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RESUMO

Mesmo diante dos programas de vacinacdo e do declinio significativo dos casos graves da
doenca, a COVID-19 nos desafia em diferentes aspectos. A infeccdo pelo SARS-CoV-2
apresenta quadros de gravidade diversos o que sugere a influéncia de fatores genéticos no
desfecho clinico desses pacientes. Nos casos de COVID-19 grave, diferentes estudos
descreveram a presenca de marcadores da coagulacdo elevados, aumento da ativacdo e
agregacao plaquetdria e um risco significativo de complicagdes tromboticas. E, diante da
participagdo dessas células em diversas infecgdes virais e da sua atuagdo negativa quando
associada a uma resposta pro-trombotica, compreender o papel mecanicista do SARS-CoV-2
com as plaquetas mostra-se um caminho promissor. A expressdao do Fator de Ativacao de
Plaquetas (PAF) e do Fator Plaquetario 4 (PF-4) em diferentes infec¢des virais, como na
dengue, foram associadas ao aparecimento de sintomas mais graves da doenga e uma maior
replicagdo do virus. Nesse contexto, este estudo teve por objetivo avaliar o perfil de expressao
dos genes PTAFR e PF-4 em pacientes hospitalizados e demonstrar sua correlagao com a forma
grave da COVID-19. Para isto, caracterizamos o perfil de expressao de PTAFR e PF-4 através
da técnica PCR em tempo real de 93 pacientes com COVID-19 em atengao hospitalar, no qual,
demonstramos uma hiperexpressdo desses genes quando comparada a individuos saudaveis
(»<0,05). No entanto, ndo houve associacdo significativa entre as suas expressdes € 0s
parametros clinico-epidemiologicos abordados (p>0,05). Ainda, para a analise comparativa,
estratificamos os pacientes de acordo com tipo de internacdo, desfecho clinico e género, em
relacdo, a idade e os exames laboratoriais, onde a correlagdo da idade ao desfecho e género
(p<0,05), contagem de leucdcitos (p<0,001) e de plaquetas (p<0,0001) e International
Normalized Ratio (INR) (p<0,05) ao desfecho clinico, e entre os valores de PCR (p<0,05) e D-
dimero (DDM) (p<0,05) ao tipo de internacdo, foram apontados como possiveis marcadores de
prognostico clinico e de monitoramento da doenga. No entanto, ndo houveram correlagdes
significativas entre: idade, leucometria e INR ao tipo de internagdo; entre os niveis de PCR e
DDM ao desfecho; e contagem de leucocitos e de plaquetas, PCR, INR e DDM ao género
(»>0,05). Dessa forma, nossos resultados sustentam a hipotese que as expressdes aumentadas
de PTAFR e PF-4 estdo associadas a um contexto clinico mais graves da doenca, com
necessidade de atengdo hospitalar e podem ser importantes preditores de risco da COVID-19

grave.

Palavras-chaves: COVID-19. Plaquetas. PAF. PF-4. Biomarcadores.



ABSTRACT

Even in the face of vaccination programs and the significant decline in serious cases of the
disease, COVID-19 challenges us in different aspects. SARS-CoV-2 infection presents
different severity levels, which suggests the influence of genetic factors on the clinical outcome
of these patients. In cases of severe COVID-19, different studies have described the presence
of elevated coagulation markers, increased platelet activation and aggregation, and a significant
risk of thrombotic complications. And, given the participation of these cells in several viral
infections and their negative action when associated with a pro-thrombotic response,
understanding the mechanistic role of SARS-CoV-2 with platelets appears to be a promising
path. The expression of Platelet Activating Factor (PAF) and Platelet Factor 4 (PF-4) in
different viral infections, such as dengue, were associated with the appearance of more severe
symptoms of the disease and greater replication of the virus. In this context, this study aimed
to evaluate the expression profile of the PTAFR and PF-4 genes in hospitalized patients and
demonstrate their correlation with the severe form of COVID-19. To this end, we characterized
the expression profile of PTAFR and PF-4 using the real-time PCR technique of 93 patients
with COVID-19 in hospital care, in which we demonstrated a hyperexpression of these genes
when compared to healthy individuals (p<0,05). However, there was no significant association
between their expressions and the clinical-epidemiological parameters addressed (p>0,05).
Furthermore, for comparative analysis, we stratified patients according to type of
hospitalization, clinical outcome and gender, in relation to age and laboratory tests, where the
correlation between age and outcome and gender (p<0,05), count of leukocytes (p<0,001) and
platelets (p<0,0001) and International Normalized Ratio (INR) (p<0,05) to clinical outcome,
and between CRP values (p<0,05) and D -dimer (DDM) (p<0,05) to the type of hospitalization,
were identified as possible markers of clinical prognosis and monitoring of the disease.
However, there were no significant correlations between: age, leukometry and INR and type of
hospitalization; between CRP and DDM levels at outcome; and leukocyte and platelet counts,
CRP, INR and MDD according to gender (p>0.05). Therefore, our results support the
hypothesis that increased expressions of PTAFR and PF-4 are associated with a more severe
clinical context of the disease, requiring hospital care and may be important predictors of the

risk of severe COVID-19.

Keywords: COVID-19. Platelets. PAF. PF-4. Biomarkers.
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1 ASPECTOS GERAIS DO SARS-CoV-2

A COVID-19 (doenca pelo Coronavirus - 2019), relatada pela primeira vez na
China, ¢ causada pela infeccdo do Coronavirus 2 da Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SARS-CoV-2). Um virus de RNA fita simples de sentido positivo, envelopado e pertencente
a familia Coronaviridae, que tém em comum a presenca de quatro proteinas estruturais —
proteina Spike (S), proteina de envelope (E), proteina de membrana (M) e proteina de
nucleocapsideo (N) — que estdo intimamente relacionadas com a viruléncia desse coronavirus e
sdo encarregadas pela manutengdo e replicacao viral (FIGURA 1) (GU et al., 2020; KANG et
al., 2020; MANNE et al., 2020).

A proteina S possui funcdo vital para a infecgdo e patogénese da COVID-19, além
de ser a glicoproteina determinante da fusdo do virus nas células. Essa proteina ainda ¢
subdividida, onde o ectodominio ¢ dividido em subunidades, a S1, que auxilia na ligagdo ao
receptor ACE-2 na superficie da célula do hospedeiro, e a segunda, S2, que € responsavel pela
fusdo de membrana (FIGURA 1) (CHILAMAKURI; AGARWAL, 2021; DHAMA et al., 2020;
MACHHI et al., 2020).

Figura 1 - Estrutura e organizagdo gendmica do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Pizzato ef al. (2022).

Legenda: a) Representagdo esquematica da estrutura do virus SARS-CoV-2 e as posic¢des das glicoproteinas Spike,
envelope, membrana, nucleocapsideo ¢ genoma viral. b) Representagdo esquematica ampliada mostrando as
subunidades S1 ¢ S2 da glicoproteina de pico do SARS-CoV-2. Criado com BioRender.com.



O SARS-CoV-2 ficou conhecido por sua mutagénese e alta patogenicidade devido
a rapida disseminagado de pessoa para pessoa (ZAID et al., 2020). Por intermédio da protease
transmembrana serina 2 (TMPRSS2), uma serina protease que atua na clivagem proteolitica e
na ativagao da proteina Spike, 0 SARS-CoV-2 ligam-se a enzima conversora de angiotensina
2 (ACE-2) a fim de contribuir com a fusao do virus a membrana celular do hospedeiro € em
seguida, a entrada do genoma viral na célula (DHAMA et al., 2020; MACHHI ef al., 2020;
ZHANG et al., 2020a).

Ainda que a infecc¢ao por esse virus apresente tropismo pelas células do endotélio
respiratorio, estudos apontam casos de pacientes que desenvolveram quadros intensos de
trombose, incluindo infarto do miocérdio e acidente vascular cerebral isquémico (CONNORS;
LEVY, 2020; MANNE et al., 2020). Apesar de serem consideradas as principais células
efetoras da hemostasia e desempenharem um papel importante na formagdo de trombos, as
plaquetas também sdo responsaveis por mediar respostas inflamatorias e imunoldgicas

(MIDDLETON; WEYRICH; ZIMMERMAN, 2016; KOUPENOVA et al., 2018).

