA; 

FAJGENBAUM, 2021). 

A terminologia referente as alterações hiperinflamatórias tem sido objeto de 

muitos estudos (NIKIFOROW; BERLINER, 2020; NIGROVIC, 2021). Em revisão de 

literatura Metha e Fajgenbaum (2021) conceituam a tempestade de citocinas como 

um termo mais abrangente de diversos distúrbios hiperinflamatórios associados a 

desregulação imune por sintomas constitucionais, inflamação sistêmica e disfunção 

de múltiplos órgãos que podem resultar na falência múltipla de órgãos e morte. A 

etiopatogenia das tempestades de citocinas ainda não é totalmente elucidada, 

entretanto pode ocorrer resultado de distúrbios inflamatórios ou reconhecimento 

ineficaz com evasão imune, resposta efetora de forma exagerada e produção de 

citocinas (METHA; FAJGENBAUM, 2021). Na tempestade de citocinas tipos 

específicos de células patológicas incluem células T, neutrófilos, macrófagos e células 

NK e níveis aumentados de várias citocinas inflamatórias, a exemplo IL-1, IL-6, IL-18 

e TNF-α (FAJGENBAUM; JUNE, 2020). 

Achados laboratoriais na tempestade de citocinas são influenciados por causas 

subjacentes (FAJGENBAUM; JUNE, 2020). Marcadores como a proteína C-reativa 
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(PCR) encontra-se elevado e se correlaciona diretamente com a gravidade (LEE et 

al., 2014). Muitos pacientes apresentam quadro de hipertrigliceridemia, 

anormalidades no hemograma, como leucocitose, leucopenia, anemia, alterações de 

biomarcadores como ferritina, níveis de dímero-D, fibrinogênio plasmático, colesterol 

HDL e LDL, hormônios da tireoide, creatinina, albumina e aspartato aminotransferase 

(AST) (BATTAGLINI et al., 2022). 

A SDRA é uma das principais causas da mortalidade na COVID-19, em 

pacientes com SDRA foram definidos dois fenótipos distintos: fenótipo 

hiperinflamatório (citocinas pró-inflamatórias, aumento da incidência de choque e 

maior mortalidade) e o fenótipo hipoinflamatório (SINHA et al., 2020; REDDY et al., 

2020; CALFEE et al., 2014). Em pacientes com SDRA por COVID-19, a mortalidade 

foi maior em pacientes com subfenótipo hiperinflamatório (63%) quando comparado 

ao subfenótipo hipoinflamatório (39%) (SINHA et al., 2020). A mortalidade em ambos 

os grupos foi maior quando comparado aos resultados relacionados ao SDRA não 

COVID, o que sugere haver fatores adicionais relacionados a COVID-, além da 

tempestade de citocinas (METHA; FAJGENBAUM, 2021). 

Condições coexistentes como hipertensão arterial, diabetes mellitus e 

obesidade estão relacionados aos casos mais graves da COVID-19, devido ao estado 

inflamatório crônico pré-existente para o possível desenvolvimento da disfunção 

orgânica a partir da resposta imune (FAJGENBAUM; JUNE, 2020). A variação 

genética também pode influenciar na gravidade da infecção por SARS-CoV-2, a 

regulação negativa do IFNA1 pode propiciar o aumento da vulnerabilidade a infecções 

virais e presença de altos títulos de anticorpos neutralizantes em pacientes com 

pneumonia grave por COVID-19 que neutralizam a capacidade dos IFNA1 bloquear a 

infecção por SARS-CoV in vitro (METHA; FAJGENBAUM, 2021; BASTARD et al., 

2020). 
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2.9 Citocinas e Retrovírus Endógenos Humanos (HERVs) 

 

2.9.1 Interferon Tipo I (IFNA1) e Receptores IFNAR1 e IFNAR2 

 

Os interferons tipo I (IFNs) constituem a principal linha de defesa contra os vírus 

e são cruciais para a resposta imune contra a infecção por SARS-CoV-2 (NAGAOKA 

et al., 2022; ACHARYA; LIU; GACK, 2020). Do ponto de vista imunológico, os IFNs 

apresentam três tipos de funções: ativação do estado antiviral nas células infectadas 

e vizinhas, o que limita a disseminação do processo infeccioso; modulação das 

respostas imunes inatas, a exemplo apresentação de antígenos e funções das células 

NK e ativação do sistema imunológico adaptativo para o desenvolvimento de 

respostas das células T e B específicas (IVASHKIV; DONLIN, 2014).  

As células dendríticas plasmocitoides (pDCs) são as principais produtoras de 

IFNA e além disso detectam os vírus por meio de TLR7 e TLR9, propiciando a 

secreção de IFN-I por meio da sinalização MyD88-IRF7 (CELLA et al., 1999; KAWAI; 

AKIRA, 2011). De acordo com Venet e colaboradores, (2023) a comparação de 

respostas entre os pacientes com COVID-19 e os níveis de gravidade sugere que a 

resposta das pDC a células infectadas por SARS-CoV-2 se correlaciona de forma 

inversa com a resposta inflamatória exarcerbada, nível basal de IFNA1 e IFNG e 

atividade inflamatória. 

O início da resposta do IFNA tipo I é distinto a depender da gravidade da 

COVID-19 (RAMASAMY; SUBBIAN, 2021). Segundo Jamilloux  e colaboradores, 

(2020) uma forte resposta do IFNA1 foi observada nos estágios iniciais da infecção 

com sintomas leves da COVID-19, ao tempo que em casos graves, o início tardio da 

resposta IFNA1 foi identificado. Foi relatado que a indução tardia das respostas 

relacionadas ao IFNA1 resultam no aumento da hiperinflamação, recrutamento de 

monócitos e macrófagos (LEE et al., 2020). 

O estudo de Hadjadj e colaboradores (2020) analisou que baixos níveis 

plasmáticos de IFNA1 precederam a deterioração clínica, transferência para a UTI e 

que diferentes padrões de IFNA1 circulante caracterizava cada grau da doença. 

Estudo de acompanhamento longitudinal incluindo 32 pacientes com COVID-19 
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demonstrou que o SARS-CoV-2 poderia desencadear respostas IFNA1 retardadas e 

quadro inflamatório persistente que estão relacionados ao pior prognóstico para 

pacientes com COVID-19 (GALANI et al., 2021; ZHANG; ZHAO; ZHAO,2021). 

Lee e colaboradores (2020) identificaram que a COVID-19 grave é 

acompanhada pelas respostas do IFNA1 e TNF/ IL-1β sugerindo que a resposta 

IFNA1 pode contribuir o processo hiperinflamatório por potencializar a inflamação por 

TNF/IL-1β na progressão grave da COVID-19. Entretanto, de acordo com Blanco-Melo 

e colaboradores (2020) baixos níveis de IFNA1 são produzidos em resposta à infecção 

por SARS- CoV-2, uma explicação para a baixa expressão do IFNA1 pode estar 

associada ao um pequeno subconjunto de células resistentes ao mecanismo 

antagonista do SARS-CoV-2, o qual produz quantidades suficientes de IFNA1 para a 

ativação de células imunes e a expressão dos genes estimulados por interferon 

(ISGs). 

Park e Iwasaki (2020) apontam que níveis elevados de IFNs se correlacionam 

com a gravidade da COVID-19. Em uma coorte de pacientes com SARS, altos níveis 

de IFNA1 e ISGs relacionaram-se com a gravidade da doença (CAMERON et al., 

2007). Um estudo de Wei e colaboradores(2020) examinou que na coorte de 

pacientes com COVID-19, os níveis de IFNA1 e ISGs foram associados à carga viral 

e gravidade da COVID-19. Com isso, esses estudos revelam que infecções graves 

podem resultar em assinaturas de IFNA1 elevadas, mesmo com baixa redução na 

carga viral (PARK; IWASAKI, 2020). 

Um estudo longitudinal acerca das falhas imunológicas na COVID-19 grave por 

Lucas e colaboradores(2020) relata que os níveis de IFNA1 foram mantidos em níveis 

mais elevados em pacientes com doença grave, mas que diminuíram em pacientes 

com doença moderada. Foi observado também que independentemente dos 

pacientes apresentarem doença moderada ou grave, a carga viral se correlacionou de 

forma significativa com os níveis de IFNA1 e IFNG.  

Após o reconhecimento viral, o IFNA1 é ativado transcricionalmente por vias de 

sinalização compostas por sensores virais, proteínas adaptadoras, quinases e fatores 

de transcrição (ABLASSER; HORNUNG, 2013; SCHOGGINS, 2014). Os IFNs recém 

produzidos ligam-se aos receptores cognatos IFNAR para o início da sinalização pela 
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via JAK/STAT com a expressão dos genes estimulados por interferon (ISGs) 

(SCHOGGINS, 2014). A indução transcricional dos ISGs desempenha papel 

importante na infecção viral, devido o efeito inibitório em diferentes estágios da 

replicação viral, a exemplo fusão da membrana e expressão gênica viral (DA SILVA 

et al., 2021).  

O RNA do coronavírus é detectado por sensores citosólicos, a exemplo gene 

induzível por ácido retinóico (RIG-I) e gene 5 associado à diferenciação de melanoma 

(MDA5) (ZALINGER et al. 2015; LI; LIU, ZHANG,2010). Após a ativação, tanto RIG-I 

e MDA5 interagem com a proteína de sinalização antiviral mitocondrial (MAVS) 

resultando no recrutamento do fator 3 associado ao receptor do fator de necrose 

tumoral (TRAF3),  quinase de ligação a TANK 1 (TNK1) e inibidor do fator nuclear ĸB 

(IĸB) quinase-ε (IKKε) para a fosforilação dos genes reguladores IRF3 e IRF7. A 

dimerização e translocação do IRF3 e IRF7 para o núcleo promove a expressão de 

IFN-1 que irá se ligar aos receptores de interferon alfa e beta (IFNAR) (SA RIBEIRO 

et al., 2020). 

Os interferons tipo I (IFNA1) são constituídos por duas subunidades 

transmembranares, IFNAR1 e IFNAR2. Os receptores IFNAR1 e IFNAR2 são 

constituídos por um domínio extracelular – responsável pela ligação ao IFNA1 -, uma 

hélice transmembrana e domínio intracelular não estruturado (ICD) importantes para 

a vinculação aos JAKs e STATs (THOMAS et al., 2011; PIEHLER et al., 2012). 

JAK1está associado a IFNAR2 e TYK2 a IFNAR1. STAT1 e STAT2 se ligam ao ICD 

do IFNAR2 (PIEHLER et al., 2012; ARIMOTO et al., 2017). Após a fosforilação 

cruzada, os STATs se dissociam do receptor e formam homo e heterodímeros que são                                       

transportados para o núcleo, no qual atuam como fatores de transcrição para os genes 

(ISGs). O STAT1/ STAT2 formam com o IRF9 o fator de gene 3 estimulado por 

interferon (ISGF3) que se liga a um grupo distinto de genes alvo que abarcam os 

elementos de resposta estimulada por interferon (ISRE). Vale ressaltar que, a 

homodimerização STAT1 / STAT1 e STAT3 / STAT3 e a formação do complexo 

binário STAT2 / IRF9 são conduzidas pelo IFNA1 que resulta em amplas funções 

imunes inatas e adaptativas (SCHREIBER, 2020). 

Os coronavírus revelam diversos mecanismos para sobrepujar as respostas do  
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IFNI em células infectadas, sendo que essa capacidade de bloqueio está associada                               a 

gravidade clínica da doença (DE WIT et al., 2016). A capacidade dos coronavírus de 

evitar a imunidade inata no decorrer dos 10 primeiros dias da infecção em humanos  foi 

relacionada a um decurso de inflamação generalizada e aumento da carga viral 

(SARIOL; PERLMAN, 2020). 

Bastard e colaboradores  (2020) relataram que além da resposta prejudicada 

do IFN-1 desencadeada pelo SARS-CoV-2, autoanticorpos neutralizantes contra IFNs 

tipo I precederam a infecção por SARS-CoV-2 estando relacionados a gravidade da 

doença. Em estudo conduzido por Zhang e colaboradores (2020) foi observado que 

que cerca de 3,5% dos pacientes com pneumonia em decorrência da COVID-19 

gravemente doentes apresentam mutações genéticas que estão envolvidas na 

deficiência autossômica recessiva AR IRF7 que altera a produção de IFN1 por células 

dendríticas plasmocitoides e deficiência de AR de IFNAR1 que prejudica a produção 

de IFN-I intrínseca de fibroblastos a SARS- CoV-2. 
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Figura 4. Sinalização da via interferon tipo I. 
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2.9.2 Interferon gama (IFN-γ) 

 

O interferon gama (IFN-γ) consiste em uma citocina pleiotrópica que apresenta 

numerosas respostas biológicas, a exemplo proteção contra infecções virais e 

bacterianas e regulação das células efetoras relacionadas a imunidade inata e 

adaptativa (TODOROVIĆ-RAKOVIĆ; WHITFIELD, 2021). No decorrer da infecção, as 

células natural killer (NK) são as principais responsáveis pela produção de IFN-y , 

assim como células especializadas do sistema imunológico (células T e linfócitos 

citotóxicos) e células apresentadoras de antígenos (APCs), tais como 

monócitos/macrófagos e células dendríticas importantes para a autoativação celular 

(FRUCHT et al., 2001; SCHRODER,2004). Enquanto a secreção do IFN-y pelas 

células NK atuam na defesa inicial do hospedeiro, os linfócitos T contribuem para as 

respostas do IFN-y na imunidade adaptativa (FRUCHT et al. 2001). 

O receptor funcional de IFN-y (IFNGR) é formado por duas cadeias de ligação 

IFNGR1 associadas a duas cadeias de IFNGR2 (SCHRODER et al. 2004). A cadeia 

IFNGR2 consiste no fator limitante para a capacidade da resposta do IFNG e o nível 

de expressão do IFNGR2 é regulado de acordo com o estado de diferenciação ou 

ativação celular. Populações de CD4+ e Th1 apresentam baixos níveis de expressão 

referentes a cadeia IFNGR2 na superfície celular o que resulta no bloqueio funcional 

de aspectos referentes a sinalização de IFN-γ (BACH; AGUET; SCHREIBER, 1997). 

A ligação dos dímeros de IFN-γ ao complexo IFNGR1/2 leva à fosforilação das 

tirosinas quinases JAK1 e JAK2. A ligação aos receptores promove a transfosforilação 

e ativação de JAKs (ZHOU,2009). Os JAKs ativados se associam a STAT para induzir 

o fator ativado por gama (GAF), logo após ocorre a translocação do GAF para o núcleo 

para induzir os genes estimulados por IFN e sequência ativada por gama (GAF) 

resultando na expressão de genes antivirais, a exemplo Myxovirus 1 e 2 (MX1 e MX2), 

2´,5´- oligoadenilato sintetase 1 (OAS1) e gene 15 estimulado por interferon (ISG15) 

(BOEHM et al. 1997; SCHNEIDER; CHEVILLOTTE; RICE, 2014; GARCÍA-SASTRE 

,2017). 