Uma vez que a ativagdo plaquetaria ocorre mediante a eventos inflamatorios ou
infecciosos, comumente estes vém associados a uma resposta pro-trombdtica e,
consequentemente, a uma hiperatividade plaquetéaria, como € observado em diversas infecgoes
virais, incluindo o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus da hepatite C (HCV), virus
ebola, virus da influenza, virus da dengue e entre outros. Semelhante ao processo de
trombocitopatia, coagulopatia e inflamagdo observados em pacientes infectados pelo SARS-
CoV-2, levando a um aumento significativo de eventos tromboticos e embolicos (GU et al.,

2020; KOUPENOVA et al., 2019; MANNE et al., 2020; ZHANG et al., 2020a).

Desse modo, uma compreensao sistematica dos efeitos tromboticos do SARS-CoV-
2 ¢ necessaria para o redirecionamento e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas capazes

de minimizar os danos associados a doenga (BARRETT et al., 2021).

1.1 Fisiopatologia e Patogénese do SARS-CoV-2

A infecgdo pelo SARS-CoV-2 se inicia quando a proteina de pico viral se liga a seu
receptor na membrana da célula hospedeira, sendo o ACE-2 considerado o principal receptor

responsavel pela entrada do virus na célula. Além de que a alta expressdo de ACE-2 na mucosa



nasal e oral viabiliza a entrada deste por inalagdo. Apds sua ligagdo a ACE-2, a protease
TMPRSS2 cliva e ativa a proteina de pico para favorecer a fusdo do envelope viral com a
membrana celular (HOFFMANN et al., 2020; SUNGNAK et al., 2020; XU et al., 2020;
ZUMLA et al., 2016).

Dependendo da disponibilidade de proteases na superficie da célula hospedeira, a
proteina Spike possibilita a entrada do virus por endocitose ou via fusdo direta do envelope viral
com a membrana celular. Dentro dos alvéolos, devido a expressao consideravel de ACE-2 e
TMPRSS2, as células epiteliais que revestem as vias aéreas inferiores sdo o alvo principal. Dai
em diante as proteinas estruturais se movem ao logo da via secretora para o complexo de Golgi,
onde sera realizada a montagem da progénie viral e entdo, a sua liberacdo da célula hospedeira
por exocitose (DHAMA et al., 2020; ZUMLA et al., 2016) (FIGURA 2).

Figura 2 — Representagdo esquematica do mecanismo de entrada e do ciclo de replicagdo do
SARS-CoV-2
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Legenda: A proteina S do SARS-CoV-2 liga-se a ACE-2 e cliva as subunidades S1/S2 através da TMPRSS2,
viabilizando a entrada do virus nas células do hospedeiro e a consequente tradu¢ao do genoma viral. No complexo
de Golgi ocorre a transcrigdo e a replicagdo, onde o RNA subgénomico ¢ traduzido em proteinas estruturais e
acessorias que sao inseridas a0 RNA gendmico no nucleocapsideo. Entdo, o virion ¢ formando e liberado por
exocitose. ACE-2, Enzima Conversora de Angiotensina 2; TMPRSS2, Protease Transmembrana Serina 2; nsps,
Proteinas Nao-estruturais. Criado com BioRender.com.



A medida que as células epiteliais sdo infectadas, o virus induz a apoptose como
parte do ciclo de replicacao, estando relacionado ao vazamento vascular que da inicio a infecgao
local ¢ ao recrutamento de células imunes na tentativa de conter a infec¢ao. Neste contexto, o
aumento de citocinas nos pulmdes, podem agravar essa resposta inflamatoria e levar ao

surgimento da pneumonia (CAO, 2020; YUFANG et al., 2020).

Mesmo que, grande parte dos pacientes apresentem sintomas leves e bom
prognoéstico, uma fragao desses individuos, principalmente idosos e/ou aqueles com doencas
cronicas, podem evoluir para Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA) e até o
obito. Desse modo, a identificacdo de marcadores que monitorem a progressdo da doenca e
auxiliem no tratamento precoce ¢ fundamental para a otimiza¢do da conduta médica e para
melhor assisténcia desses pacientes (HENRY et al., 2020; LI; DE CLERCQ, 2020; ZENG et
al., 2020).

Além disso, estudos clinicos observaram que pacientes criticos com a doencga,
apresentam parametros plaquetarios anormais, como contagem de plaquetas diminuida, bem
como alteragdes no perfil de coagulagdo, incluindo diminui¢do do tempo de atividade da
protrombina (TAP), razdo normalizada internacional (INR), tempo de tromboplastina parcial
ativado (TTPA), D-dimero (DDM) e fibrinogénio aumentados, quando comparado a individuos
saudaveis (BAO et al., 2020; GOSHUA et al., 2020; SAFIABADI TALI et al., 2021; ZHANG
et al.,2020Db).

E, apesar que a sua fisiopatologia ndo tenha sido completamente explicada, uma
resposta imune-inflamatoria ininterrupto e desproporcional ¢ observada, principalmente, por
parte de proteinas sinalizadoras derivadas de plaquetas (por exemplo, citocinas € quimiocinas)

que mediam e regulam a resposta imune (DARIF et al., 2021).

1.2 Hipercoagulacido Plaquetaria, Imunotrombose e a COVID-19

As plaquetas sao pequenos fragmentos celulares derivados dos megacaridcitos, que
além de atuarem no estabelecimento da hemostasia, desempenham importantes fungdes na
resposta imune. Quando ativadas, as plaquetas liberam substincias responsaveis pelo

recrutamento de células de defesa para o local da lesdo/inflamagdo e promovem a sua adesdo
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aos trombos plaquetarios, modulando assim a resposta funcional dos leucocitos (LIPPI;

PLEBANI; HENRY, 2020; MCFADYEN; STEVENS; PETER, 2020; RIBES et al., 2020).

Comumente, a ativacao plaquetaria ocorre em resposta a doengas inflamatdrias e/ou
infecciosas. A infecg¢do estimula uma resposta inflamatoria sistémica, na qual a ativagao dos
sistemas de defesa do hospedeiro resulta na ativagao de vias da coagulagdo, levando a formagao
de trombina como componente de comunicacdo entre a imunidade humoral e celular,
denominado imunotrombose. Durante esse processo, uma espécie de barreira fisica ¢ formada
pelas plaquetas e pelas células imunes com o objetivo de impedir a disseminagdo do patdogeno
(DELABRANCHE; HELMS; MEZIANI, 2017; MANNE et al., 2020; THACHIL, 2020; XU;
ZHOU; XU, 2020).

Embora seja considerada uma forma eficaz de auxiliar na prote¢do do organismo,
suas contribuigdes criticas para a trombose ja sao conhecidas. No decorrer de diversas infecgoes
— virais ou bacterianas — as plaquetas ativadas aderem ao subendotélio e a sua hiperatividade
resulta na formagdo de trombos, levando a isquemia arterial e até a embolias pulmonares

(THACHIL, 2020; XU; ZHOU; XU, 2020; KOUPENOVA et al., 2018; MANNE et al., 2020).

Na COVID-19, evidéncias mostraram que o virus pode interagir diretamente com
as plaquetas e modular suas fungdes trombdticas e inflamatérias. Um estudo realizado por
Zhang et al. (2020b), descreveu que as plaquetas de pacientes com a doenga sao hiperativas e
que o virus se liga diretamente ao receptor ACE-2 das plaquetas por meio da proteina Spike,
aumentando a sua ativacao in vitro (MANNE et al., 2020; MCFADYEN; STEVENS; PETER,
2020).