MX1 codifica a proteína responsável por metabolizar o trifosfato de guanosina 

(GTP) que inibe a replicação viral no núcleo, enquanto o MX2 tem potente atividade 
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antiviral no citoplasma (VERHELST; HULPIAU; SAELENS, 2013). O ISG15 codifica a 

proteína semelhante à ubiquitina que interage com as proteínas virais e minimiza suas 

funções no decorrer da infecção (PERNG; LENSCHOW, 2018) e o OAS1 participa da 

resposta antiviral celular inata, pois sintetiza oligômeros que atuam na RNAse L que 

deteriora o RNA viral prejudicando a sua replicação (SCHWARTZ et al., 2020).  

Gadotti e colaboradores (2020) em estudo retrospectivo demonstrou que altos 

níveis de IFN-γ estavam relacionados ao pior prognóstico, sendo que o IFN-γfoi maior 

nos estágios iniciais da doença. Em um estudo que se propôs a investigar os perfis 

das citocinas e sua correlação com a gravidade em amostras do sangue periférico de 

40 pacientes confirmados com COVID-19, Liu e colaboradores (2020) demonstraram 

que pacientes com COVID-19 grave apresentaram concentrações séricas mais altas 

de IL-6, IL-10, IL-12 e IFN-γ do que nos casos leves sugerindo que a tempestade de 

citocinas pode estar associada à gravidade da doença. Segundo Villalba e 

colaboradores (2020) foi observado níveis mais altos de expressão com relação ao 

IFN-γ nas vias áreas superiores de pacientes acometidos pela COVID-19 devido a 

correlação com os níveis mais altos de ECA2 o que favorece para a suscetibilidade à 

infecção.  

Chen e colaboradores (2020) observou que ocorre expressão reduzida de IFN-

γ pelas células CD4+ T, CD8+ e NK, constatou ainda que o IFN-γ pelas células CD4+ 

T foi menor em pacientes graves quando comparado a pacientes moderados. Em um 

estudo observacional retrospectivo Imeneo e colaboradores (2022) relataram uma 

produção reduzida de IFN-γ por linfócitos em pacientes com COVID-19 na forma grave 

da doença. A redução da contagem de células T e a produção retardada de IFN-γno 

sangue periférico podem refletir o recrutamento de células T ativadas no tecido 

pulmonar, bem como nos órgãos linfoides com hiperinflamação loca e secreção de 

citocinas inflamatórias (DIPIAZZA; GRAHAM; RUCKWARDT,2021).  
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Criado com BioRender.com Fonte: Próprio autor. 

Figura 5. Indução e sinalização do IFNG. 

 

2.9.3 Interleucina 17 (IL17A) 

 

A IL17A é uma citocina pró-inflamatória que é secretada por linfócitos Th17 sob 

o estímulo do fator de crescimento transformador beta (TGF-β), IL-23 e IL-6 derivados 

de fagócitos, ademais células imunes tais como células T gama/delta (Tγδ), células T 

natural killer invariantes (iNKT), células linfoides inatas tipo 3 (ILC3), neutrófilos e 

macrófagos podem expressar IL17 a parir da estimulação por IL-1β e IL-23 

(KUWABARA et al., 2017). As propriedades pró-inflamatórias da IL17A são 

importantes para mediar a inflamação e imunopatologia (VELDHOEN, 2017). 

IL17A ativa diversas vias de sinalização que produzem numerosas citocinas, a 

exemplo  IL-6, IL-1β, TNFα, G-CSF, GM-CSF e TGF-β e quimiocinas (IL-8 e MCP1) 

estimuladas por células epiteliais, células endoteliais e macrófagos para a indução de 

mediadores inflamatórios que atraem células imune para o local de ação da IL17A 

(RYZHAKOV et al., 2011; QIN et al., 2020). Quimiocinas como a G-CSF e IL-8 

(CXCL8) ativam o recrutamento de células imunes, como neutrófilos para a área 

inflamada dos alvéolos propiciando a ativação desregulada de células imunes, o que 

resulta na tempestade de citocinas (QIN et al., 2020). 
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Durante a sinalização, a IL17A se liga às subunidades IL17RA e IL17RC para 

a transdução da sinalização nas células alvo para com isso gerar moléculas efetoras 

(BREMBILLA; SENRA; BOEHNCKE,2018). Os receptores se ligam ao Act1 para o 

recrutamento do TRAF6, logo após o recrutamento ocorre a ubiquitinação do TRAF6 

que viabiliza uma cascata de interações moleculares promovendo a fosforilação e 

degradação proteassômica de IĸB o que permite a translocação nuclear do NFĸB e a 

ativação de citocinas inflamatórias (SHIBABAW, 2020; BREMBILLA; SENRA; 

BOEHNCKE, 2018). As respostas imunes desreguladas induzidas por meio da IL17A 

demonstraram causar a tempestade de citocinas durante a COVID-19, devido ao 

aumento da patologia pulmonar e diminuição da sobrevida (DIAO et al., 2020).  

A SDRA consiste em um dos principais fatores de mortalidade associado ao 

SARS-CoV-2 (ORLOV et al., 2020). A SDRA caracteriza-se por um quadro de edema 

pulmonar não cardiogênico resultante do dano endotelial e epitelial alveolar (LEW et 

al., 2003). Neste cenário, a IL17A foi relacionada ao processo da doença na SDRA 

por meio de mecanismos inerentes aos neutrófilos. Durante a infecção, os neutrófilos 

são recrutados para as lesões pulmonares viabilizando dano tecidual por meio de 

oxidantes e proteases (SUTHERLAND et al., 2014). Mikacenic e colaboradores (2016) 

observaram que os níveis circulantes e alveolares de IL17A estavam correlacionados 

ao aumento de neutrófilos alveolares, permeabilidade alveolar e disfunção orgânica 

em pacientes com SDRA.  

Salinas e colaboradores (2020) revelaram que a IL17A apresenta quadros 

distintos entre casos leves e graves se correlacionando de forma positiva com o 

aumento do escore  de gravidade da lesão pulmonar. Ademais, a IL17A promove um 

papel no recrutamento precoce de neutrófilos para os pulmões, caracterizando um 

efeito deletério associado a um mau prognóstico em casos graves da COVID-19 (WU                                    

et al., 2020). 

Consoante Parackova e colaboradores (2020), tanto os linfócitos Th17 quantos 

os neutrófilos foram relacionados aos danos do sistema imune concernente a COVID-

19. A gravidade clínica da doença demonstrou relação com níveis séricos de 

exacerbados                   de IL17A envolvidas na manutenção de células Th17 observadas em                            

infecções por outros coronavírus, tal como MERS-CoV e SARS-CoV (XU et al., 2020; 
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AHALLAWI et                        al., 2018). 

De acordo com Goel e colaboradores (2021) a gravidade da COVID-19 

demonstrou se relacionar de forma positiva com os níveis de IL-1β, IL-6, TNF e a 

citocina pró-inflamatória IL17A. Ao avaliar os níveis de proteína da IL17A, TNFα, IL-

1β na saliva dos pacientes com COVID-19 em distintas gravidades Sharif-Askariv e 

colaboradores (2022) observaram que o nível de IL17A consiste em um potencial 

biomarcador para a gravidade da COVID-19, bem como piores resultados de 

sobrevida. Em um estudo de caso-controle que investigou os níveis séricos da IL17A 

no sangue periférico de pacientes com COVID-19, Elsheshtawy e colaboradores 

(2023) relataram que o nível sérico das IL17A foi significativamente maior no grupo 

grave em comparação ao grupo controle, sendo fortemente correlacionado com a 

presença de febre e aumento da necessidade de oxigênio, bem como com a contagem 

absoluta de linfócitos e com isso considerado como um biomarcador de gravidade em 

pacientes com COVID-19. 

 

Criado com BioRender.com Fonte: Próprio autor. 

Figura 6. Sinalização da IL17A e ligação às subunidades IL17RA e IL17RC. 
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2.9.4. Retrovírus Endógenos Humanos (HERVK-10 e HERVW-1) 

 

HERVs consistem em elementos genéticos oriundos da infecção ancestral de 

células germinativas mediada por retrovírus exógenos que integram cerca de 8% do 

genoma humano (FRANK; FESCHOTTE, 2017). A ativação de HERVs foi 

determinada por sua participação em patologias como, câncer, esclerose múltipla, 

diabetes tipo 1 e atrite reumatoide (MATTEUCCI et al., 2018; LEVET et al., 2017) que 

representam condições presentes em pacientes que desenvolveram a forma grave da  

COVID-19. 

O grupo HERVK são os retrovírus mais recentes na linhagem germinativa 

humana sendo também a classe mais biologicamente ativa (BANNERT; KURTH, 

2004). Dentre da estrutura do HERVK a proteína env é importante para o 

reconhecimento do receptor e fusão da membrana (HOHN; HANKE; BANNERT et al. 

2013). Estudos apontaram imunomodulação em relação ao HERVK env na COVID-

19, bem como outras doenças como câncer de ovário, câncer de próstata, artrite 

reumatoide e lúpus eritematoso sistêmico associados aos desfechos clínicos 

negativos (TEMEROZO et al, 2022; XUE; SECHI; KELVIN, 2020; GRANDI; 

TRAMONTANO, 2018). Além disso, a expressão da proteína envelope (env) do HERV 

estimula a imunidade inata e adaptativa em virtude da semelhança com a proteína 

viral exógena (TRELA; NELSON; RYLANCE, 2016). 

Em estudo conduzido por Guo e colaboradores (2022) foi observado que por 

meio da infecção do trato respiratório superior ocorreu a ativação do SARS-CoV-2 e 

expressões significativamente elevadas de gag, env e pol referente ao gene do 

HERVK foram identificados em pacientes com COVID-19 moderados e graves. Ainda 

nesse contexto o estudo de Temerozo et al. (2021) apontou que foram encontradas 

sequências nos aspirados                                    traqueais (AT) em pacientes com COVID-19. Além disto, 

o HERVK env estava 5 vezes   mais presente no aspirado traqueal de pacientes 

com COVID-19 sob ventilação                     mecânica quando comparados com amostras dos 

aspirados traqueais dos pacientes com sintomas leves. O HERVK foi associado aos 

indutores de G-CSF em células imunes (MOROZOV et al., 2013) e NGF em 

neurônios (BHAT et al., 2014). O papel dos HERVs na etiopatogênese da COVID-19 
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ainda está sob investigação. 

Recentemente, outro retrovírus endógeno humano W (HERVW-1) foi 

relacionado à gravidade da patologia por COVID-19. Estudo piloto conduzido por 

Balestrieri et al., (2021) analisou o envolvimento do HERV-W ENV como um fator 

contribuinte para a imunopatologia da COVID-19. O            estudo evidenciou a alta expressão 

da proteína HERVW env nas células sanguíneas de pacientes acometidos pela COVID-

19. Foi realizada a análise de leucócitos na admissão hospitalar revelando níveis 

elevados de mRNA e de  proteína de HERVW env em pacientes COVID-19 em 

comparação com os doadores saudáveis. 

Vale ressaltar que, detectou-se associação significativa dos linfócitos com a 

proteína HERV-W ENV, bem como a expressão de vários mediadores pró- 

inflamatórios envolvidos na COVID-19 e tempestade de citocinas. Han et al., (2020) 

apontam que em pacientes com COVID-19, os níveis de mRNA do HERVW ENV se 

correlacionam consideravelmente com os níveis de interleucina 6 (IL-6), tal como a IL-

17, TNF-α e quimiocinas, como CXCL6 e MCP1, presentes na inflamação das vias 

áreas e encontrados em níveis séricos elevados nos pacientes (HUANG et al.,2020).  
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3 JUSTIFICATIVA  

 

A pandemia da doença de coronavírus 2019 (COVID-19) caracteriza-se como 

uma doença infecciosa causada pela nova cepa do coronavírus humano, a síndrome 

respiratória aguda grave coronavírus 2 (SARS-CoV-2) e resultou em alta morbidade e 

mortalidade em todo mundo (ZHANG et al., 2021; ZHANG et al., 2023). Os padrões 

clínicos da COVID-19 podem variar de casos assintomáticos a pacientes gravemente 

enfermos (DONG et al., 2020). Alterações radiológicas nos pulmões, tosse seca e 

febre são as manifestações clínicas mais comuns em pacientes com COVID-19, além 

desses sintomas a pneumonia viral grave com insuficiência respiratória e doenças 

subjacentes são as principais causas de morte em pacientes graves (ZHANG et al., 

2021). Idade, sexo masculino, raça/cor, comorbidades pré-existentes, linfopenia, 

neutrofilia foram relatados como fatores de risco associados à gravidade em pacientes 

com COVID-19 (RODRIGUEZ-NAVA et al., 2022).  

Uma das características mais relevantes da COVID-19 consiste na síndrome 

da tempestade de citocinas em que a insuficiência respiratória está relacionada á 

expressão significativa de citocinas pró-inflamatórias, a exemplo IL-2, IL-27, IL-10, 

fator estimulante de colônias de granulócitos (G-CSF), proteína 10 induzida por 

interferon γ (IP-10), proteína inflamatória de macrófagos –1α (MIP-1α) e fator de 

necrose tumoral α (TNFα) que leva ao recrutamento de células inflamatórias e danos 

teciduais ao pulmão (HUANG et al., 2020; MUDD et al., 2020).  

Diante disso, para entendermos a modulação da resposta imune sistêmica em 

pacientes com COVID-19 realizamos uma investigação dos parâmetros 

hematológicos, bem como análise comparativa das respostas inflamatórias em um 

estudo transversal com pacientes graves e leves acometidos pela COVID-19, para 

isso avaliamos genes inflamatórios como IFNA1 e seus receptores IFNAR1 e IFNAR2, 

IFN-γ e IL17A e retrovírus endógenos humanos HERVK-10 e HERVW-1.  

.  
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3.1 Hipótese 

 

 A  hipótese do estudo é que a expressão gênica de citocinas inflamatórias  

IL17A, IFNA1 e seus receptores (IFNAR1 e IFNAR2),  retrovírus endógenos humanos 

(HERVK-10 e HERVW-1), interferon – gama (IFN-γ) e biomarcadores laboratoriais 

estão aumentados em pacientes que desenvolvem a forma grave da COVID-19. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 

 

4 OBJETIVOS 
 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

• Avaliar a expressão gênica de citocinas inflamatórias, de  retrovírus endógenos 

humanos e biomarcadores hematológicos em pacientes com COVID-19 

associando ao desfecho clínico. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Descrever o perfil clínico-epidemiológico dos casos (leves e graves) com 

diagnóstico para COVID-19 e identificar fatores associados à gravidade. 

 

• Analisar a expressão dos genes IFNA1 e seus receptores IFNAR1 e IFNAR2 bem 

como da IL17A nas células do sangue periférico de pacientes com diagnóstico 

de COVID-19. 

 

• Avaliar a expressão dos genes HERVW-1 e HERVK-10 nas células do sangue 

periférico de pacientes com infecção por SARS-CoV-2. 

 

• Comparar a produção de  Interferon-gama (IFN-γ) no plasma de pacientes 

diagnósticos a forma leve e grave daCOVID-19. 

 

• Avaliar o poder preditivo das razão neutrófilo-linfócitos (RNL), razão plaqueta-

linfócitos (RPL) e índices de inflamação sistêmica (SII, AISI e SII/Hb) para o 

para prognóstico associado a gravidade da COVID-19.  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Considerações Éticas 

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos/Instituto de Ciências da Saúde (ICS) (CAAE 30764720.1.3004.5662, 

Parecer nº: 4.040.329)  pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Estadual 

de Feira de Santana (UEFS) (Processo 30764720.1. 0000.0053 Parecer nº: 

4.318.395) e pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) (Processo 

30764720.1. 0000.0053 Parecer nº: 4.014.165). Os termos de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE) foram obtidos de todos os participantes elegíveis.  

 

5.2 Desenho do Estudo 

O presente estudo é do tipo transversal que faz parte de um projeto maior 

intitulado “Estudo da Assinatura Molecular para a Determinação de Gravidade da 

Doença do Coronavírus 2019 (COVID-19)”.  

 

5.3 Cenário da população de estudo  

Este estudo foi realizado no estado da Bahia (Brasil), nos municípios de 

Salvador e Feira de Santana entre o período de junho a dezembro de 2020, anterior 

ao período de vacinação nacional. A população do estudo consistiu em 117 pacientes 

classificados como leves (n=59) e graves (n=58), com diagnóstico associados a 

COVID-19 e recrutados por meio de visitas domiciliares ou internações na Unidade de 

Terapia Intensiva do Instituto Couto Maia, Hospital Geral Clériston de Andrade e 

Hospital EMEC levando em consideração o período de infecção entre sete a catorze 

dias. Para a realização do estudo, os pacientes foram pareados de acordo com o sexo 

e idade (± 10 anos). 

O diagnóstico de COVID-19 foi pela detecção do agente etiológico SARS-CoV-

2 por meio do teste de reação em cadeia da polimerase com transcrição reversa (RT-

PCR). Os testes de RT-PCR para os pacientes internados no Instituto Couto Maia 

foram realizados pelo Laboratório Central de Saúde Pública (LACEN). Enquanto que, 

os pacientes do grupo leve realizaram os exames para o diagnóstico da COVID-19 
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em laboratórios de sua preferência. Os pacientes foram classificados nos seguintes 

grupos: 

a) grupo grave: diagnosticados com a forma grave da doença, tal como 

infecção por SARS-CoV-2 cursando com saturação de pulso de oxigênio inferior a 

94%, frequência respiratória persistentemente acima de 24 incursões por minuto ou 

indicação internação hospitalar; 

b) grupo leve: pacientes diagnosticados com a forma leve da doença que foi 

considerada quando apresentaram infecção por SARS-CoV-2 na ausência dos fatores 

de risco referenciados. 

 

5.4 Cálculo Amostral e Amostragem 

Para o cálculo do tamanho amostral, considerou-se uma exposição (aumento 

na expressão gênica de marcadores de resposta inflamatória) de 50% no grupo 

controle (proporção 1, pacientes leves) e de 75% no grupo caso (proporção 2, 

pacientes graves), utilizando-se o site Cálculo amostra da UNESP – Bauru 

(http://calculoamostral.bauru.usp.br/calculoamostral/ta_diferenca_proporcao.php). 

Assumiu-se erro alfa (α nível de significância) de 5% e erro beta (β poder da amostra) 

de 20%, numa proporção de 1:1 foram calculados uma amostra de 58 pacientes em 

cada grupo. 

Os grupos foram divididos em grupo controle e grupo caso, os quais foram 

pareados de acordo com o sexo e idade (levando-se em consideração um intervalo 

de 10 anos). O processo de amostragem foi conduzido por conveniência. 

 

5.5 Critérios de Inclusão 

Foram incluídos neste estudo os pacientes com idade igual ou maior a 18 anos 

de idade e com diagnóstico laboratorial de infecção ativa por SARS-CoV-2 durante 

avaliação ambulatorial, hospitalização ou visita domiciliar. 

 

5.6 Critérios de Exclusão 

Para os critérios de exclusão foram utilizadas as seguintes características: 

gestantes, doenças autoimunes em atividade e neoplasia maligna em tratamento. 

http://calculoamostral.bauru.usp.br/calculoamostral/ta_diferenca_proporcao.php
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5.7 Coleta de dados 

A busca documental para este estudo foi realizada por meio do sistema 

eletrônico SMPEP e Laboratório LACEN para pacientes graves. Vale ressaltar que, 

tanto para os pacientes do grupo grave como do grupo leve foram investigados dados 

epidemiológicos, a exemplo: sexo e idade; sintomas e presença de comorbidades, no 

decorrer da infecção. Foram analisadas as seguintes comorbidades: diabetes mellitus, 

hipertensão arterial sistêmica, doença cardiovascular, doença renal e obesidade. Com 

relação aos sintomas foram considerados: tosse seca, tosse produtiva, dispneia, 

febre, fadiga/mialgia. 

Os dados laboratoriais referentes ao hemograma e leucograma também foram 

inseridos na coleta de dados.  

A coleta de dados relacionados ao perfil clínico-epidemiológico dos pacientes 

leves foi aplicada por meio do questionário semiestruturado (Anexo 1) sob forma de 

entrevista individual por um dos membros da equipe diante do acordo com o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2) 

 

5.8 Coleta de amostras biológicas  

 

5.8.1 Coleta e transporte do sangue periférico 

Após assinatura do TCLE e entrevistas com os pacientes do grupo leve  foram 

coletadas cerca de 6 mL de amostras do sangue periférico em dois tubos contendo o 

anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Com relação ao grupo 

grave as amostras do sangue periférico eram coletas pela equipe hospitalar. Os tubos 

contendo as amostras foram acondicionados em caixas térmicas refrigeradas, 

vedadas e fixadas para a sua estabilização, protegidas do sol e da umidade. Cerca de 

0,5 mL de sangue periférico dos pacientes controle foram entregues para o 

Laboratório de Imunologia e Biologia Molecular da Universidade Federal da Bahia para 

a realização do hemograma (Figura 07). 
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Criado com BioRender.com Fonte: Próprio Autor 

Figura 07. Coleta e transporte do sangue periférico 

 

5.8.2 Hemograma 

Os hemogramas dos pacientes classificados como graves e leves foram 

realizados no Laboratório Central de Saúde Pública (LACEN) e no Laboratório de 

Imunologia e Biologia Molecular da Universidade Federal da Bahia (LABIMUNO). As 

leituras das amostras de sangue foram feitas no analisador automático mirandray – 

modelo BC – 6200 Vyttra.  

 

5.9 Obtenção do plasma sanguíneo por centrifugação 

O plasma foi obtido por centrifugação de 2,5mL de sangue total, colhido em 

anticoagulante EDTA por centrifugação a 2.500 rpm, por ≈ 10 minutos, a 4˚C. Foram 

feitas alíquotas dos plasmas em tubos de 1,5 mL, sendo armazenadas a - 80˚C,  para 

a posterior dosagem de citocinas. 

 

 

 

 

 

 

 

Criado com BioRender.com Fonte: Próprio Autor 

Figura 08. Isolamento do plasma 
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5.10 Isolamento dos leucócitos no sangue periférico 

Para este procedimento foi acrescentado 10mL de solução de lise 1x a cada 

tubo falcon com 1 mL de sangue periférico. Logo após, ocorreu a homogeneização 

no vórtex e incubação a 4˚C para ocorrer a lise (≈ 10 minutos). Após a centrifugação 

por 10 minutos 2200rpm ou 800g foi observado a formação de pellet contendo 

leucócitos totais na lateral do fundo do tubo. Após a aspiração do sobrenadante, o 

pellet foi ressuspendido com 5ml de PBS +glicose 1x, homogeneizado no vórtex para 

o pellet se desprender e depois a centrifugação por 10 minutos a 2200rpm ou 800g. 

Após a formação do pellet e ressuspensão do sobrenadante, foi adicionado cerca de 

500uL de Trizol, sendo jateado nas paredes do tudo Falcon. Por fim, o conteúdo foi 

transferido para eppendorfs e armazenados a -20˚C até o momento da extração 

(Figura 09).  

 

 

Criado com BioRender.com Fonte: Própia Autora 

Figura 09. Isolamento de leucócitos no sangue periférico 

 

5.11 Extração de RNA com reagente TRIzolTM 

Para a extração de RNA em TRIzolTM foram adicionados 200uL de clorofórmio 

em cada amostra.Logo após, a amostra foi homogeneizada no vórtex por 10 segundos 

para a obtenção de uma solução leitosa. Para a formação das três fases de solução 

as amostras foram incubadas na bancada por 3 minutos e logo depois centrifugadas 

a 14000 rpm ou 12000 g a 4ºC por 15 minutos. A fase transparente foi transferida para 

um novo tubo de eppendorf. Foram adicionados 500uL de isopropanol 100% em cada  

amostra, após a homogeneização por inversão e amostras em temperatura ambiente 
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por 10 minutos foi realizado a centrifugação a 14000rpm ou 12000g a 4ºC por 10 

minutos. 

Posteriormente, foi adicionado 1mL de etanol a 75% ao pellet formado. Para 

retirar o excesso de etanol a 75% os microtubos forma invertidos e deixados para 

secar por 10 minutos dentro do fluxo laminar. Seguidamente ocorreu a suspensão do             

pellet em 25uL de água Milli-Q estéril e incubação em banho-maria por 10 minutos. 

Por fim, o RNA foi quantificado no NanoDrop e logo após foi armazenado a -70˚C 

(Figura 10). 

Criado com BioRender.com Fonte: Própria autora 

Figura 10. Extração de RNA dos leucócitos totais com reagente TRIzolTM  

 

5.12 Análise quantitativa e qualitativa do RNA obtido  

A concentração do RNA obtido foi estabelecida por meio da análise da 

densidade óptica das amostras em espectrofotômetro - NanoDrop nos 

comprimentos de onda de 260nm e 280nm. O grau de pureza das amostras foi 

avaliado pela determinação razão de absorbância A260nm/A280nm. O protocolo 

utilizado para a extração produziu RNA com proporções A260nm/A280nm próximas 

a 2,0, sendo um indicativo da pureza do RNA. 
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Para análise da qualidade do RNA, utilizou-se a eletroforese em gel de 

agarose 1%. Com auxílio de uma espátula foi adicionado 1g de agarose (Sigma – 

Aldrich®) no frasco reagente graduado Schott e logo em seguida acrescentado 100 

mL do tampão Tris-Ácido-Bórico-EDTA 1X e levados ao microondas por 1 minuto e 

quarenta segundos. Após a diluição, foi adicionado o líquido em cubas verticais de 

eletroforese (BioRad) e colocado no pente para a marcação dos poços. 

Posteriormente, foi acrescentado 5 μL de brometo de etídio no líquido e aguardado 

30 minutos para a total solidificação do gel em agarose. 

A amostra foi diluída com um intercalante de RNA SYBR Green na proporção 

de 1:4 (1μL de RNA com 100ng para 4μL do tampão de amostra). Em seguida, 

utilizamos 5μL do tampão de amostra para o controle negativo da corrida de 

eletroforese. Os géis foram submetidos à corrente de voltagem constante de 150V, 

400mA por 25 minutos. As imagens dos géis contendo as moléculas de RNAs foram 

obtidas através de em um fotodocumentador (BioRad).  

 

5.13 Preparo da biblioteca de cDNAs 

A construção da biblioteca de cDNA foi feita a partir do mRNA extraído dos 

leucócitos totais com o uso do Kit SuperScript® IV Reverse Transcriptase (RT) 

(InvitrogenTM) (Lotes: 00719351 e 2319760) de acordo com as orientações do 

fabricante. Para isto, usamos 3μL de RNA total de cada amostra com concentração 

máxima de 100ng/μL (BIOSYSTEMS,2008; BUSTIN et al. 2009). Logo em seguida, 

com o tubo acondicionado em gelo foram adicionados: 4μL do master mix de 

reação (SuperScript Villo), 3μL do RNA total e 13μl de água RNAse-Free 

totalizando assim 20μl de reação. Logo depois, a reação foi homogeneizada e 

preservada a temperatura de 25˚C por 10 minutos, de seguida a essa etapa a 

reação foi homogeneizada por mais uma vez. Posteriormente, o tubo contendo a 

reação foi incubado a 42˚C por 60 minutos. A reação foi concluída na etapa de 

inativação a 85˚C por 5 minutos de acordo com as orientações do fabricante. Para 

a síntese do cDNA utilizamos o termociclador BioRad (modelo T100). 
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5.14 PCR quantitativo em tempo real (RT- qPCR) 

 

5.14.1 Primers utilizados no projeto 

As sequências de primers utilizados no estudo para os genes HERVK-10 

(GAG), HERVW-1 (ENV), IFNA1, IFNAR1, IFNAR2 e IL17A e para os genes de 

referência PSMB2, HPRT-1 e RPL19 foram desenhados tendo como bases as 

sequências depositadas no Gene Expression Omnibus (GEO)  

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) usando o Primer-BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabela 01).  

Os primers foram diluídos de acordo com as concentrações recomendadas 

pelo fabricante (Exntend®). Para manter o banco de primers isento de 

contaminações foi preparado um banco de trabalho cuja a concentração 

correspondia a 400nM. Por fim, os primers foram acondicionados a -20°C até o 

momento uso. 

 

Tabela 01: Sequência de nucleotídeos utilizados na PCR para a detecção da expressão gênica 

Gene Sequência de iniciadores (5’3’) Referências 

HERVK-

10 (GAG) 

FW: GCCTTCACATATTCTGTAATT Bhetariya; Kriesel; Fischer 

(2017) 

Temerozo et al. (2022) 

REV: 

GCAAGGTTGCAAGATGCAGCTC 

HERVW-1 

(ENV) 

FW:  GTATGTCTGATGGGGGTGGAG Balestrieri et al. (2021) 

REV: 

CTAGTCCTTTGTAGGGGCTAGAG 

IFNA1 FW:  GCCTCGCCCTTTGCTTTACT Li et al. (2021) 

REV:  GCCTCGCCCTTTGCTTTACT 

IFNAR1 FW:  AACAGGAGCGATGAGTCTGTC Li et al. (2021) 

REV: 

TGCGAAATGGTGTAAATGAGTCA 

IFNAR2 FW:  GCGAGAGCTGCAAAGATGTAA Pairo-Castineira et al., (2021) 

Li et al. (2021) REV: 

TCCCATGATAAGATGGACCG 

IL17A FW:  CGGACTGTGATGGTCAACCTGA Deng et al. (2018) 

Balestrieri et al. (2021)  REV: 

GCACTTTGCCTCCCAGATCACA 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Fonte: Próprio autor. 