Quando em contato com o sistema respiratorio, o virus desencadeia um processo
inflamatorio através da liberagdo de diversas citocinas responsaveis pelo recrutamento de
células de defesa, levando a producdo de mais citocinas e estabelecendo o ciclo de inflamacao
do epitélio pulmonar e de eventos pro-coagulantes, como representado na Figura 3
(CONNORS; LEVY, 2020; TUFAN; GULER; MATUCCI-CERINIC, 2020). Nesse aspecto, a
liberacao de polifosfatos pelo microrganismo atuam na ativacao das plaquetas e do fator XII da
coagulacdo (FXII), enquanto, o sistema complemento ¢ a NETose levam a formagdo de
trombina. No qual, a associa¢cdo da desordem da resposta imune e os eventos pro-coagulantes
desencadeiam a formagdo de trombos, deslocando essa agdo para uma tromboinflamagdo. A

medida que, os danos nos vasos sanguineos possibilitam a passagem de fluidos para a cavidade



pulmonar, levando a insuficiéncia respiratoria (FIGURA 3) (CONNORS; LEVY, 2020;
TUFAN; GULER; MATUCCI-CERINIC, 2020).

Figura 3 — Representagao esquematica do mecanismo de tromboinflamacao desencadeada pelo
SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Dhama et al. (2020).

Legenda: Quando o virus ¢ identificado pelas células imunes, ocorre a produgdo de citocinas inflamatdrias que
atraem células de defesa na tentativa de conter o virus. Na presenca de uma resposta imune desregulada e da
producdo exacerbada dessas citocinas ¢ estabelecido o ciclo de inflamagdo. Resultando no acimulo de fluidos nos
bronquiolos e na vasoconstrigdo via ativagdo plaquetaria, diminuindo a capacidade de troca de oxigénio. Criado
com BioRender.com.

A NETose ¢ um tipo de morte celular programa causada principalmente pelos
neutrofilos e esta associada a formacdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs)
durante o processo (ZHANG et al., 2023). A liberacdo de quimiocinas ¢ conhecida por
aumentar o recrutamento de leucécitos para o local da lesdo, provendo a NETose, que estimula
a formacao de trombina pelo FXII e auxilia na inducao do estado trombotico observado nesses

pacientes. Ademais, um estudo de autdpsia em pacientes com a doenga, demonstrou um

aumento do Fator Plaquetario 4 (PF-4) liberado pelas plaquetas, que se correlacionam com o



aumento da NETose e da formagao de microtrombos (MIDDLETON et al., 2020, PERDOMO
etal.,2019; ZUO et al., 2020).

Durante a infecgdo, a tempestade de citocinas, muitas dessas de origem plaquetaria,
tem sido sugerida como uma das causas principais do dano pulmonar que ocorre nesses
pacientes. A fase inicial da SDRA ¢ constituida pela inflamagdo local, acimulo de células
inflamatorias, entre elas, leucocitos e plaquetas, ativacdo desordenada da coagulacdo e
alteragdes na permeabilidade endotelial. Nesse contexto, a ativagdo do complemento pode
induzir a ativagdo e a agregacdo plaquetaria, levando a promoc¢do da trombose (JOSE;

MANUEL, 2020; WASHINGTON; ESPONDA; GIBSON, 2020).

Desse modo, as células endoteliais em conjuntos com as plaquetas, leucocitos e a
cascatas de coagulacdo atuam negativamente na reacao tromboinflamatoria, levando a eventos
tromboembolicos em pacientes com COVID-19 grave (JACKSON; DARBOUSSET;
SCHOENWAELDER, 2019; RIBES et al., 2020).

1.3 Infecgdes Virais, incluindo 0 SARS-CoV-2 e a sua interacdo com as Plaquetas

As plaquetas sdo amplamente conhecidas por suas contribui¢des para a trombose,
a hemostasia e por possuirem uma ampla expressao de receptores imunes e de adesdo, como
receptores de quimiocinas (CXC/CCL). No entanto, sua intera¢do e favorecimento as infec¢des
virais vém despertando um crescente interesse entre pesquisadores (ASSINGER et al., 2014;

GUO et al., 2017; KOUPENOVA et al., 2018; SIMON et al., 2015).

O citoplasma das plaquetas contém trés tipos de granulos: o, densos ou d e
lisossomas. Os granulos o sdo formados por fator de Von Willebrand (VWF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), trombina, fator plaquetario 4 (PF-4), fator de
ativacao de plaquetas (PAF) e moléculas de adesdo celular, além de quimiocinas e citocinas,
que quando liberadas em maior quantidade modulam a fungao celular, promovendo a ativacao,
agregacao e secrecao plaquetaria. Esses fatores produzidos pelas plaquetas também participam
do recrutamento de neutrofilos, linfécitos, macrofagos e outras células inflamatorias, levando
o organismo ao estado hiperinflamatorio (BLAIR; FLAUMENHAFT, 2009; MORRELL et al.,
2014; KOUPENOVA et al., 2018; WANG et al., 2018).



O envolvimento dessas células nas defesas virais ocorre por meio de sua atividade
direta, através da liberacao de receptores especificos, fagocitose viral ou pela formacgao de
complexos virus-plaquetas, levando a trombocitopenia. Ja pela via indireta, o virus ¢
neutralizado por intermédio da formacgao de agregados com os leucécitos, apoptose plaquetaria

e/ou ativagdo do endotélio vascular (MAOUIA et al., 2020).

As plaquetas desempenham um importante papel na defesa imune do hospedeiro
contra os virus, elas englobam as particulas virais e assim reduzem a viremia. Entretanto, elas
também podem contribuir com o aumento da inflamagao e lesdo tecidual nessas infecgdes,
como na influenza, imunodeficiéncia humana, hepatite B e C, ebola, dengue, sarampo, variola,
HSV-1 (herpes virus simples A), coxsackievirus B, adenovirus e citomegalovirus, atuando na
internalizacdo dos virions, na ativacao plaquetaria e contribuindo com o transporte dessas
particulas (ANTONIAK; MACKMAN, 2021; LI; LI; NI, 2020; KOUPENOVA et al., 2020;
PAGE; PRETORIUS, 2020; YEAMAN, 2019).

Ademais, a interagdo das plaquetas na patogénese da COVID-19 vem sendo
discutida. Um estudo de Barrett et al. (2021), identificou em pacientes falecidos com a doenga,
a presenca de particulas virais nos pulmoes e em megacariocitos morfologicamente ativos na
producdo de plaquetas na medula 6ssea. As mesmas particulas foram ainda observadas em
plaquetas circulantes, sugerindo assim, que 0 SARS-CoV-2 ¢ transferido dos megacariocitos
para as plaquetas ou fagocitados por estas quando circulantes (ASSINGER et al., 2014; GUO
et al., 2017, KOUPENOVA et al., 2018; SIMON et al., 2015; ZAID et al., 2020; ZHANG et
al., 2020b).

Outros dois estudos descreveram a ativacao plaquetaria em pacientes com COVID-
19 grave, demonstrando niveis aumentados de agregados de plaquetas e células imunes
(HOTTZ et al., 2020; MANNE et al., 2020). Além disso, um deles mostrou que as plaquetas
desses pacientes continham RNA viral, sugerindo que essas células podem absorver o mRNA
do SARS-CoV-2, como também, apresentar modificagdes na expressao de genes plaquetarios,

semelhantes as observadas em pacientes infectados pelo virus HIN1 (MANNE et al., 2020).

Nesse contexto, compreender o papel mecanicista do SARS-CoV-2 com as
plaquetas e o seu desenvolver da cascata de eventos pro-coagulatdrios, pode ser uma ferramenta
primordial para a triagem diagndstica precoce de complicagdes tromboticas no tratamento e no

prognostico da doenga (BARRETT et al., 2021; KOUPENOVA et al., 2019).



1.3.1 Atuacgdo dos Marcadores Plaquetdarios PAF e PF-4 nas Infec¢oes

A infeccao pelo SARS-CoV-2 apresenta quadros de gravidade diversos, o que
sugere a influéncia de variagdes genéticas individuais em sua fisiologia. Diferentes estudos
descreveram a presenca de marcadores de coagulacao elevados e tromboembolismo pulmonar
em casos graves da doenca, além de acentuada ativagdo e agregacdo plaquetaria. Bem como,
observagdes clinicas também apresentaram altas concentragdes de citocinas inflamatdrias no
plasma de pacientes criticos (ACKERMANN et al., 2020; BOSMULLER et al., 2020;
BOWLES et al., 2020; HUANG et al., 2020; RANUCCI ef al., 2020; SALAMANNA et al.,
2020; ZHANG et al., 2020Db).

Nesse sentido, o Fator de Ativagdo de Plaquetas (PAF), descrito pela primeira vez
em 1972, vem demonstrando desempenhar um papel central em varios processos fisioldgicos,
incluindo a apoptose, reproducdo e angiogé€nese, atuando também como mediador pro-
inflamatério em diversas doengas cronicas — cancer, doencas renais, doengas cardiovasculares,
asma, alergias — e nas infecgdes (BENVENISTE; HENSON; COCHRANE, 1972; DA SILVA-
JRetal.,2017, LORDAN et al.,2019; PALUR RAMAKRISHNAN et al., 2017; TSOUPRAS;
LORDAN; ZABETAKIS, 2018; YOST; WEYRICH; ZIMMERMAN, 2010).

Fisiologicamente, PAF ¢ expresso na superficie das células de defesa, endoteliais e
nas plaquetas, atuando como agonista dos receptores do fator de ativacao plaquetaria, sendo
considerado um importante mediador da inflamagdo em resposta a infecgdes virais e
bacterianas. Embora PAF promova uma resposta inflamatodria natural, seu efeito pode se tornar
patogénico na presenca de uma atividade excessiva ou desregulada, resultantes de alteracdes
nos seus ciclos de sintese e terminacao, decorrentes de variagdes genéticas ou doengas (KLEIN;

DAO; KHAN, 2021; PRESCOTT et al., 2000; ZIMMERMAN et al., 2002).

O PAF e seu receptor (PTAFR) sao conhecidos por estarem envolvidos ndo so6 na
entrada de bactérias nas células, mas também de virus. No qual, foi demonstrado a participagao
de PAF na entrada dos virus HIN1 (Influenza A subtipo HIN1) e H3N2 (Influenza A subtipo
H3N2), como também do HIV, onde a terapia antirretroviral com efeitos anti-PAF pode atenuar
o metabolismo de PAF no sangue desses pacientes. Além disso, os antagonistas de PTAFR
foram descritos por seu potencial protetor contra as manifestagdes neuroldgicas associadas ao
HIV-1 (DEMOPOULOS; ANTONOPOULOU; THEOHARIDES, 2020; DEMOPOULOS,
2020; EGGERT et al., 2009; GARCIA et al., 2010; TSOUPRAS et al., 2008).
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Ademais, a expressdo de PAF também foi associada as infec¢gdes causadas pelo
virus da dengue e pelo virus sincicial respiratorio. Sendo evidenciado que o bloqueio das vias
do PTAFR com um antagonista, preveniu o aparecimento de sintomas mais graves da doenca
na dengue. Do mesmo modo que, o antagonismo de PTAFR em camundongos infectados com
Influenza A induziu uma prote¢do contra lesdo pulmonar e mortalidade (DEMOPOULOS;
ANTONOPOULOU; THEOHARIDES, 2020; GARCIA et al., 2010; SOUZA et al., 2009,
ZABETAKIS et al., 2020).

Nos estagios iniciais da COVID-19, uma semelhanca ¢ observada na apresentacdo
clinica da infec¢ao pelo SARS-CoV-2 e o virus da dengue. Um estudo realizado em modelos
animais exposto ao virus da dengue evidenciou que a dele¢do de genes receptores de PAF e a
administracao de seus antagonistas, resultaram em uma menor gravidade da doenca. E, embora
o papel do PAF na COVID-19 nao tenha sido completamente esclarecido, alguns estudos ja
apontaram esse fator como um colaborador na lesdo pulmonar aguda e a SDRA nesses pacientes

(CHOW et al., 2021).

Ainda, foi relatado que as plaquetas desencadeiam a degranulagdo dos mastdcitos
perivasculares, podendo estes serem secretados e estimulados por PAF, levando a respostas
hiperinflamatorias ¢ a lesdo tecidual. Além de ser a principal fonte de citocinas pro-
inflamatorias nos pulmdes e curiosamente expressarem o Sistema Renina-Angiotensina (SRA),
que esta estritamente relacionado a COVID-19. O receptor ACE-2 do SRA atua como porta de
entrada do virus na célula, a medida que a angiotensina II estimula a formag¢do de PAF

(ALEVIZOS et al., 2013; DEMOPOULOS, 2020; THEOHARIDES, 2020).

Apoés a ativacdo, as plaquetas também secretam o Fator Plaquetario 4 (PF-
4/CXCL4), sintetizado pelos megacaridcitos e armazenados pelos granulos a dessas células,
cuja a principal fungdo fisiologica ¢ regular a coagulagdo sanguinea. PF-4 ¢ disposto na
circulacao mediante ao dano tecidual, inflamacao, estresse oxidativo ou através da estimulacao
por patdgenos, como as interagdes virus-plaquetas (ASSINGER, 2014; QIU et al., 2020;
SALAMANNA et al., 2020; ZALDIVAR et al., 2010).

Descoberta em 1955, essa quimiocina tem sido comumente relacionada a inibi¢ao
da hematopoese, coagulagdo, cicatrizagdo, inibi¢do da proliferagdo de células endoteliais e da
angiogénese e regulagdo de respostas imunes e inflamatérias, além de estar envolvida no

controle de diferentes processos regulatorios, como apoptose, diferenciacdo e proliferacao
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celular (DEUTSCH; JOHNSON; SEEGERS, 1955; GUO et al., 2017; KASPER; PETERSEN,
2011; VANDERCAPPELLEN; VAN DAMME; STRUYF, 2011).

O PF-4 favorece o recrutamento de neutréfilos e contribui com o processo de
exocitose dessas células, promovendo a liberagdo de mieloperoxidase e lisozima. Sendo
considerado um fator eficaz na eliminacdo do virus da gripe, como o HINI, secretando
moléculas antivirais para induzir a depuragao viral. Além de ser utilizado como um inibidor de
amplo espectro e supressor da infec¢ao de linfécitos T pelo HIV-1 (AUERBACH et al., 2012;
GUO et al., 2017; KOUPENOVA et al., 2019).

Em contrapartida, outros estudos ja apontaram a atuacdo dessa quimiocina como
fator indutor da replicacdo do HIV em macrofagos derivados de fator estimulador de coldnias
de macrofagos (M-CSF). Como também, outro grupo demonstrou que quando em
concentragdes elevadas no plasma de pacientes com dengue, CXCL4 promove uma maior
replicagdo desses virus em mondcitos in vitro. Além de seus niveis elevados terem sido
detectados no figado de pacientes com hepatite alcodlica e proporcionalmente aumentados no
soro de pacientes com hepatite viral (GUO et al., 2017; OJHA et al., 2019; TSEGAYE et al.,
2013; VANDERCAPPELLEN; VAN DAMME; STRUYF, 2011; ZALDIVAR et al., 2010).

Diante do exposto referente a atuacdo de marcadores plaquetarios nos processos
tromboticos, inflamatdrios e a sua participacdo na fisiologia das infec¢des virais, como o seu
envolvimento na COVID-19, um melhor entendimento do potencial infectante do virus e dos
quadros clinicos prognosticos associados a variagdes genéticas, poderiam auxiliar na
compreensdo do perfil de coagulagdo e inflamatorio de pacientes recém diagnosticados com as
diferentes formas da doenga e na determinac¢do de viruléncia desse patdgeno, guiando condutas
clinicas mais rapidas, como também, viabilizando o reaproveitamento e o direcionamento de

novas formas de tratamento (BISWAS et al., 2022; LIPSITCH et al.,2021; UZUN et al., 2022).