 

5.14.2 Padronização dos Primers 

 

5.14.2.1 Características dos primers e padronização do RT- qPCR  

A curva de eficiência para cada primer foi determinada de acordo com as 

instruções do MIQE guidelines (BUSTIN et al., 2009). A princípio, foram determinadas 

quatro concentrações para a diluição dos primers Forward – Reverse (200nM, 400nM, 

600nM e 800nM) para os seguintes genes: HERVK-10, HERVW-1, IFNA1, IFNAR1, 

IFNAR2 e IL17A e genes referência RPL19, HPRT-1 e PSMB2. O pool contendo 

quatro amostras de cDNA com diluição de 1:150 e concentração de 100ng/μL foi 

usado para elaborar a curva padrão, para com isso avaliar a eficiência referente à 

amplificação da reação do ensaio de RT- qPCR.  

As amostras foram realizadas em triplicatas e com controles negativos em 

duplicata para gene. Em seguida, colocamos 6μL do master mix SYBR Green para a 

amplificação dos primers, 3μL dos primers diluídos para as quatro concentrações 

(200nM, 400nM, 600nM e 800nM) e 3μL do pool de cDNA das amostras conforme as 

orientações do fabricante (Applied Biosystems). Na padronização do RT- qPCR em 

tempo real utilizou-se o equipamento QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) com os seguintes ciclos de amplificação: 2 minutos a 50ºC, 2 minutos a 

95ºC e 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos, 1 minuto a 60ºC para anelamento dos 

primers e extensão. Posteriormente ao final de corrida das amplificações realizou-se 

o estágio adicional relativo à curva de dissociação (Melt curve) com o intuito de 

verificar a especificidade das reações. 

Genes Normalizadores  

PSMB2 FW:  ATCCTCGACCGATACTACACAC Wu et al. (2018) 

 REV: GAACACTGAAGGTTGGCAGAT 

HPRT1 FW:  ACCAGTCAACAGGGGACATAA (Groger et al., 2020) 

 REV: CTTCGTGGGGTCCTTTTCACC 

RPL19 FW: ATGTATCACAGCCTCGTACCTG (Bhetariya; Kriesel; 

Fischer,2017) 

 

 REV: 

TTCTTGGTCTCTTCCTCCTTG 
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5.14.2.2 Curva de eficiência de amplificação da Real time- PCR Quantitativa 

Para o cálculo da eficiência de amplificação da reação, conforme equação: E= 

(10-1/slope-1) x100 utilizamos o parâmetro paralelismo entre as curvas dos genes 

alvo e endógeno (slope) de uma curva padrão. Em seguida, obtivemos a curva padrão 

pelo gráfico de regressão linear (Figuras 11 e 12), a partir dos ciclos de amplificação 

Ct (cycle threshold) sobre o log das diluições dos primers. O coeficiente angular da 

curva padrão de -3,32 aponta uma reação com 100% de eficiência ou com 

porcentagem da eficiência em torno de 94% a 110% (BUSTIN et al., 2009). Segundo 

Livak e Schmittgen (2001) são consideradas reações eficientes, as que apresentem 

eficiências de amplificação do gene alvo e gene endógeno muito próximas (tolerância 

de ±10% de variação). Os valores correspondentes ao slope, r2 e porcentagem da 

eficiência foram demonstrados na Tabela 02. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Curva de eficiência para o gene referência RPL19 e genes alvos HERVK-10 e 

HERVW-1.  
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Figura 12. Curva de eficiência para o gene referência HPRT-1 e genes alvos IFNA1, 

IFNAR1, IFNAR2 e IL17A.   

Fonte: Próprio autor. 

 

Tabela 02. Valores do slope, r2 e eficiência da curva para os genes do estudo 

Genes Slope R2 Eficiência da Curva 

HERVK-10 -3,71 0,99 86% 

HERVW-1 -3,72 0,63 85% 

IFNA1 -3,47 0,96 94% 

IFNAR1 -3,15 0,83 108% 

IFNAR2 -3,02 0,78 114% 

IL17A -3,45 0,79 96% 

RPL19 -3,91 0,96 80% 

HPRT-1 -3,45 0,76 95% 

Fonte: Próprio autor. 
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5.14.3 Diluição e padronização das amostras de cDNA 

 

As amostras utilizadas no estudo foram diluídas em três concentrações com o 

intuito de identificar contaminantes ou inibidores decorrentes do processo de extração. 

Inicialmente, adicionamos água livre de RNAse e as amostras de cDNA em três tubos 

estéreis, e com isso realizamos as diluições das amostras em 1:30. 1:150 e 1:300.  

Posteriormente, realizamos o experimento de RT-qPCR com os primers na 

concentração de 400nM e logo após analisamos os resultados de expressão gênica 

por meio de gráficos de regressão linear de acordo com as orientações do manual 

Biosystems (2008). Em seguida, procedemos com oito experimentos, dentre eles: 4 

amostras do grupo grave e 4 amostras do grupo leve. A partir dos experimentos 

podemos concluir que as diluições de 1:300 apresentaram bastante diluição, enquanto 

que as diluições de 1:150 continham inibidores para as reações de RT-qPCR e 

oscilação concernente ao gene de referência RPL19 e HPRT-1. Portanto, para os 

experimentos utilizamos a diluição 1:30 (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Regressão linear das três diluições analisadas no experimento de padronização. 

Fonte: Próprio autor. 
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5.15 RT-  – PCR quantitativo em tempo real 

Os ensaios de RT- qPCR foram executados de acordo com as instruções 

presentes no MIQE guidelines (BUSTIN et al. 2009). A princípio, selecionamos 20 

pacientes com o desfecho grave e 20 pacientes com o desfecho leve, sendo todas as 

amostras em replicatas técnicas. Após o pareamento das amostras por sexo e idade 

foram realizadas as extrações do RNA. 

Em seguida, foram adicionados 6μL do master mix SYBR Green, 3 μ L do mix 

de primers e 3 μ L do cDNA de cada amostra conforme as recomendações do 

fabricante (Applied Biosystems). A seguir, reação foi executada no termociclador 

QuantStudio™ 5 Real-Time (Applied Biosystems™) tendo como etapa inicial o ciclo de 

2 minutos a 50ºC, 2 minutos a 95ºC e seguido de 40 ciclos nas seguintes condições: 

15 segundos a 95ºC, 1 minuto a 60ºC para anelamento dos primers e extensão (Figura 

08). Com o final dos ciclos das amplificações realizou-se o estágio adicional referente 

à curva de dissociação (Melt curve) com o intuito de verificar a especificidade das 

reações. Todas as reações de RT- qPCR foram realizadas em duplicatas biológicas. 

Seguidamente à amplificação das amostras, os cálculos da expressão 

diferencial foram realizados por um programa específico de análise de dados. Os 

genes com valores de ciclo threshold (Ct) acima de 35 foram considerados não 

expressos.  A quantificação relativa                                da expressão gênica foi realizada pelo método de 

2-∆CT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) (Figura 14). 

 

 

 

 

Criado com BioRender.com Fonte: Própria autora 

Figura 14. Análise da expressão gênica por meio do RT-qPCR 
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Figura 15. Curva de amplificação para os genes alvo e referência. 

 

5.15.1. Análise da curva de Melting 

Analisamos a curva de Melting logo após a amplificação dos genes alvos com 

o intuito de verificar o desanelamento dos primers em uma temperatura ótima 

específica permitindo assim avaliar se contaminantes foram amplificados juntos ao 

primer alvo (BIOSYSTEMS,2008) (Figura 16A  e 16B). 
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Figura 16. Curva de dissociação em duplicata: (a) Gene alvo IFNA1 e gene referência 

HPRT-1 (b) Gene alvo HERVW-1 e gene referência RPL10.  

 

5.16 Ensaio de absorção imunoenzimático (ELISA) 

Para o ensaio de absorção imunoenzimático (ELISA) usamos o Kit Human IFN 

gamma Uncoated ELISA de acordo com as orientações do fabricante (InvitrogenTM). 

O princípio do método consistia no ELISA sanduíche. 

As placas de microtitulação de poliestireno de fundo plano, não estéreis, de 96 

cavidades (Coat Corning™ Costar™) foram sensibilizadas com 100 µL do anticorpo 

de captura diluído em tampão de revestimento sendo incubada a 4˚C por overnight 

em câmara úmida. Após essa etapa de incubação, a solução de sensibilização foi 

descartada e a placa lavadas 3 vezes – adicionando em cada poço 300µL- de tampão 

de lavagem (PBS Tween). Em seguida, realizou-se o bloqueio da placa com a adição 

de 200µL de diluente ELISA/ELISPOT (1x) por poço e foi incubado a temperatura 

ambiente por 1 hora. 

Após a incubação, a solução bloqueio foi descartada e a placa foi lavada quatro 

vezes com tampão de lavagem PBS Tween. A seguir foi adicionado 100µL de amostra 

por poço e 100µL do diluente ELISA/ELISPOT (1x) no poço correspondente ao branco 

e foi realizado as diluições seriadas do padrão diretamente na placa. A placa foi 

incubada em temperatura ambiente por 2 horas. Após o tempo de incubação, as 

B 
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amostras foram descartadas e lavadas 5 vezes com tampão de lavagem (PBS 

Tween). Seguidamente foi adicionado 100µL do anticorpo de detecção diluído por 

poço e incubado por 1 hora a temperatura ambiente. 

Posteriormente ao tempo de incubação, descartou-se o conjugado e a placa 

lavada por 5 vezes com PBS Tween. Em seguida, foram acrescentados 100µL de 

HRP- avidina diluída por poço e incubada em temperatura ambiente por 30 minutos. 

As placas foram lavadas 7 vezes com tampão de lavagem PBS Tween e novamente 

incubadas com 100µL de TMB (1x) e incubadas em local escuro por 15 minutos. 

A reação enzimática foi interrompida acrescentando-se 50µL de solução de 

parada e a intensidade da coloração foi quantificada em leitor de placas... com 

comprimento de onda de 450nm. Em cada teste foi feito um “branco” da reação, este 

constitui-se da reação sem a presença da amostra para observar a reatividade de 

fundo (back-ground) da reação. 

 

5.17. Cálculo dos marcadores inflamatórios baseados em células sanguíneas  

 

As proporções das células inflamatórias em nosso estudo foram calculadas de 

acordo com as fórmulas abaixo:  

 

5.17.1. Índice agregado de inflamação sistêmica (AISI): 

 

Para o cálculo do AISI foram utilizadas as contagens das seguintes células: 

 

AISI: neutrófilos X  monócitos X plaquetas 

                             linfócitos  

 

5.17.2. Índice de imuno-inflamação sistêmica (SII) 

 

O cálculo das células periféricas relacionadas à inflamação medidas em exames de 

sangue foram calculadas da seguinte forma: 
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SII: contagem de plaquetas X contagem de neutrófilos 

                            contagem de linfócitos  

 

5.17.3. Índice combinado de SII e concentração de hemoglobina (SII/Hb) 

 

Para o cálculo do índice SII/Hb foram consideradas as contagens das seguintes 

células:  

 

SII/Hb: neutrófilos X plaquetas 

            linfócitos X hemoglobina 

 

5.18 Análise de dados 

 

A normalidade dos dados foi verificada com o teste de Shapiro-Wilk. As 

comparações foram realizadas com o teste t de Student para distribuições 

paramétricas, o teste Mann-Whitney U e o Teste Qui-quadrado de Pearson foram 

usados para dados com distribuição não paramétrica. Para predizer os desfechos 

clínicos, avaliamos as características operacionais do receptor (curva ROC), com 

cálculo da área sobre a curva (AUC) e intervalo de confiança (IC 95%). Os dados 

foram tabulados em Excel e analisados nos seguintes softwares: GrahpPad Software 

v.8 (GrahpPad Prism) e Statistical Package for the Social Science for Windows (SPSS 

V.25). Os resultados serão considerados estatisticamente significativos quando 

p<0,05. 
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6. RESULTADOS  

 

6.1 Caracterização dos aspectos clínicos-epidemiológicos dos pacientes com 

COVID-19 

As características clínicas e epidemiológicas da amostra estudada são 

apresentadas abaixo na Tabela 03. Trata-se de um estudo com 117 pacientes de 

ambos os sexos e positivos para SARS-CoV-2, sendo 59 pacientes categorizados no 

grupo leve e 58 pacientes no grupo grave. Como primeira variável, os resultados 

relacionados a idade indicaram que a mediana para o grupo leve correspondeu a 39 

(29-54) anos, enquanto a mediana para o grupo grave foi de 62 (50-74,5) anos.  

 

Tabela 03. Dados clínicos-epidemiológicos dos pacientes com COVID-19 

Variáveis Todos os 

pacientes 

(n=117) 

Grupo grave 

(n=58) 

Grupo 

leve 

 (n=59) 

Valor de 

pa b 

Odds 

ratio 

IC 95% 

Idade (anos)a 51 (36-68) 62 (50-74,5) 39 (29-54) 0,0001 
  

Sexo (%) b 
 

  
 

2,77 1,2-5,9 

Masculino 62 (53%) 38 (65,5%) 24 (40,7%)  

0,007 

  

Feminino 55 (47%) 20 (34,5%) 35 (59,3%) 
  

Sintomas (%) b 
 

  
   

Tosse seca 73 (62,4%) 38 (65,5%) 35 (59,3%) 0,489 1,3 0,6 - 2,7 

Tosse produtiva 9 (7,7%) 4 (6,9%) 5 (8,5 %) 0,749 0,8 0,2 - 2,8 

Dispneia 52 (44,4%) 39 (67,2%) 13 (22%) 0,0001 7,2 3,2 - 15,5 

Febre 58 (49,6%) 37 (63,8%) 21 (35,6%) 0,002 3,1 1,4 - 6,9 

Fadiga/Mialgia 60 (51,3%) 17 (29,3%) 43 (72,9%) 0,0001 0,1 0,0 - 0,3 

Comorbidades (%) b 
 

  
   

Hipertensão Arterial  35 (29,9%) 23 (39,7%) 12 (20,3%) 0,023 2,5 1,1 - 5,6 

Diabetes Mellitus 30 (25,6%) 27 (46,6%) 3 (5,1%) 0,0001 16,2 4,8 - 53,0 

Doença 

Cardiovascular  

29 (24,8%) 27 (46,6%) 2 (3,4%) 0,0001 24,8 5,8 - 108,9 

Doença Renal 11 (9,4%) 9 (15,5%) 2 (3,4%) 0,025 5,2 1,2 - 24,7 

Obesidade 28 (24%) 15 (25,8%) 13 (22%) 0,568 1,2 0,5- 3,0 

COPD 14 (23,2%) 8 (12,1%)  6(10,2%) 0,561 1,4 0,2 - 2,3 

Nota: A variável contínua foi apresentada em mediana e intervalo interquartílico com a aplicação do Teste U de Mann-
Whitney. Variáveis categóricas foram apresentadas em números absolutos (percentuais) com a aplicação do teste Qui-
Quadrado de Pearson. Nível de significância é p < 0,05. Legenda: DPOC: Doença Pulmonar Crônica Obstrutiva. Fonte: 
Próprio autor. 
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A amostra estudada demonstrou predominância de participantes do sexo 

feminino (59,3%) no grupo leve, enquanto no grupo grave, cerca de 65,5% dos 

pacientes eram do sexo masculino. Ao avaliar a medida de associação Odds Ratio foi 

possível verificar que pertencer ao sexo masculino aumentou em 2,77 vezes a chance 

da COVID-19 ser grave. 