1.4 Estratégias Terapéuticas e Tratamentos de Suporte na COVID-19

Diante das circunstancias da pandemia e dentre as diferentes vacinas disponiveis,
um cenario incerto ainda ¢ enfrentado. Embora os programas de vacinacdo tenham
proporcionado uma grande melhora na erradicagdo da doenga e um declinio de seus casos

graves, a sua rapida transmissao permitiu uma ampla diversidade genética desse virus. No qual,
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resultou no surgimento de variantes preocupantes que assumem uma reducdo significativa na

neutralizacao por anticorpos gerados durante a infec¢ao ou vacinacao anterior (GHASEMIYEH

etal.,2021; FLANAGAN et al., 2021; OSTERGAARD et al., 2021; THAKUR et al., 2021).

Embora a maioria dessas vacinas sejam bem toleradas, elas podem nao responder
de forma semelhante em todos os individuos. No contexto atual, a vacina contra a COVID-19
fornece diferentes niveis de imunidade, desse modo, possui uma eficacia variavel. Além disso,
alguns estudos ja mostram que a vacina € menos imunogénica em individuos
imunocomprometidos e portadores de neoplasias hematoldgicas, como também, apresentam
resposta imune reduzida a depender da variante genética do virus a qual foi exposto (ALEMAN
et al., 2021; KEARNS et al., 2021; KHOURY et al., 2021; MITTELMAN et al., 2022;
PLANAS et al., 2021).

Dentre as intervencdes medicamentosas adotadas, os inibidores da enzima
conversora de angiotensina, bloqueadores do receptor de angiotensina, corticoides,
broncodilatadores e anti-inflamatorios desempenharam um importante papel na terapia de
suporte a doenca. No entanto, diante da predisposicdo desses pacientes a eventos pro-
tromboticos, farmacos com agao anticoagulante, antiplaquetaria e antifibrinolitica demonstram
ser uma via terapéutica valiosa de atuacao em diferentes estagios da doenga (DEMOPOULOS;
ANTONOPOULOU; THEOHARIDES, 2020; GAVRIATOPOULOU et al., 2021; TRIGGLE
etal., 2021).

Apoiando essa ideia, estudos realizados por um grupo, mostrou que a terapia com
heparina, um farmaco amplamente utilizando como anticoagulante, estd associado a uma
melhora no prognostico de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, como também, o seu uso
em baixo peso molecular foi sugerido para o tratamento de quadros de hipercoagulagdo e danos
vasculares desses pacientes (CLAUSEN et al.,2020; TANG et al., 2020a; TANG et al., 2020b).
Bem como, um ensaio clinico realizado na China, revelou que a terapia anticoagulante
suplementada pelo antiplaquetario Dipiridamol preveniu a progressao para estagios mais graves
da doenca, aumentando significantemente a contagem de plaquetas e de leucocitos, além do

decréscimo dos niveis de D-dimero (LIU et al., 2020).

Assim, levando em consideragdo os diferentes estagios de progressdo da doenga e
a caréncia terapéutica clinicamente eficaz, varias classes de medicamentos foram administradas

emergencialmente no combate da COVID-19, sem grandes evidéncias de eficadcia ou magnitude
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de toxicidade. Nesse aspecto, o redirecionamento de medicamentos e a identificacdo de alvos
farmacogenéticos capazes de impedir a replicagao ou auxiliar na depuragao viral e/ou conter os
eventos inflamatorios da doenga, tem sido uma estratégia importante para o alcance de terapias
mais eficazes ¢ bem-sucedidas (BISWAS et al., 2022; DE PRIYASHA et al., 2021;
MAJUMDER; MINKO, 2021; PERICO et al., 2021).

1.5 Justificativa

A COVID-19 continua a nos desafiar em diversos aspectos € mesmo apds o
desenvolvimento das vacinas ainda ¢ acompanhado o surgimento de alguns novos casos. O
boletim epidemioldgico do Ministério da Saude emitido em outubro de 2022, apontou o Brasil
como o quarto pais com o maior nimero de casos acumulados da doeng¢a e o quinto em novos
casos, ficando o Ceara com a maior taxa de mortalidade da regidao Nordeste. Desse modo,
compreender os fatores que contribuem para o aumento da gravidade da doenca e seus
mecanismos genéticos ¢ considerado um caminho promissor a se trilhar (BARRETT et al.,

2021; BRASIL, 2022; GU et al., 2020; KOUPENOVA et al., 2019; MANNE et al., 2020).

Nesse aspecto, as plaquetas sdo conhecidas por desenvolverem um importante papel
na defesa imune do hospedeiro contra os virus. Entretanto, elas também podem atuar
negativamente no aumento da infec¢@o e no transporte de particulas virais. Além de diferentes
estudos descreveram a atuacao das plaquetas na fisiopatologia da doenga, induzindo a trombose
ou interagindo com outras células imunes na promoc¢ao da tromboinflamagao, como também, a
presenca de marcadores de coagulagio elevados (ACKERMANN et al., 2020; BOSMULLER
et al., 2020; BOWLES et al., 2020; HUANG et al., 2020; RANUCCI et al., 2020;
SALAMANNA et al., 2020; ZHANG et al., 2020b).

A infec¢do pelo SARS-CoV-2 apresenta diferentes condi¢des clinicas e o estudo
das variagdes no perfil genético desses pacientes auxiliaria na identificagdo dos individuos com
alto ou baixo risco, no direcionamento terapéutico, como contribuiria para o conhecimento da
biologia da infeccdo e da doenga. Uma vez que varios estudos apontam a influéncia da
diversidade genética nas formas de infec¢do causadas pelo virus, na modulacdo da gravidade e
na sua correlagdo com o prognostico do paciente (ANASTASSOPOULOU et al., 2020;
DEVAUX et al., 2020; ELHABYAN et al., 2020; SECOLIN et al., 2021).
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Desse modo, definir melhor o papel das plaquetas, caracterizando e estratificando
seus marcadores em pacientes com as formas brandas e severas da COVID-19, como, avaliando
o uso de terapias direcionadas a essas cé€lulas, contribuiriam para a compreensao do perfil de
coagula¢do e inflamagao observados nas diferentes formas da doenga, podendo assim, auxiliar
na determinagdo da viruléncia do patégeno e a guiar condutas clinicas mais rapidas e mais

eficazes (BISWAS et al., 2022; LIPSITCH et al., 2021; UZUN et al., 2022).
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo dos genes PTAFR e PF-4 e a sua associagdo com 0S

parametros clinico-epidemioldgicos de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2.

2.1 Objetivos Especificos

e Investigar os principais fatores de risco com base nos parametros clinicos para o
desenvolvimento das formas graves da COVID-19;

e Avaliar a expressao dos genes PTAFR e PF-4 em pacientes diagnosticados com a
COVID-19 que necessitaram de internagao;

e Correlacionar os marcadores de coagulagdo e inflamatérios com a avaliagdo molecular
e verificar sua associagdo com os casos graves da doenca;

e Caracterizar o papel dos genes PTAFR e PF-4 como potenciais biomarcadores
plaquetarios nas diferentes formas clinicas da COVID-19 de acordo com o desfecho

clinico de alta ou 6bito.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 Coleta de Amostras e Aspectos Eticos

O presente estudo inclui pacientes infectados pelo virus SARS-CoV-2 atendidos
em dois hospitais de referéncia da rede publica da cidade de Fortaleza - CE. As amostras foram
provenientes das unidades de atendimento a satde e oriundas do Hospital Sao José de Doencas
Infecciosas (HSJ) e do Instituto Doutor José Frota (IJF) e, fazem parte do banco de amostras

bioldgicas do Laboratério de Farmacogenética da Universidade Federal do Ceara (UFC).

As coletas foram realizadas entre o periodo de margo de 2020 a margo de 2021 e a
inclusdo dos pacientes no estudo ocorreu apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE), conforme rege a Resolugao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude,
sobre aspectos ¢éticos envolvendo a pesquisa com seres humanos e, obteve a aprovagdao do

Comité de Etica e Pesquisa da UFC sob o namero de parecer 4.029.490 (Anexo 1).

3.2 Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram inclusos no estudo pacientes nao vacinados recebidos pelos centros de
atendimento mencionados, no periodo de margo de 2020 a marco de 2021, que aceitaram
participar do estudo e que receberam diagndstico para a COVID-19 por testes molecular e/ou

imunocromatografico.

Assim, foram excluidos os pacientes que receberam alta em até 24 horas de
internagdo, que apresentavam doengas pré-existentes que resultassem em parametros de

coagulagdo anormais e que nao possuiam todos os pardmetros clinicos abordados no estudo.

3.3 Amostras Bioldgicas e Dados Clinicos

O estudo contou com o total de 132 pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 com
diagnostico comprovado pela técnica de PCR em tempo real e/ou teste imunocromatografico
para a doenca. Foram analisadas e coletadas amostras dos pacientes que aceitaram participar do
estudo e que necessitaram de internagdo por mais de 24 horas em um dos centros de atendimento

mencionados.
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Além das amostras de sangue, também foram coletados os dados clinicos que
constavam nos prontuarios dos pacientes, que incluem idade, sexo, doengas de base, exames
laboratoriais, tipo e tempo total de internacdo, desfecho e sintomatologia para andlise e
estratificacdo de fatores de risco para o desenvolvimento das formas graves da doenga,

estabelecidos de acordo com os pardmetros abordados no estudo e estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Critérios de estratificagdo do estudo e seus aspectos clinicos

Parametros Clinicos Valores de Referéncia Contexto Clinico
Distribuicdo etaria conforme relatada por Li et al.,
15-44 2020. O estudo aponta a predominancia de formas
Idade (anos) 45-64 graves da doenga em adultos com 60 anos de idade ou
>65 mais. Além de descrever um menor nimero de casos

em crian¢as com menos de 15 anos.
Valores definidos com base no estudo de Zhou et al.,

Contagem de Leucocitos 4?? 0 2020. No qual, descreve a leucocitose como fator de
(x10%) /mm3 ~10 risco para pacientes adultos internado com COVID-
19.
Distribuicao conforme o estudo de Esmacel et al.,
2022. O estudo correlaciona os parametros de
<150 ~ . .
Contagem de Plaquetas 150-400 coagulacdo aos desfechos clinicos em pacientes
(x10%) /mm? =400 hospitalizados com COVID-19. No qual, a presenga de
trombocitopenia pode ser indicativa de uma doencga
mais grave.
Valores distribuidos conforme relatado por Lawrence
A. et al., 2020. No qual, niveis de PCR entre 10 e 20
<10 mg/L indicam infecgdo viral leve. Niveis >20-40 mg/L
11-20 podem representar um nivel de dano tecidual
PCR (mg/L) 21-100 (reversivel) associado a resposta natural ao combate a
>100 doenga viral. Enquanto, valores >100 mg/L refletem
danos teciduais avangados e estdo associados a um
prognostico desfavoravel da doenga.
0,80-1,30 Critério de estratificagdo de dados conforme a
TAP (INR) >1,30 distribuigdo realizada por Li ef al., 2020.
Distribuicao baseada no estudo de Zhou et al., 2020.
<500 As.evidéncias apontam que oS piveis de D-dimero
D-dimero (ng/mL) 500-1.000 maiores que 1..000 nfg/mL em pacientes com COVID-
~1.000 19 estdo associados a uma maior gravidade da doenga

e podem auxiliar na identificagdo de pacientes com
prognostico desfavoravel em estagio inicial.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Legenda: O modelo apresentado detalha os critérios de distribuicdo do estudo baseado nas evidéncias de outros
autores dentro do contexto de pacientes hospitalizados com a COVID-19.

Dentre o total de amostras coletadas, 93 pacientes que apresentaram todas as
informacdes clinicas e que estavam dentro dos critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos
pelo estudo seguiram para as andlises. As analises ainda contaram com um grupo controle de
15 individuos saudaveis, para a comparacdo estatistica da expressdo gé€nica dos genes

plaquetarios PAF (PTAFR) e PF-4.
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3.4 Extracao de RNA

As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo com anticoagulante
EDTA e encaminhadas ao Laboratério de Farmacogenética para a realizacao da extragao de
RNA. O RNA foi extraido a partir da camada leucocitaria, através do kit comercial TRIzol™

LS Reagent (Invitrogen™) de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.5 Transcri¢cao Reversa RNA-DNA

A partir de 10 pL de RNA, foi sintetizado o cDNA de acordo com o kit High
Capacity ¢cDNA Reverse Transcriptase (Applied Biosystems®) para transformar o RNA
extraido e purificado em cDNA. A etapa de conversdo foi realizada no equipamento Veriti™
96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems®). A reagdo utiliza as quantidades de

reagentes descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Regentes utilizados na sintese de cDNA

Reagentes Volume (pL)
Agua ultrapura 4,2
Buffer 2
dNTP 0,8
Primer 2
Transcriptase Reversa 1,0
Amostra 10
Volume Final 20

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A ciclagem utilizada foi de 25°C durante 10 minutos e 37°C por 120 minutos. Apos

essa etapa, as amostras foram armazenadas em freezer -20°C até a sua utilizagao para analise.

3.6 Deteccao e Especificacoes do Ensaio

Para a andlise da expressdao dos genes PAF (PTAFR) e PF-4, foram utilizados
primers e sondas TagMan® Gene Expression Assay (ThermoFisher®). A sequéncia dos genes
de interesse (PTAFR e PF-4) e de referéncia (ACTB), foram enviados a Applied Biosystems
para desenho e sintese de primers. O método de deteccao foi de acordo com as sequéncias

fornecidas pelo fabricante (TABELA 3).
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Tabela 3 — Identifica¢do dos primers

Gene TagMan® Assay ID

ACTB Hs01060665 gl
PAF (PTAFR) Hs00265399 sl

PF-4 Hs00236998 ml

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

3.6.1 Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

O protocolo da reacdo utilizou as quantidades de reagentes descritas na tabela 4,
totalizando uma reagdo final de 10 pL. A deteccao da expressdo dos genes por PCR em tempo
real (qPCR) foi realizada utilizando o kit comercial TagMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems®). O protocolo de amplificagdo da reagdo constituiu-se das seguintes

ciclagens: 50°C/2 min, 95°C/10 min e 50 ciclos de 95°C/15 seg e 60°C/1 min.

Tabela 4 — Reagentes utilizados na PCR em tempo real

Reagentes Volume (pL)
Agua ultrapura 3,0
TagMan Gene Expression Master Mix 5,0
Primers/Sondas 1,0
cDNA 1,0
Volume Final 10

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

3.6.2 Validacao da Expressao Génica por Real-Time PCR Quantitativo (QPCR)

Apds a amplificacdo, os fragmentos foram quantificados pela andlise dos dados
fluorescentes através do software versdo 1.1 no equipamento QuantStudio® 5 (Applied

Biosystems®).

Para estabelecer o grau de expressao do gene escolhido para a etapa de validagao,
utilizou-se como referéncia o nivel de expressao do gene ACTB, gene de expressao constitutiva

e que se presta como referéncia de expressao entre as diferentes amostras (TABELA 3).