Acerca dos principais sintomas primários relatados no grupo leve observamos 

que 59,3% dos pacientes apresentaram tosse seca, (8,5%) tosse produtiva, dispneia 

(22%), febre (35,6%) e (72,9%) fadiga/mialgia. Em nossa análise, com relação aos 

pacientes com COVID-19 grave verificou-se que 65,5% demonstraram tosse seca, 

(6,9%) tosse produtiva, (67,2%) dispneia, (63,8%) febre e (29,3%) fadiga e mialgia. 

Esses resultados indicam que sintomas, a exemplo tosse seca, dispneia, febre e 

fadiga/mialgia foram mais prevalentes na amostra estudada.  

Nesta casuística, em relação as comorbidades foi possível identificar que a 

hipertensão arterial (39,7%), diabetes mellitus (46,6%) e doenças cardiovasculares 

(46,6%) foram mais frequentes em pacientes graves quando comparados aos 

pacientes leves (p <0,05). Não houve significância entre o percentual da obesidade (p 

= 0,568) e da doença pulmonar obstrutiva crônica (p = 0,561). 

 

6.2. Análise dos dados hematológicos dos pacientes com COVID-19 

 

6.2.1 Análise do eritrograma 

Os dados  do eritrograma dos pacientes graves e leves estão demonstrados na 

tabela 04. Foi possível observar que a contagem de hemácias (3,08 ± 0,98 vs 5,65 ± 

1,14, p< 0,0001) e o valor de hemoglobina (12,5 [IQR: 9,0 – 14,2) vs 16,4 [IQR: 14,2 

– 18,5], p< 0,0001) em pacientes com curso mais grave da COVID-19 apresentavam-

se significativamente menores, quando comparadas aos pacientes leves.  

  A análise dos resultados do hematócrito (Tabela 04) indicou um menor valor 

percentual de hematócrito nos pacientes graves quando comparamos aos pacientes 

com a forma leve da doença (35.6 [IQR: 27,9 – 39,1] vs 55,2 [IQR: 46,7 – 61,3]; p< 

0,0001).  
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Os pacientes com COVID-19 grave também apresentaram níveis mais elevados 

do volume globular médio (VGM) (87,1 ± 7,0 vs 96 ± 6,9, p< 0,0001) e concentração 

da hemoglobina corpuscular média (CHCM) (34,1 [IQR: 32,8 – 35,5) vs 30 [IQR: 29,4 

– 30,6); p<0,0001). Conforme mostrado na Tabela 04, não observamos diferença 

significativa com relação a hemoglobina corpuscular média (HCM) (29.5 ± 2.34 vs 29.3 

± 1.42, p= 0,578) e a amplitude de distribuição dos glóbulos vermelhos (RDW) (14,8 

[IQR: 13,3 - 15,8 vs 14 [IQR: 13,2 - 14,4], p=0,53). 

 

6.3. Análise do leucograma e plaquetograma dos pacientes com COVID-19 

 

Os dados da tabela 04 demonstraram o aumento significativo na contagem de 

leucócitos totais (13080,0 [IQR: 9360,0 – 18520,0] vs 6760,0 [IQR: 5382,5 – 7850,0]; 

p<0,0001) e neutrófilos (11588,8 [IQR: 6888,0 – 16702,5) vs 3670,0 (2527,5 – 4460,0); 

p<0,0001) comparando os pacientes do grupo grave ao grupo leve. A contagem de 

eosinófilos foi significativamente menor nos pacientes acometidos pelos sintomas 

graves em comparação com os pacientes leves (0,00 [IQR: 0,0 – 52] vs 150 [IQR: 62,5 

– 167,5); p<0,0001). Não houve significância na contagem dos basófilos (13,5 [IQR: 

0,00 – 33,4] vs 20 [IQR:10 – 30]; p=0,157). 

A contagem dos linfócitos foi consideravelmente menor em pacientes graves  

quando comparados com pacientes com sintomas leves (966,28 [IQR: 611,0 – 1488,2) 

vs 2145 [IQR: 1832,5 – 2787,5]; p< 0,0001) (Tabela 04). Não observamos significância 

na contagem dos monócitos entre os grupos graves e leves acometidos pela COVID-

19 (526 [IQR: 290,7 – 1065] vs 475 [342,5 – 665]; p= 0,661).  

Em relação as plaquetas os resultados apontaram que a contagem de 

plaquetas foi significativamente maior em pacientes com sintomas graves do que 

naqueles com sintomas leves por COVID-19 (316,5 ± 112,3 vs 229,2 ± 51,1, p<0,0001) 

(Tabela 04). 
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Tabela 04. Marcadores laboratoriais de pacientes internados e ambulatoriais com 

COVID-19 

Variáveis  Grupo grave 

 (n= 39) 

Grupo Leve  

(n= 28) 

Valor de p  

Hemácias (10^6) a 3,08 ± 0,98 5,65 ± 1,14 <0,0001 

Hemoglobina (g/dL) b 12,5 (9,0 – 14,2) 16,4 (14,2 – 18,5) <0,0001 

Hematócrito (%) b 35,6 (27,9 – 39,1) 55,2 (46,7 – 61,3) <0,0001 

VGM (fL)a 87,1 ± 7,06 96 ± 6,9 <0,0001 

HGM (pg)a 29,5 ± 2,34 29,3 ± 1,42 p = 0,578 

CHCM (g/dL) b 34,1 (32,8 – 35,5) 30 (29,4 – 30,6)  <0,0001 

RDW (%) b 14,8 (13,3 – 15,8)  14 (13,2 – 14,4) p = 0,53 

Leucócitos Totais 

103/µLb 

13080,0 (9360,0 – 18520,0) 6760,0 (5382,5 – 7850,0) <0,0001 

Neutrófilos 103/µL b 11588,8 (6888,0 – 16702,5) 3670,0 (2527,5 – 4460,0) <0,0001 

Eosinófilos 103/µL b 0,00 (0,0 - 52) 150 (62,5 – 167,5) <0,0001 

Basófilos 103/µL b 13,5 (0,00 – 33,4) 20 (10 - 30) p = 0,157 

Linfócitos 103/µL b 966,28 (611,0 – 1488,2) 2145 (1832,5 – 2787,5) <0,0001 

Monócitos 103/µL b 526 (290,7 - 1065) 475 (342,5 - 665) p = 0,661 

Plaquetas 103/µL b 316,5 ± 112,3 229,2 ± 51,1 <0,0001 

(a) Variáveis de distribuição paramétrica, teste t de Student. (b) Variáveis não paramétricas, teste U de Mann-Whitney (b). 
O nível de significância é p<0,05. VGM: Volume Corpuscular Médio. HGM: Hemoglobina corpuscular média. CHCM: 
Concentração de Hemoglobina Corpuscular. RDW: Razão Média de Distribuição de Eritrócitos.  

 

6.4. Relação neutrófilo-linfócito (RNL) e relação plaqueta- linfócito (RPL) como 

prognóstico para a gravidade da COVID-19 

 

Diante destes resultados, calculamos a relação neutrófilo-linfócito (RNL) e a 

relação plaqueta-linfócito (RPL) e testamos a provável associação com a gravidade 

em pacientes acometidos pela COVID-19. A partir dos dados, pode-se observar que 

a RNL dos pacientes graves foi significativamente maior do que a RNL dos pacientes 

com a forma leve da doença (10 [IQR: 6,50 -20,5], vs 1,59 [IQR:1,22 -2,32], p<0,0001). 

Além disso, observamos que cerca de 87,2% pacientes do grupo grave apresentaram 

RNL ≥ 5 já no primeiro dia de internação (p <0,001) (Tabela 05). 
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Na Tabela 06, verificamos que o valor referente ao RPL foi significativamente 

maior em pacientes graves quando comparados aos pacientes leves (0,29 [IQR: 0,21-

0,52] vs 0,10 (0,07- 0,13), p<0,0001). Ademais, o RPL nos revelou que cerca de 76,9% 

dos pacientes com a forma grave da doença demonstraram RPL ≥ 0,20 em tratamento 

na unidade de terapia intensiva (p<0,001).  

 

Tabela 05. Relação neutrófilo-linfócito em pacientes com COVID-19 

(a) Os dados são apresentados como mediana e intervalos interquartis, n (%), onde N corresponde ao número 
total de pacientes com dados disponíveis. (b) Os valores de p comparando pacientes graves a pacientes leves 
foram do teste Qui-quadrado, teste exato de Fisher ou teste U de Mann-Whitney. O nível de significância é p < 
0,05. NRL: razão neutrófilo-linfócito. 
 

 

Tabela 06. Relação plaqueta-linfócito em pacientes com COVID-19 

 (a) Os dados são apresentados como mediana e intervalos interquartis, n (%), onde N corresponde ao número 
total de pacientes com dados disponíveis. (b) Os valores de p comparando pacientes graves a pacientes leves 
foram do teste Qui-quadrado, teste exato de Fisher ou teste U de Mann-Whitney. O nível de significância é p < 
0,05. RPL: razão plaqueta-linfócito. 

 

6.5. Índice de imuno-inflamação sistêmica (SII), Índice agregado de inflamação 

sistêmica (AISI) e Índice de imuno-inflamação sistêmica e concentração de 

hemoglobina (SII/Hb) 

 

Ainda com relação aos marcadores laboratoriais, calculamos os seguintes 

índices: índice de imuno-inflamação sistêmica (SII), índice agregado de inflamação 

sistêmica (AISI) e índice de imuno-inflamação sistêmica e concentração de 

 Todos os pacientes 

(N= 67) 

Grupo grave  

(N=39) 

Grupo leve 

(N=28) 

Valor de p 

RNL 4,36 (1,77 -12,4) 10 (6,50 -20,5) 1,59 (1,22 -2,32) p <0,001 

≥ 5 34 (50,7%) 34 (87,2%) 0 (0,0%) 

p <0,001 <5 
33 (49,3%) 5 (12,8%) 28 (100%) 

 Todos os pacientes 

(N= 67) 

Grupo grave 

(N=39) 

Grupo leve 

(N=28) 

Valor de 

p 

RPL 0,18 (0,10 -0,33) 0,29 (0,21 -0,52) 0,10 (0,07- 0,13) p <0,001 

≥ 0,20 34 (50,7%) 30 (76,9%) 3 (10,7%) 

p <0,001 <0,20 
33 (49,3%) 9 (23,1%) 25 (89,3%) 
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hemoglobina (SII/Hb) como possíveis ferramentas para o prognóstico da COVID-19. 

De acordo com os dados, observamos que o SII foi significativamente maior nos 

pacientes com a forma grave da doença quando comparados com a forma leve da 

doença (2605,76 [IQR:1984,96 – 4801,80] vs 372,52 [IQR:251,72 – 526,75], p<0,001). 

Identificamos também que cerca de 89,7% dos pacientes do grupo grave indicaram 

SII ≥1248 (p< 0,001) (Tabela 07). 

Com relação ao índice agregado de inflamação sistêmica (AISI) observamos 

que o valor foi significativamente maior em pacientes com sintomas graves quando 

comparados aos pacientes com sintomas leves (1655,10 [IQR: 843,23 – 2777,09] vs 

(213 [IQR: 107,63 – 309,86], p<0,001). Além disto, o AISI indicou que cerca de 41% 

dos pacientes do grupo grave apresentaram AISI ≥ 1824 na admissão em unidade de 

terapia intensiva (p< 0,001) (Tabela 08).  

Os dados da Tabela 09 indicam diferença significativa do índice de imuno-

inflamação sistêmica e concentração de hemoglobina (SII/Hb) entre os pacientes com 

graves e leves com COVID-19 (294,83 [IQR: 155,62 – 632,07] vs 24,05 [IQR: 14,18 – 

32,86], p<0,001). Verificamos também que o SII/Hb evidenciou que 89,7% dos 

pacientes do grupo grave demonstraram resultados ≥ 103.8 (p<0,001). 

 

Tabela 07. Índice de imuno-inflamação sistêmica (SII) em pacientes com COVID-19 

(a) Os dados são apresentados como mediana e intervalos interquartis, n (%), onde N corresponde ao número total 
de pacientes com dados disponíveis. (b) Os valores de p comparando pacientes graves a pacientes leves foram do 
teste Qui-quadrado, teste exato de Fisher ou teste U de Mann-Whitney. O nível de significância é p < 0,05. SII: Índice 
de imuno-inflamação sistêmica. 
 

 

 

 

 

 

 Todos os pacientes 

(N= 67) 

Grupo grave (N=39) Grupo leve 

(N=28) 

Valor de 

p 

SII 1460,12 (409,03 -

3381,71) 

2605,76 (1984,96 -

4801,80) 

372,52 (251,72 -

526,75) p <0,001 

≥ 1248 35 (52,2%) 35 (89,7%) 0 (0,0%) 

p <0,001 <1248 
32 (47,8%) 4 (10,3%) 28 (100%) 
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Tabela 08. Índice agregado de inflamação sistêmica (AISI) em pacientes com COVID-19 

(a) Os dados são apresentados como mediana e intervalos interquartis, n (%), onde N corresponde ao número total de 
pacientes com dados disponíveis. (b) Os valores de p comparando pacientes graves a pacientes leves foram do teste 
Qui-quadrado, teste exato de Fisher ou teste U de Mann-Whitney. O nível de significância é p < 0,05. AISI: Índice 
agregado de inflamação sistêmica. 