Na analise de PCR em tempo real, a quantificacio ¢ baseada no Ciclo de
Quantificacao (CQ), que ¢ inversamente proporcional ao logaritmo do nimero de copias iniciais
(TYAGI et al., 1998). O CQ ¢ definido como o primeiro ciclo de amplificagdo no qual a
fluorescéncia indica que os produtos de PCR se tornaram detectaveis. Para determinar a linha
de corte para a expressao génica alterada nas células de pacientes com a doenca, o valor de CQ

foi determinado também em amostras de individuos saudavesis.
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Estabelecidos os CQ de cada amostra, o calculo do nivel de expressdo foi realizado
através do Método CQ comparativo ou Método 2 ~#2¢Q, dessa forma, o nivel de expressio do
gene de interesse foi relatado em relacdo ao do gene de referéncia para cada amostra

(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008):

Expressido do Gene de Interesse = 2 ~44Q
Onde ACQ = (CQ gene de interesse) — (CQ gene de referéncia) para cada triplicata
AACQ = (ACQ experimental) — (ACQ controle)

Para validagdo do método 2 - 22, deve-se assumir que a eficiéncia de amplificagio
do gene alvo e a eficiéncia de amplificacdo do controle interno devem ser aproximadamente
iguais (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Cada amostra em analise foi realizada em triplicata
para a validagao da técnica e dos valores de CT, de acordo com os guidelines internacionais

para avaliacao de expressao génica por PCR em tempo real (BUSTIN et al., 2009).

3.7 Analise Estatistica

Os testes de Chi-Quadrado e o de Fisher foram aplicados a depender da frequéncia
amostral para comparar a provavel influéncia entre as variaveis clinicas dos pacientes em
estudo. Posteriormente, os dados estatisticos para a andlise de expressao génica de PTAFR e
PF-4 foram apresentados a partir da média ou mediana + desvio padrao da média (EPM) dos
grupos experimentais em triplicatas bioldgicas no resultado do estudo. O teste de Shapiro-Wilk
foi usado para avaliar a distribuicao das amostras. As andlises comparativas paramétricas, foram
realizadas pela Analise de Variancia de uma Via (ANOVA), seguida do pds-teste de Bonferroni
e o teste t foram utilizados quando dois grupos ou mais foram analisados.

Para as estatisticas ndo paramétricas, foi empregado o teste de Mann-Whitney para
comparagao entre dois grupos e o teste de Kruskal-Wallis, seguindo do pds-teste de comparacao
multipla de Dunn quando mais de dois grupos foram analisados.

Ambas as andlises foram realizadas através do programa GraphPad Prism (versdao
8.0.1) assumindo o nivel de significancia de 99% (p<0,001) e 95% (p<0,05). Os dados da
validacdo da eficiéncia de amplificagdo dos genes alvo e dos controles foram apresentados em

Regressao Linear.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas do Estudo

O presente estudo consiste na analise de prontudrios e na avaliagdo da expressao
génica dos genes PTAFR e PF-4 de 93 pacientes diagnosticados com a COVID-19, que
necessitaram de internagdo. Destes, 27 foram recebidos pelo Hospital Sdo José de Doengas
Infecciosas (HSJ) e 66 pelo Instituto Doutor José Frota (IJF), sediados na cidade de Fortaleza
—CE.

Dos pacientes selecionados, 31 (33,3%) eram do sexo feminino e 62 (66,7%) do
sexo masculino, mostrando uma propor¢ao de 2:1 casos neste género. A idade média de
pacientes com a doenca foi mais jovem para o sexo feminino quando comparado ao masculino
—45,0 (15-87) e 57,9 (18-89), respectivamente. Nao apresentando nenhum caso em menores de
15 anos de idade. Ainda, um total de 43 pacientes tiveram como causa principal da
hospitalizagao a infec¢ao pelo SARS-CoV-2, enquanto, os demais se internaram por motivos
adjacentes e se contaminaram durante esse periodo e consequentemente desenvolveram

complicacdes relacionadas a doenca.

Das caracteristicas clinicas observadas durante o processo admissional, os sintomas
mais prevalentes entre ambos os géneros foram dispneia, tosse seca, mialgia, febre e cefaleia e,
¢ em menor ou nenhuma frequéncia foram destacados: pneumonia, odinofagia, anosmia, dor de
garganta e entre outros que sdo detalhados na Tabela 5. Além dos pacientes classificados como

assintomaticos devido a necessidade de internacdo por outras causas.

Ja quando levado em consideragao as doengas de base dos pacientes em estudo, a
que se apresentou em maior frequéncia tanto em homens, quanto em mulheres foi a hipertensao
e a diabetes, e isoladamente no género feminino, a obesidade. Quanto as menos observadas,
destacaram-se o tabagismo, cardiopatias, doenga renal, imunodeficiéncias e as doencas

pulmonares (TABELA 5).
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Tabela 5 — Parametros clinico-epidemiologicos dos pacientes diagnosticados com a COVID-19
em relacao ao género

Feminino Masculino
Caracteristica Clinicas
Género (%) 31(33,3) 62 (66,7)
Idade (anos) 45,0 (15-87) 57,9 (18-89)
Motivo de Internagdo
Infecgdo pelo SARS-CoV-2 (%) 17 (39,5) 26 (60,5)
Outros (%) 14 (28,0) 36 (72,0)
Sinais e Sintomas
Dispneia (%) 17 (54,8) 23 (37,1
Tosse Seca (%) 8 (25.,8) 17 (27,4)
Mialgia (%) 8 (25,8) 15 (24,2)
Febre (%) 5(16,1) 15 (24,2)
Cefaleia (%) 5(e,1) 8 (12,9)
Pneumonia (%) 2 (6,5) 0(0,0)
Odinofagia (%) 2 (6,5) 34,8
Anosmia (%) 0(0,0) 5(8,1)
Dor de Garganta (%) 13,2 0(0,0)
Assintomatico (%) 13 (41,9) 37 (59,7)
Outros (%)’ 2 (6,5) 6 (9,7)
Comorbidades e Doencas Cronicas
Hipertenséo (%) 13 (41,9) 12 (19,4)
Diabetes (%) 14 (45,2) 8 (12,9)
Obesidade (%) 11 (35,5 34,8
Tabagismo (%) 39,7 6 (9,7
Cardiopatias (%) 39,7 0 (0,0)
Doenga Renal (%) 13,2 34,9
Imunodeficiéncias (%) 0(0,0) 4 (6,5)
Doengas Pulmonares (%) 0(0,0) 34,8
Sem comorbidades (%) 6(19,4) 30 (48,4)
Outras (%)* 10 (32,3) 11 (17,7)

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: Os dados estdo apresentados pelo niimero total de pacientes seguidos de seu percentual de acordo com
as variaveis estudadas relacionadas as caracteristicas clinicas dos pacientes.

I Tratamento cirlirgico; tratamento ndo cirargico; politrauma; uso de substincias psicoativas.

T Acidente vascular encefilico; angina; taquipneia, constipacio, disenteria; calafrio.

! Etilismo; tumores solidos; distirbios psiquidtricos; doencas genéticas; doencas neurodegenerativas; prostatites;
distarbios digestivos; hepatopatias.

Em relag@o aos aspectos durante o periodo de internagdo, foi observada uma maior
necessidade de atendimento em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) em homens 60,0% (n=36),
enquanto, mulheres apresentaram um percentual de 40,0% (n=24). E a média de tempo de
internacao para o género feminino foi de 27,1 (4-71) dias e para o masculino de 32,0 (7-91)

dias (TABELA 6).
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Tabela 6 — Caracteristicas do periodo de internacdo dos pacientes diagnosticados com a
COVID-19 em relagdo ao género

Feminino Masculino
Tipo de Internacdo
Enfermaria (%) 7(21,2) 26 (78,8)
UTI (%) 24 (40,0) 36 (60,0)
Desfecho Clinico
Alta (%) 26 (33,8) 51 (66,2)
Obito (%) 5(31,3) 11 (68,7)

Tempo Médio de Internacio

(Dias) 27,1 (4-71) 32,0 (7-91)
Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: Os dados estdo apresentados pelo niimero total de pacientes seguidos de seu percentual de acordo com
as variaveis estudadas relacionadas ao desfecho clinico, tipo e periodo de internag@o.