 
 

Tabela 09. Relação SII/Hb em pacientes com COVID-19 

  

(a) Os dados são apresentados como mediana e intervalos interquartis, n (%), onde N corresponde ao número total 
de pacientes com dados disponíveis. (b) Os valores de p comparando pacientes graves a pacientes leves foram do 
teste Qui-quadrado, teste exato de Fisher ou teste U de Mann-Whitney. O nível de significância é p < 0,05. SII/Hb: 
Índice de imuno-inflamação sistêmica e concentração de hemoglobina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Todos os pacientes (N= 

67) 

Grupo grave  

(N=39) 

Grupo leve 

(N=28) 

Valor de p 

AISI 

577,03 (227,05-1818,77) 

1655,10 (843,23 -

2777,09) 

213 (107,63 – 

309,86) p <0,001 

≥ 1824 16 (23,9%) 39 (41%) 0 (0,0%) 

p <0,001 <1824 
51 (76,1%) 23 (59%) 28 (100%) 

 Todos os pacientes 

(N= 67) 

Grupo grave (N=39) Grupo leve 

(N=28) 

Valor de p 

SII/Hb 140,77 (27,52 – 

318,35) 

294,83 (155,62 – 

632,07) 

24,05 (14,18 – 

32,86) p <0,001 

≥ 103.8 35 (52,2%) 35 (89,7%) 0 (0,0%) 

p <0,001 <103.8 
32 (47,8%) 4 (10,3%) 28 (100%) 
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6.6. Comparação dos níveis de marcadores inflamatórios como prognóstico 

para a COVID-19 

 

Com o agravamento da COVID-19, a comparação dos perfis hematológicos 

demonstrou o aumento notavelmente dos índices SII (4400 ± 3898 vs 419,7 ± 238,6, 

p<0,0001), AISI (2531 ± 2652 vs 220,2 ± 142, p< 0,0001) e SII/Hb (417,9 ± 372,4 vs 

27,47 ± 19,36, p< 0,0001) em pacientes com COVID-19 grave quando comparados 

aos pacientes com a forma leve da doença (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Comparação dos índices SII, AISI e SII/Hb entre pacientes com COVID-19 
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6.7 Análise da expressão gênica por meio do RT- qPCR   

 

6.7.1 Pacientes com COVID-19 grave produzem maiores níveis de IFNA1, IFNAR1 

e IL17A 

 

Logo em seguida, buscamos avaliar a expressão de genes pró-inflamatórios, 

genes virais endógenos e genes de referência nos grupos grave e leve acometidos 

pela COVID-19. Analisamos se os genes HERVK-10, HERVW-1, IFNA1, IFNAR1, 

IFNAR2 e IL17A apresentavam maior expressão nos grupos avaliados em relação aos 

genes de referência RPL19 e HPRT-1. Encontramos expressão relativa 

significativamente maior do gene IFNA1 no grupo grave do que no grupo leve em 

comparação ao gene de referência HPRT-1 (0,8 [IQR: 0,0 – 3,0] vs 0,2 [IQR: 0,0 – 

1,2]; p<0,05) (Figura 18A). Com relação ao receptor IFNAR1 verificamos maior 

expressão relativa em pacientes com a forma leve da doença do que em pacientes 

graves em comparação ao gene de referência HPRT-1 (0,4 [IQR: 0,2 – 0,5) vs 0,6 

[IQR: 0,2 – 0,8] p<0,05) (Figura 18B). Não houve significância na expressão relativa 

do receptor INFAR2 (0,0 [IQR:0,0 – 0,1] vs 0,01 [IQR: 0,0 – 0,3], p=0,22) (Figura 18C). 

Os resultados apontaram que os níveis de expressão relativa da IL17A foram 

significativamente maiores em pacientes com sintomas graves do que naqueles com 

sintomas leves por COVID-19 em comparação com o gene de referência HPRT-1 (0,2 

[IQR: 0,0 – 0,9] vs 0,03 [IQR: 0,0 – 0,2], p<0,001) (Figura 18D). 
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Figura 18. (a) Expressão relativa do IFNA1 e receptores IFNAR1 e INFAR2, IL17A em relação ao gene de 
referência HPRT-1. A linha tracejada corresponde a expressão do gene referência HPRT-1. (b) Os dados são 
apresentados como boxplots de Tukey e valores individuais. (c) O teste não paramétrico de Mann - Whitney foi 
usado para comparar os grupos. O nível de significância é p < 0,05 e p<0,001. INFA1 -: Interferon tipo 1. IFNAR1: 
Receptor de interferon tipo 1. IFNAR2: Receptor de interferon tipo 2.  
 

6.7.2 Avaliação dos Retrovírus Endógeno Humano HERVK-10 e HERVW-1 e sua 

relação com a progressão da COVID-19 

 

Buscamos avaliar se os retrovírus endógenos humanos HERVK-10 e HERVW-

1 estavam associados a gravidade da COVID-19. Os resultados mostraram que 

diferenças significativas foram observadas nos níveis expressão relativa do HERVW-

1 entre os grupos grave e leve em comparação ao gene de referência RPL19 (0,03 

[IQR: 0,0015 – 0,44] vs 0,003 [IQR: 0,001 – 0,018], p<0,05) (Figura 19A). A análise da 

expressão relativa do HERVK-10 em comparação com o gene referência RPL19 não 

demonstrou significância entre os grupos (0.01 [IQR: 0.0 – 0.02] vs 0.01 [IQR: 0.0 – 

0.03], p=0.90) (Figura 19B). 
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Figura 19. (a) Expressão relativa do retrovírus endógeno humano HERVW-1 e HERVK-10 em relação ao gene 
de referência RPL19. A linha tracejada corresponde a expressão do gene referência HPRT-1. (b) Os dados são 
apresentados como boxplots de Tukey e valores individuais. (c) O teste não paramétrico de Mann - Whitney foi 
usado para comparar os grupos. O nível de significância é p < 0,05 e p<0,001. HERVK-10: Retrovírus Endógeno 
Humano K. HERVW-1: Retrovírus Endógeno Humano W. 
 

6.8. AUC para RNL, RPL e genes IFNA1, IFNAR1, IL17A e HERVW-1 na previsão 

da gravidade em pacientes com COVID-19  

 

A validade do teste diagnóstico do RNL, RPL e genes IFNA1, IFNAR1, IL17A e 

HERVW-1 foi analisada para a previsão da gravidade em pacientes com COVID-19 

por meio da curva ROC. A análise ROC mostrou que a área sob a curva (AUC) para 

RNL (AUC: 0,97) e RPL (AUC: 0,89) era superior a 0,7 (Figura 20A). Além disso, 

estimamos os valores de corte de 5 para NLR (sensibilidade: 96,4%, especificidade: 

94,8%, p<0,0001) e 0,20 para RPL (sensibilidade: 92,8%, especificidade: 76,9%, 

p<0,0001) para diferenciar entre pacientes graves e leves (Tabela 10). 

 

Tabela 10. Análise de NLR e PLR usada para prever a gravidade do COVID-19 

Abreviações: AUC, área sob a curva; COVID-19, doença de coronavírus 2019; NLR, razão neutrófilo-
linfócito; PLR, razão plaqueta-linfócito. 

 

Na Figura 20, a análise da curva ROC para os genes IFNA1 (AUC = 0,642 [IC 

95%: 0,5 – 0,7, sensibilidade = 81,8 %, especificidade = 47%, p=0,044), IFNAR1 (AUC 

= 0,676 [IC 95%: 0,5 – 0,8, sensibilidade = 55,5%, especificidade = 95,2%, p = 0.0343), 

IL17A (AUC = 0,699 [IC 95%: 0,5 – 0,8], sensibilidade = 100%, especificidade = 37,5%, 

p <0,05) e HERVW-1 (AUC= 0,673 [IC 95%: 0,5 – 0,8], sensibilidade 90,4%, 

especificidade = 44,8%, p=0,0377) apontou AUC abaixo de 0,7..Os pontos de corte 

relacionados ao gene para HERVW-1, IL17A, IFNAR1 e IFNA1 foram 0,061, 0,53, 0,65 

e 1,32, respectivamente (Tabela 11). 

 

 

Parâmetros  AUC Ponto de 

corte 

Sensibilidade 

(%) 

Especificidade 

(%) 

Valor de p 

RNL 0,978 3,24 96,4 94,8 p<0,0001 

RPL 0,896 0,20 92,8 76,9 p<0,0001 



78 

 
Tabela 11. Análise de HERVW-1, IL17A, INFAR1 e INFA1 para prever a gravidade do COVID-

19 

Abreviações: AUC, área sob a curva; COVID-19, doença de coronavírus 2019; HERVW-1, retrovírus humano endógeno; IL17A, 

interleucina-17; IFNAR1, Receptor, Interferon alfa-beta; IFNA1: interferon tipo I. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Curva ROC de NLR, PLR e genes IFNA1, IFNAR1, HERVW-1 e IL17A para prever 

a gravidade do COVID-19. 

 

 

6.9. AUC para SII, AISI e SII/Hb como biomarcadores prognósticos para 

pacientes com infecção por SARS-CoV-2 

 

A análise baseada na curva ROC para os índices SII (AUC= 0,988 [IC 95%= 

0,9-1,0, sensibilidade= 100%, especificidade= 89,74%, p<0,0001), AISI (AUC= 0,618, 

IC 95%= 0,4 - 0,7, sensibilidade= 78,57%, especificidade = 58,97%, p=0,1010) e 

SII/Hb (AUC= 0,99 [IC95% = 0,9-1,0, sensibilidade= 100%, especificidade= 89,74%, 

p<0,0001). A AUC dos índices tanto do SII como do AISI apontaram valores da curva 

maior que 0,7 (Figura 21). Os pontos de corte relacionados aos índices SII, AISI e 

Parâmetros AUC Ponto de 

corte 

Sensibilidade 

(%) 

Especificidade 

(%) 

Valor de p  

HERVW-1 0,673 0,061 90,4% 44,8% p= 0,0377 

IL17A 0,700 0,53 100% 37,5% p= 0,0074 

IFNAR1 0,676 0,65 55,5% 95,2% p = 0.0343 

IFNA1 0,642 1,32 81,8% 47% p= 0,044 
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SII_Hb foram 1248, 1824 e 103,8, respectivamente (Tabela 12). 

 

Tabela 12. Análise dos índices SII, AISI e SII_ Hb como biomarcadores do COVID-19 

Abreviações: AUC, área sob a curva; COVID-19, doença de coronavírus 2019; SII: Índice de imuno-inflamação 

sistêmica; AISI: Índice agregado de inflamação sistêmica; SII/Hb: Índice de imuno-inflamação sistêmica e 

concentração de hemoglobina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Curva ROC de SII, AISI, SII_Hb como prognóstico da doença COVID-19 

 

 

 

 

 

Parâmetros  AUC Ponto de 

corte 

Sensibilidade 

(%) 

Especificidade 

(%) 

Valor de 

p 

SII 0,988 1248 100 89,74 p<0,0001 

AISI 0,618 1824 78,57 58,97 p=0,1010 

SII_Hb 0,991 103,8 100 89,74 p<0,0001 
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6.10. Resposta do Interferon gama (IFN-γ) como biomarcador de gravidade na 

infecção por COVID-19 

 

Em seguida, examinamos o nível plasmático de IFN-γ como possível 

biomarcador de gravidade na infecção através da dosagem plasmática do IFN-γ nos 

pacientes com COVID-19. Encontramos em nossa amostra avaliada que os resultados 

dos níveis plasmáticos do IFN-γ não demonstraram diferenças significativas entre os 

pacientes com sintomas leves e graves em decorrência da COVID-19 (p>0,05) (Figura 

22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 22 (a). Comparação da secreção de IFNG em concentrações plasmáticas nos pacientes com COVID-19. 
(b) Os dados são apresentados como boxplots de Tukey e valores individuais. (c) O teste não paramétrico de 
Mann-Whitney foi usado para comparer os grupos. O níve de significância é p<0,05. IFN-γ: Interferon-gama. 
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7. DISCUSSÃO 

 

De acordo com os principais achados do estudo, os dados clínicos revelaram 

que na população de Salvador e Feira de Santana, as características clínico 

demográficas, a exemplo idade, principalmente idosos, sexo masculino, raça negra e 

comorbidades como hipertensão, diabetes mellitus e doenças cardiovasculares 

estiveram correlacionadas à gravidade em pacientes com COVID-19. O estudo 

também observou que sintomas como dispneia, febre, fadiga/mialgia são comuns 

entre os pacientes com COVID-19, tanto na forma leve como grave da doença. Nossos 

resultados corroboram com os dados observados por Matangila e colaboradores 

(2020) que demonstraram maior prevalência de pacientes idosos no grupo grave, do 

sexo masculino, com idade mediana de 58 anos e sintomas como febre (58%) e fadiga 

(54%). Com relação a raça negra, nossos resultados corroboram com a revisão 

sistemática conduzida por Mackey e colaboradores (2021) em que observam nas 

populações afro-americanas/negras taxas mais altas de infecção por SARS-CoV-2. 

Gomes e colaboradores (2021) observaram a maior frequência da raça/cor parda 

(59,85%) em casos confirmados de COVID-19 na macrorregião do Oeste da Bahia. 

Estudo retrospectivo realizado em um hospital universitário do Rio de Janeiro 

encontrou que dos pacientes avaliados 54,5% eram do sexo masculino, idosos e que 

apresentavam comorbidades como hipertensão arterial, diabetes mellitus, obesidade 

e doenças cardiovasculares (MOGAMI et al., 2021). Este resultado é contrário ao do 

estudo de coorte retrospectivo que apontou a maior prevalência do sexo feminino 

acometidos pela COVID-19 (ZHOU et al., 2020). Nossos resultados fortalecem que a 

prevalência do sexo masculino, raça negra, idosos e comorbidades pré-existentes são 

fatores mais propensos à gravidade da COVID-19. Identificar potenciais fatores de 

risco para a COVID-19 e esclarecer seus mecanismos subjacentes, torna-se 

imprescindível para aperfeiçoar o manejo de pacientes com COVID-19  e propiciar 

novas formas de abordagens terapêuticas. 

A investigação atual identificou alterações nos marcadores hematológicos dos 

pacientes com a forma grave da COVID-19, dentre eles hemácias, hemoglobina, 

hematócrito e volume corpuscular médio (VGM) que encontravam-se 
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significativamente diminuídos nos pacientes com desfecho grave da COVID-19. Este 

achado também foi relatado por Liu e colaboradores (2020) que relataram nos 

pacientes com COVID-19 reduções consistentes nos níveis de hemoglobina. 

Pacientes diagnosticados com COVID-19 tendem a desenvolver níveis diminuídos de 

hemoglobina, indicando assim o possível desenvolvimento da anemia e o aumento 

patológico dos níveis de ferritina (TANERI et al., 2020). A inflamação presente na 

COVID-19 afeta a eritropoiese  tanto pelo metabolismo anormal do ferro mediado pela 

superprodução  de IL-6, bem como a presença de citocinas pró-inflamatórias, como 

interferon- γ, IL-1 e IL-33 que resultam no desenvolvimento da anemia 

(BERGAMASCHI et al., 2021). Além da anemia, o aumento nos níveis de ferritina 

sugere uma forte reação inflamatória na COVID-19 e seu impacto no metabolismo do 

ferro (KERNAN; CARCILLO,2017; TANERI et al., 2020). Estudo com 67 pacientes 

diagnosticados com COVID-19 aponta que durante o curso na unidade de terapia 

intensiva os pacientes desenvolveram níveis significativamente mais baixos em 

comparação com pacientes não internados na UTI (FAN et al., 2020). Metanálise 

conduzida por Kowsar e colaboradores(2023) relata baixos níveis de hemoglobina em 

pacientes com COVID-19 internados em UTI. Em contraste com os resultados, Pan  e 

colaboradores  (2020) que  observaram um aumento nos níveis de hemoglobina e 

hematócritos em pacientes com COVID-19.  

Nossos resultados também são semelhantes ao relatados por Hou e 

colaboradores (2020) que sugeriram a associação da COVID-19 grave com o aumento 

dos neutrófilos, biomarcadores de infecção (PCR), níveis de citocinas e diminuição na 

contagem de linfócitos. Pacientes com COVID-19 admitidos na UTI apresentaram 

contagens aumentadas de neutrófilos no sangue em comparação com outros 

pacientes diagnosticados com os sintomas menos graves da infecção por SARS-CoV-

2 (HUANG et al., 2020). Yang e colaboradores (2020) identificaram que pacientes 

gravemente doentes apresentaram alta neutrofilia antes do desenvolvimento da 

inflamação, sugerindo assim a possível associação da resposta exarcerbada dos 

neutrófilos com a patologia pulmonar aguda na COVID-19 fatal. Na COVID-19 grave, 

a neutrofilia acarreta maior influxo pulmonar de neutrófilos com a liberação excessiva 

das armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) o que promove o dano alvéolo-
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capilar e a manifestação patológica da SDRA. Com a liberação da cromatina pelas 

NETs que contêm grandes quantidades de histonas extracelulares ocorre o 

rompimento epitelial com indução a agregação plaquetária levando à trombose 

vascular pulmonar, inflamação e aumento da tempestade de citocinas (PEDERSEN 

et al., 2020; NARASARAJU et al., 2020). No que se refere aos leucócitos, em contraste 

com descobertas anteriores,  Zhang e colaboradores (2020) em um estudo com 140 

pacientes hospitalizados e diagnosticados com COVID-19 apontaram que a contagem 

de leucócitos encontrava-se dentro dos parâmetros normais em 68,1% dos pacientes. 

Em relação as plaquetas, o presente estudo relata maior contagem de plaquetas em 

pacientes com sintomas graves. Esse resultado reflete os de YIN e colaboradores 

(2021) e QU e colaboradores (2020) que apontam a maior contagem de plaquetas em 

pacientes com pneumonia grave decorrente do SARS-CoV-2 e sua relação com o 

maior número de dias referente a hospitalização. Lippi e colaboradores (2020) 

demonstraram em uma metanálise de 1.799 pacientes com infecções graves por 

COVID-19 a contagem de plaquetas significativamente mais baixas, isso difere dos 

achados aqui apresentados.  

Ainda nesse contexto, nossos resultados sugerem a presença da eosinopenia 

nos pacientes internados na unidade de terapia intensiva. A eosinopenia caracteriza-

se como a diminuição da produção e/ou liberação de eosinófilos, aumenta da 

migração para os tecidos somáticos e a diminuição da sobrevida na circulação 

periférica (ROSENBERG;FOSTER,2021). Um dos mecanismos potenciais que 

favorecem a depleção dos eosinófilos, a resposta exarcerbada de citocinas parece ser 

a característica central da COVID-19 grave (PUM et al., 2021). Estudo realizado por 

Shen e colaboradores identificaram que os pacientes diagnosticados com COVID-19 

apresentavam contagens significativamente mais baixas em comparação a pacientes 

diagnosticados com influenza. As evidências encontradas em nossos resultados 

apontam alterações nas células do sistema imune que acarretam o quadro clínico de 

leucocitose, neutrofilia, eosinopenia e linfopenia no sangue periférico dos pacientes 

com sintomas graves. Nossos achados são consistentes com o estudo de Javanian e 

colaboradores (2020) que apontam o aumento da contagem de leucócitos e que 

podem estar associados ao aumento da proteína C reativa (PCR) e à mortalidade. 
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Assim, os biomarcadores hematológicos são importantes para determinar as 

categorias de risco associadas ao diagnóstico de COVID-19 e com isso otimizar o 

manejo clínico, bem como a prevenção de complicações graves. 

No âmbito da COVID-19, torna-se importante avaliar a razão neutrófilo/linfócito 

(RNL) e razão plaqueta/linfócito (RPL) e a sua associação com a gravidade da COVID-

19. A infecção por SARS-CoV-2 reflete na redução dos linfócitos e a alteração do 

mecanismo de defesa do IFNG promove o acúmulo de neutrófilos patogênicos 

propiciando a neutrofilia (TAN et al., 2020; ANTONIOLI et al., 2020). Esses fatores 

contribuem para elevar os valores de RNL em pacientes com COVID-19 favorecendo 

a ativação prejudicial do sistema imunológico (BUONACERA et al., 2022). Com 

relação ao RPL, as plaquetas desempenham papel crucial na resposta inflamatória, 

além de liberarem o fator plaquetário 4 que impede o desenvolvimento dos linfócitos 

(HAMILOS;PETOUSIS;PARTHENAKIS,2018). Além disso, a diminuição da contagem 

de linfócitos devido a piroptose por meio da ativação do inflamassoma NLRP3 

favorece ao aumento da RPL na infecção por COVID-19 (YANG, 2020; RAVINDRA et 

al., 2022). Diante disso, as relações RNL e RPL podem ser considerados como 

marcadores econômicos e que refletem a extensão da resposta inflamatória das 

citocinas podendo ser empregada para o monitoramento em pacientes com COVID-

19. No presente estudo, os resultados obtidos com relação ao RNL apontaram que 

cerca de 87,2% dos pacientes no grupo grave apresentaram valores ≥ 5, sendo o 

indicativo para o aumento de risco para mortalidade em pacientes com COVID-19. 

Esse achado é consistente com a metanálise conduzida por Simadibrata e 

colaboradores, (2021) que apontaram níveis elevados de RNL na admissão em 

pacientes graves e não sobreviventes em comparação com pacientes não graves e 

sobreviventes. Os resultados refletem com os de Ozawa e colaboradores., (2023) que 

em estudo de coorte retrospectivo apontam maior RNL em pacientes graves. Nesse 

mesmo contexto, nosso estudo mostrou a RPL com 76,9% em pacientes no grupo 

grave com score ≥ 0,20 sugerindo assim associação positiva da gravidade com a 

COVID-19. A comparação dos nossos achados com o estudo de Asperges 

colaboradores (2023) em seu estudo de coorte retrospectivo confirma que a RPL é 

maior na COVID-19 desde a admissão com o aumento progressivo atingido em um 
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pico de 7 dias. Em estudo transversal direcionado por Man colaboradores (2021) 

revelou que a RPL apresenta valores maiores em pacientes com COVID-19 e ainda 

correlacionado com marcadores inflamatórios, a exemplo PCR e VHS. Diante disso, 

o RNL e RPL podem ser úteis para a avaliação da condição do paciente, bem como a 

gravidade da inflamação presente no curso da COVID-19. 

Ao investigarmos no nosso estudo os índices inflamatórios baseados nos 

parâmetros hematológicos e compararmos os índices observamos que o SII, AISI e 

SII/Hb foram significativamente maiores no grupo com a forma grave da COVID-19 

quando comparado aos pacientes leves. Como um marcador simples, conveniente, 

barato e não invasivo, o índice SII ou índice de imuno-inflamação sistêmica baseado 

nas contagens periféricas de neutrófilos, plaquetas e linfócitos reflete o microambiente 

tumoral, equilíbrio do estado imunológico e inflamatório do hospedeiro e recentemente 

também foi relatado como significativamente alterado em pacientes com COVID-19, 

sugerindo um papel diagnóstico em pacientes infectados por SARS-CoV-2 (USUL et 

al., 2020; HU et al., 2014; FOIS et al., 2020). Relativamente ao índice AISI composto 

pela contagem de linfócitos, neutrófilos, monócitos e plaquetas consiste em uma 

ferramenta utilizada como preditor significativo de tumores sólidos malignos (HU et al., 

2020; NOOH, et al., 2022; CHO et al., 2018). O índice AISI foi maior em pacientes 

pneumônicos com COVID-19 internados em UTI sendo assim relacionado a gravidade 

da COVID-19, indicando um papel diagnóstico em pacientes infectados com SARS-

CoV-2 (HAMAD et al., 2022). Recentemente, foi proposto por Hernandez-Ainsa e 

colaboradores (2022) o novo marcador denominado índice de imuno-inflamação 

sistêmica e concentração de hemoglobina (SII/Hb) que reflete a hemoglobina, 

inflamação sistêmica e a resposta das citocinas pró-inflamatórias e células imunes. 

Nesse contexto, buscamos aplicar a relação SII/Hb em nosso estudo devido a 

capacidade desse índice de refletir a inflamação sistêmica e o transporte de oxigênio 

no sangue viabilizando informações adicionais acerca da gravidade e o prognóstico da 

COVID-19, a qual a inflamação e anemia podem exercer papéis significativos.  

De acordo com os presentes resultados, estudo retrospectivo com 495 

pacientes acometidos pela COVID-19 aponta que o SII e o AISI foram maiores no 

grupo de pacientes internados na UTI (HAMAD et al., 2022). Foi relatado que o SII foi 
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significativamente alterado em pacientes com COVID-19 em comparação a controles 

saudáveis, o que sugere seu papel diagnóstico em pacientes infectados por SARS-

CoV-2 (USUL et al., 2020). Fois e colaboradores (2020) também mencionaram que os 

índices de inflamação derivados da contagem de células sanguíneas, como o SII e 

AISI estão significativamente associados à gravidade da doença. Partindo do 

pressuposto de que durante as respostas inflamatórias observadas durante o câncer 

de colo retal, interleucinas como IL-6, IL-7 e IL17A responsáveis pela regulação das 

vias JAK1/2-STAT3 relacionada a angiogênese do CCR; doença metastática e 

localização do tumor; crescimento e metástase do câncer de colo retal, 

respectivamente (KRZYSTEK-KORPACKA et al., 2017; LI et al., 2020; AMICARELLA 

et al., 2017) interleucinas estas que também desempenham papéis importantes na 

resposta inflamatória do corpo à infecção por SARS-CoV-2 (HASANVAND, 2022). 

Nesse contexto, utilizamos o mesmo marcador para inflamação proposto por 

Hernandez-Ainsa e colaboradores (2022) denominado índice de imuno-inflamação 

sistêmica e concentração de hemoglobina (SII/Hb). Em nossos resultados, 

observamos que índice SII/Hb foi significativamente maior em pacientes graves 

quando comparados aos pacientes com a forma leve da infecção por SARS-CoV-2. 

Esses achados corroboram com o estudo caso-controle de Hernandez-Ainsa e 

colaboradores (2022) em que identificaram aumento significativo do SII/Hb em 

pacientes com câncer do colo retal em comparação com os pacientes controle, 

principalmente no momento do diagnóstico. 

Analisamos em nossos resultados os valores de cortes das razões referentes 

aos neutrófilos, linfócitos e plaquetas e índices inflamatórios, sendo eles RNL, RPL, 

SII, AISI e SII/Hb calculados pela análise ROC. A curva ROC foi usada para detectar 

os valores de cortes ideais do RNL, RPL, SII, AISI e SII/Hb que revelou em nossa 

investigação que o SII e o SII/Hb tinham as áreas mais altas sob a curva (AUC=0,98, 

AUC= 0,99, respectivamente) com SII tendo um valor de corte ideal de 1248 e SII/Hb 

com valor de corte de 103,8. Em seu estudo Fois e colaboradore (2020) apontaram 

que a AUC para SII variava entre 0,534 a 0,715 refletindo o dano pulmonar e 

respiratório em pacientes com COVID-19. Este achado também foi relatado por Usul 

e colaboradores (2020) que identificaram a AUC= 0,760 para SII sugerindo que esse 
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escore pode ser usado no diagnóstico da COVID-19. Com relação ao SII/Hb, nossos 

achados são consistentes com o estudo desenvolvido por Hernandez-Ainsa e 

colaboradores (2022) que avaliaram o potencial uso diagnóstico desse índice para o 

câncer de colo retal, o novo marcador SII/Hb apresentou os melhores resultados 

relacionados a maior especificidade (92.06%) e valor preditivo positivo. Embora, mais 

estudos sejam necessários para investigar os índices SII e SII/Hb como valor 

prognóstico para a COVID-19, nosso estudo demonstrou a possível correlação dos 

índices com a gravidade da doença. 

Na amostra avaliada investigamos a expressão relativa dos genes pró-

inflamatórios IFNA1 e seus receptores IFNAR1/IFNAR2 e IL17A e genes virais 

endógenos HERVK-10 e HERVW-1. A diminuição sustentada na contagem de 

linfócitos – que caracteriza o quadro de linfopenia – no sangue periférico consiste no 

indicador precoce de pacientes graves/criticamente doentes com COVID-19 (ZHANG 

et al., 2021; CHEN et al., 2020). A linfopenia ocorre devido a ligação viral, lesões 

imunes de mediadores inflamatórios ou exsudação de linfócitos circulantes em tecidos 

pulmonares inflamatórios (WANG et al., 2020). Estudo conduzido por Contoli e 

colaboradores (2021) sugere um paralelismo entre as respostas linfocíticas e a 

produção de IFNA1. Devido a isso, buscamos avaliar a resposta imunológica em 

nosso estudo e observamos o aumento do IFNA1 com a redução do seu receptor 

IFNAR1. Chen e colaboradores (2021) sugerem que após a infecção por SARS-CoV-

2 ocorre a repressão de proteínas específicas que inibem fortemente a expressão do 

IFNAR1 resultando na depleção de 60 a 90% dessa proteína podendo levar ao 

desenvolvimento da forma grave da COVID-19 (KHANMOHAMMADI et al., 2022). 

Além disso, nossos resultados corroboram com o estudo multicêntrico desenvolvido 

por Kramer e colaboradores (2021) em que observaram nos pacientes com COVID-

19 grave a expressão elevada de genes com assinatura de IFNA1 no início da doença 

associando a resposta prolongada de células NK e a piora da evolução da doença. 

Esses resultados são consistentes com a análises longitudinais conduzidas por Lucas 

e colaboradores (2020) que apontaram produção aumentada de IFNA1 ao longo do 

tempo, enquanto pacientes moderados apresentaram níveis reduzidos de IFNA1. No 

entanto, este resultado é contrário ao de Bastard e colaboradores (2020) que 
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descobriram a presença de autoanticorpos contra interferons, inclusive nos IFNA1 em 

cerca de 10% dos pacientes com COVID-19. Os autoanticorpos promovem a redução 

plasmática do IFNA1 o que propicia o ciclo viram aumentando as chances do paciente 

desenvolver a forma grave ou crítica da doença. Foi sugerido por Trouillet- Assant e 

colaboradores (2020) que pacientes com menor concentração de IFNA1 apresentam 

pior prognóstico, com maior permanência na UTI, o que reforça o papel crucial do 

IFNA1 nas respostas antivirais.  

Com relação ao receptor IFNAR1 foi possível observar expressão 

significativamente maior em pacientes leves acometidos pela COVID-19. Embora, 

Novoa e colaboradores (2023) em estudo de coorte prospectivo não tenham 

encontrado diferenças significativas entre as concentrações de IFNAR1, foi observado 

maior concentração de IFNAR1 em pacientes com sintomas leves. Investigação 

realizada por Zhang e colaboradores (2020) associa a deficiência autossômica 

recessiva do IFNAR1 aos pacientes com COVID-19 grave. Referente ao IFNAR2 não 

foi identificado expressão relativa significativa entre os grupos. Novoa e colaboradores 

(2023) relataram que as concentrações de IFNAR2 foram significativamente maiores 

em pacientes com COVID-19 grave. Com base no estudo de associação genômica 

ampla (GWAS) Ma e colaboradores (2021) buscaram identificar novas variantes de 

suscetibilidade ao COVID-19 e observaram que a expressão gênica do IFNAR2 está 

significativamente relacionada à infecção por SARS-CoV-2 em diversos tecidos, 

dentre eles pulmão, fígado, sangue e coração. Por outro lado, em um estudo realizado 

em pacientes internados em unidades de terapia intensiva no Reino Unido durante a 

primeira onda de COVID-19 verificou-se que o aumento da expressão do IFNAR2 

reduziu as chances da COVID-19 grave sugerindo assim um papel protetor do IFNAR2 

na COVID-19 (PAIRO- CASTINEIRA et al., 2021). Embora mais estudos clínicos 

sejam necessários, acredita-se que as concentrações de IFNAR1 e IFNAR2 em 

pacientes com COVID-19 graves podem ser utilizadas como preditoras da gravidade 

da infecção decorrente do SARS-CoV-2.  

Para determinar o estado inflamatório dos pacientes em estudo, a expressão 

de IL17A foi mensurada. Os resultados confirmam que pacientes com a forma grave 

da COVID-19 possuem elevados níveis de IL17A comparado aos pacientes leves. A 
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IL17A desempenha um papel importante para a maturação, diferenciação e 

recrutamento dos neutrófilos devido a capacidade de aumentar a liberação do fator 

estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF) e com isso ser o fator central para a 

inflamação neutrofílica importante para a tempestade de citocinas relacionada a 

progressão clínica da COVID-19 (MAIONE et al., 2021; LEY;SMITH;STARK, 2006; 

FOGLI et al., 2013; BORGES et al., 2020). Níveis elevados de IL17A no sangue 

periférico de pacientes infectados com SARS-CoV-2 estão associados a processos 

autoimunes e indução de mediadores infamatórios como IL-1, IL-6 e TNF-α, além da 

metaloproteinase que promove dano tecidual (XU et al., 2020; HOFFMANN et al., 

2020). A linfopenia paralelo ao aumento dos níveis de IL17A sugere fortemente que a 

resposta imune impulsiona a inflamação grave observada em pacientes com COVID-

19 (FADLALLAH; EDDIN; RAHAL,2021). Resultados estes, que corroboram com os 

achados por Shibabaw que relatou um aumento das respostas de IL17A na forma 

grave de pacientes com COVID-19. A regulação positiva da IL17A associa-se a 

patologia pulmonar e SDRA, bem como a lesão a outros órgãos como coração, fígado 

e rins (SHIBABAW, 2020). Este achado é coerente com outro estudo em que os 

autores em sua coorte observaram o aumento da IL17A em casos graves em 

comparação com controles não infectados, sendo correlacionado positivamente com 

a gravidade da lesão pulmonar e recrutamento precoce de neutrófilos para os pulmões 

resultando no mau prognóstico em casos graves da COVID-19 (HUANG et al., 2020; 

XU et al., 2020). Esta descoberta é contrária ao estudo anterior realizado no Irã e 

conduzido por Ghavazi e colaboradores (2021) que aponta o aumento significativo dos 

níveis de IL17A em casos leves em comparação com o grupo grave e grupo controle. 

Tomadas em conjunto, esses achados destacam o papel fundamental da IL17A 

sugerindo o seu possível envolvimento na imunopatogênese da COVID-19.  

Também exploramos os níveis de dois marcadores e suas possíveis 

associações com a COVID-19, que consistiram no HERVK-10 e HERVW-1. Pudemos 

observar que os níveis de HERVK-10 não demonstraram significância entre os grupos 

avaliados. Assim como no caso da IL17A, o HERVK-10 já foi associado com a 

gravidade da COVID-19 (TEMEROZO et al., 2022). Um estudo mostrou que a infecção 

por SARS-CoV-2 aumenta a expressão dos genes gag, env e pol do HERVK no 
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sangue total de pacientes com COVID-19, ainda neste estudo os autores identificaram 

que a resposta do HERVK promove a indução da secreção de interferon tipo I em 

pacientes com SARS-CoV-2 (GUO et al., 2022). Em estudo conduzido por Temerozo 

e colaboradores (2022) em uma coorte de pacientes críticos com COVID-19 sob 

ventilação mecânica foram verificados maiores níveis de HERVK nos plasmas de 

pacientes com COVID-19 quando comparado aos pacientes que receberam alta ou 

com doadores saudáveis. O aumento dos níveis de HERVK nos pacientes que vieram 

a óbito foi correlacionado à expressão de marcadores pró-inflamatórios, ativação de 

monócitos e aumento de fatores de coagulação (TEMEROZO et al., 2022). Com 

relação ao HERVW-1 nossos resultados demonstraram expressão relativa 

significativa nos grupos com a forma grave da COVID-19. Nesse mesmo contexto, 

Balestrieri e colaboradores (2021) avaliaram a expressão do HERVW env e 

observaram uma porcentagem significativamente maior de linfócitos HERVW env 

positivos em pacientes com COVID-19 em comparação com doadores saudáveis, a 

alta porcentagem de linfócitos HERVW env positivos podem estar correlacionados 

com o aumento o escore da gravidade. A detecção de HERVs no sangue periférico 

pode ser implicado na fisiopatologia de pacientes críticos com COVID-19, no entanto 

mais estudos precisam ser investigados. 

Ao analisarmos a curva ROC dos genes IL17A, HERVW-1, IFNA1 e IFNAR1 

observamos que a AUC da IL17A com 0,70 apresentou o melhor valor preditivo para 

a gravidade em pacientes com COVID-19. Em estudo anterior Desoky e 

colaboradores (2022) relataram que a análise da curva ROC demonstrou que a IL17A 

apresentou um ponto de corte > 46 pg/mL, com AUC = 1,0 sendo considerado um 

bom discriminador em pacientes com COVID-19. Além disso, Liu e colaboradores 

(2020) identificaram na curva ROC, o valor da AUC = 0,9 correspondente a IL17A o 

que sugere um potencial biomarcador da gravidade referente a infecção por SARS-

CoV-2. No entanto, um estudo demonstra que a AUC da IL17A que correspondeu ao 

valor de 0,64 estando abaixo de 0,7 resulta em um baixo valor preditivo para a 

gravidade da doença em pacientes com COVID-19 (GHAZAVI et al., 2021). Em 

resumo, nossos dados sugerem um papel da IL17A como um biomarcador confiável 

da gravidade associado a doença COVID-19, entretanto mais estudos são 
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necessários para avaliar o papel da IL17A na sinalização na COVID-19, para por 

exemplo atuar como estratégia no controle da inflamação pulmonar em decorrência 

da infecção por SARS-CoV-2.  

Para estudar a relevância da produção dos IFNs durante a infecção por SARS-

CoV-2 avaliamos também a ativação da via IFN-γ, nossos achados demonstraram que 

não houve diferença significativa dos níveis plasmáticos do IFN-γ entre os pacientes 

com sintomas graves e leves. Esses resultados diferem da coorte prospectiva de 

pacientes hospitalizados com diagnóstico de COVID-19 no sul do Brasil, em que 

observaram níveis mais altos de IFN-γ em pacientes que vieram a óbito (GADOTTI et 

al., 2020). Ghavazi e colaboradores (2021) experimentalmente demonstraram que os 

níveis de IFN- γ indicou aumento de forma significativa no grupo grave em 

comparação com o grupo controle saudável. Entretanto, em estudo prospectivo 

conduzido por Cremoni e colaboradores (2022) foi observado que níveis mais baixos 

de IFN-γ foi preditor independente de hospitalização em pacientes com COVID-19. A 

expressão aumentada de IFN-γ parece estar associada a gravidade da COVID-19, 

porém mais estudos são necessários para investigar a sinalização do IFN-γ durante a 

infecção por SARS-CoV-2 com o intuito de delinear novos tratamentos para a COVID-

19.  

Nosso estudo apresenta limitações e pontos fortes importantes a se destacar. 

Como ponto forte nossa amostra é representativa de uma faixa do espectro 

relacionado a gravidade da COVID-19 de grande interesse clínico que são pacientes 

idosos e que necessitaram de admissão hospitalar em unidades de terapia intensiva. 

Outro ponto importante se aplica a coleta sistemática de dados clínicos e a forma de 

processamento padronizado em nosso laboratório. No que diz respeito as limitações, 

nosso estudo não avaliou os achados bioquímicos a exemplo, proteína C reativa, LDH, 

dímero D e marcadores hepáticos, como AST e ALT entre pacientes graves e leves. 

Embora nosso estudo se caracterize como transversal, o ideal seria um estudo de 

coorte para realizar as coletas tanto não apenas na admissão hospitalar ou na primeira 

visita domiciliar, mas de forma seriada com períodos determinados, a fim de investigar 

melhor o papel das citocinas e HERVs no desfecho da doença. Vale ressaltar que, a 

ausência de dados acerca da carga viral impossibilitou a investigação da relação da 
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carga viral com as respostas das citocinas.  

 

8. CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente estudo em conjunto demonstram que pacientes do 

sexo masculino, raça negra/parda e portadores de comorbidades pré-existentes 

apresentam perfil mais propenso para o desenvolvimento da forma grave relacionada 

a COVID-19. As razões RNL e RPL e os índices de inflamação sistêmica como SII e 

SII/Hb  sugerem  associação para o diagnóstico da gravidade associada a COVID-19. 

Com relação a resposta imunológica observamos a neutrofilia e linfopenia, com a 

expressão significativa de IFNA1 e redução do seu receptor IFNAR1 e aumento dos 

níveis de IL17A que tomados em conjunto resultam na hiperinflamação sistêmica ou 

tempestade de citocinas que propiciam a gravidade da doença. Além, disso a 

expressão do HERVW-1 em amostras de sangue de pacientes com COVID-19 nos 

aponta que são necessários mais estudos para o entendimento do impacto 

imunopatogênico do HERVW-1 na evolução clínica da COVID-19. Nossa investigação 

não encontrou resultado significativo referente ao IFN-γ. Apesar de suas limitações, o 

estudo certamente contribui para a compreensão das respostas imunes 

hiperinflamatórias responsáveis pela tempestade de citocinas na COVID-19, lançando 

à luz novas perspectivas sobre genes inflamatórios, retrovírus endógenos e índices 

inflamatórios.  
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• Severe COVID-19 patients exhibit elevated levels of immune-inflammatory indexes and cytokine expression, indicating systemic 

inflammation and an exaggerated immune response. 

• Blood-based systemic inflammation indexes, such as SII and SII/Hb, but not AISI, show potential as prognostic tools to differentiate 

between mild and severe cases of COVID-19. 

• The up-regulation of IFNA1 and IL17A and the down-regulation of IFNAR1 in peripheral blood leukocytes were associated with severe 

cases and demonstrated high prognostic efficacy in predicting COVID-19 severity. 

• Plasmatic levels of IFNG do not differ significantly between mild and severe COVID-19 cases, suggesting it may not be a reliable biomarker 

for disease severity. 

 

Abstract:  

 

Despite progress in vaccination and protective measures, severe outcomes in COVID-19 patients continue to raise concerns. Early 

prediction and accurate prognosis are crucial for managing severe cases. Interferons (IFNs) play a crucial role in the immune response against 

viral infections, but their expression and association with COVID-19 severity remain not fully understood. This study aimed to investigate the 

potential association between systemic immune-inflammation indexes, gene expression of IFNA1, IFN receptors, IL17A, and plasmatic IFN-

gamma in COVID-19 patients to differentiate between mild and severe cases. This observational study included 67 eligible COVID-19 patients 

divided into mild (n=28) or severe (n=39) cases. Demographic, clinical, and laboratory data were collected, and gene expression analysis was 

conducted on isolated blood leukocytes using RT-qPCR assay. Plasma IFNG levels were measured with ELISA assay. Severe COVID-19 patients 

were predominantly males (61.5%) and belonged to the black ethnic group (87.2%). They were, on average, 17.4 years older than patients with 

mild COVID-19 (p<0.0001). The systemic immune-inflammation index (SII), SII/hemoglobin (Hb) ratio, and aggregate index of systemic 

inflammation (AISI) were significantly higher in severe COVID-19 patients (p<0.0001). Severe patients exhibited significant up-regulation of IFNA1 

and IL17A (p<0.05 and p<0.001), while IFNAR1 expression was higher in mild cases (p<0.05). ROC curve analysis demonstrated the high 
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predictive value of the SII index and SII/hemoglobin ratio in discriminating severe COVID-19 patients. Plasma levels of interferon-gamma (IFNG) 

showed no significant difference. The study suggests that gene expression levels of IFNA1, IFNAR1, and IL17A, along with routine blood 

parameters, can potentially serve as biomarkers for predicting disease severity in COVID-19 patients. The SII and SII/Hb ratios were highly 

effective prognostic parameters, aiding in risk stratification and personalized treatment approaches. Further research is necessary to validate 

these findings and explore their clinical implications. 

 

Key-words: COVID-19; Systemic Immune-inflammation Index; IFNA1; IL17A. 

 
 