4.2 Testes de Hipotese

Na tabela 7 aplicamos os testes de Chi-quadrado ou de Fisher a depender da
frequéncia amostral esperada, com o intuito de correlacionar a existéncia de associagdo entre
as variaveis clinicas analisadas. Os resultados obtidos consistem nas comparagdes entre: idade,
tipo de internagdo, desfecho e género; e entre os achados laboratoriais — contagem de leucécitos
e de plaquetas, PCR, TAP e D-dimero — com as varidveis citadas anteriormente. Os niveis de
p-valor estatisticamente significativos foram definidos como 99% (p<0,001) e 95% (p=<0,05),

no qual, apontam uma provavel influéncia entre os fatores comparados.

Ao relacionamos as variaveis de idade dos pacientes com as de desfecho e género,
foi conseguido um p<0,05, sugerindo que hd uma influéncia significativa entre a idade e a
evolugdo do paciente para alta ou obito, sendo observado que individuos de 15 a 44 anos tém
uma maior probabilidade de terem uma evolugdo favoravel, enquanto aqueles com idade
superior ou igual a 65 anos t€ém maiores chance de evoluirem negativamente. J4 quando
analisamos a idade relacionada ao sexo, ¢ visto um maior numero de casos da doenga em
homens com idade entre 15 e 44 anos, demonstrando uma maior predisposi¢ao nesse género de

contrair formas da doenca com maiores necessidades de atengdo médica e hospitalizagao.

Em contrapartida, quanto a idade e a unidade de internagdao ndo houve correlacao
significativa, sugerindo que a idade dos pacientes ndo se trata de um fator determinante para o

tipo de internagdo, dessa forma, ndo apresentando influéncia entre estes (p= 0,7697).
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Em relagdo aos parametros laboratoriais, pode-se observar que tanto a contagem de
leucocitos (p<0,001), quanto a de plaquetas (p<0,0001) tendem a influenciar no desfecho
clinico, no qual, pacientes que se enquadraram dentro da faixa de normalidade demonstraram
possuir melhor progndstico e evolugdo para alta hospitalar. No entanto, ndo houve correlagio

significativa entre esses parametros e as variaveis de tipo de internacdo e género.

Da mesma forma, quando comparamos os niveis séricos da PCR com as varidveis
de desfecho e género, nenhuma influéncia estatistica foi vista (p>0,05). Entretanto, ao
relacionamos esses niveis ao tipo de internacao, foi obtido uma significancia de p=0,0307.
Demonstrando que esse marcador inflamatério pode ser um preditor de gravidade da doenca e

de prognostico desfavoravel.

Além disso, quando correlacionamos os valores do TAP ao desfecho clinico
encontramos uma influéncia significativa entre eles (p<0,05), no qual, pacientes que
apresentaram valores de INR dentro dos valores de normalidade, apresentaram um maior
percentual de alta hospitalar, enquanto, os que estavam fora dessa faixa tiveram evolucdo

negativa, demonstrado uma possivel influéncia desse pardmetro a um pior desfecho clinico.

Do mesmo modo, pode-se observar que os niveis de D-dimero tendem a intervir na
unidade de internacdo, no qual pacientes com niveis desse exame superior a 1.000 ng/mL
apresentaram um maior nimero de admissdes em UTI, sendo uma varidvel clinicamente
associada ao grupo de risco e ao acompanhamento da necessidade de intervengdes terapéuticas

com atividade anticoagulante.

Ainda na Tabela 7, nenhuma significancia foi obtida na comparacdo entre os
parametros de TAP ao tipo de internagdo e ao género (p>0,05), deixado por conclusdo que o
mesmo nao atua como um indicador da necessidade de atengdo médica em enfermaria ou UTI,
como também, ndo esta relacionado ao género dos pacientes. No mesmo contexto, ndo houve
correlagdo significativa quando avaliamos os valores de D-dimero com o desfecho e o género

(»>0,05).
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Tabela 7 — Caracteristicas clinicas, epidemiologicas e laboratoriais dos pacientes diagnosticados com a COVID-19 que necessitaram de internacdo

Tipo de Internacdo Desfecho Género
Enfermaria UTI Alta Obito Feminino Masculino

(n=33) (n= 60) p-valor (n="77) (n= 16) p-valor (n=31) (n= 62) p-valor
Idade (anos)
15-44 (%) 15 (45,4) 23 (38,4) 36 (46,7) 2 (12,5) 7(22,6) 31 (50,0)
45-64 (%) 9(27,3) 20 (33,3) 0,7697 23 (29,9) 6 (37,5) 0,0246* 11 (35,5) 18 (29,0) 0,0256*
>65 (%) 9(27,3) 17 (28,3) 18 (23,4 8 (50,0) 13 (41,9) 13 (21,0)
Pardmetros Laboratoriais
Contagem de Leucécitos (x10°) /mm?
<4 4 (12,1) 2(3,3) 7(9,1) 1(6,2) 2 (6,5) 4 (6,5)
4-10 12 (36,4) 19 31,7) 0,1890 48 (62,3) 2 (12,5) 0,0003* 7 (22,5) 24 (38,7) 0,2857
>10 17 (51,5) 39 (65,0) 22 (28,6) 13 (81,3) 22 (71,0) 34 (54,8)
Contagem de Plaquetas (x10°) /mm?
<150 5 (15,1) 5(8,3) 7(9,1) 3 (18,7) 3(9,7) 7 (11,3)
150-400 19 (57,6) 38 (63,3) 0,5933 48 (62,3) 9 (56,3) <0,0001* 19 (61,3) 38 (61,3) 0,9660
>400 9(27,3) 17 (28,4) 22 (28,6) 4 (25,0) 9 (29,0) 17 (27,4)
PCR (mg/L)
<10 6 (18,2) 1(1,7) 7(9,1) 0 (0,0) 2 (6,5) 5(8,1)
11-20 39,1 4 (6,7) % 5(6,5) 2(12,4) 13,2 6 (9,7)
21-100 15 (45,4) 32 (53,3) 0,0307 40 (51,9) 7 (43,8) 0,4308 15 (48,4) 32 (51,6) 0,5678
>100 9273 23 (38,3) 25(32,5) 7 (43,8) 13 (41,9) 19 (30,6)
TAP (INR)
0,80-1,30 28 (84,9) 56 (93,3) 72 (93,5) 12 (75,0) 30 (96,8) 54 (87,1)
>1,30 5151 4 (6,7) 0,6898 5(6,5) 4 (25,0) 0,0442% 1(3,2) 8 (12,9) 0,2633
D-dimero (ng/mL)
<500 39,1 1(1,7) 4(5,2) 0 (0,0) 13,2 34,8
501-1.000 6 (18,2) 4 (6,7) 0,0439* 93117 1(5,3) 0,5036 4(12,9) 6 (9,7 0,8473
>1.000 24 (72,7) 55(91,7) 64 (83,1) 15(93,8) 26 (83,9) 53 (85,5)

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: Os dados estdo apresentados pelo nimero total de pacientes de acordo com as variaveis estudadas seguidos de seu percentual.

P-valor calculado pelos testes de Chi-quadrado ou de Fisher.

*Indica um nivel de significancia menor que 0,001 ou menor que 0,05.
PCR, proteina C reativa; TAP, tempo de atividade da protrombina; INR, International Normalized Ratio; TAP, tempo de atividade da protrombina.
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4.3 Analise de Expressao dos Genes PTAFR e PF-4

As 93 amostras dos pacientes em estudo foram submetidas a analise de expressao
quantitativa através da técnica de PCR em tempo real (QPCR) de trés genes, dos quais 0 ACTB
foi usado como gene de referéncia para validar a expressao do teste e 0o PTAFR e o PF-4 foram
selecionados como genes de interesse. Ainda, para a validacdo e comparacao estatistica, foram
utilizadas amostras controle de 15 individuos saudaveis submetidos as mesmas analises de

expressao.

A expressao génica de PTAFR e PF-4 foi determinada através da comparacdo entre
as amostras do grupo controle e as amostras dos pacientes. Quando analisadas estaticamente,
mostraram-se significantemente aumentada em um fator de dez vezes em relagdo aos individuos
saudaveis (p<0,05), sendo observada uma hiperexpressdo desses genes plaquetdrios em
individuos com COVID-19 que necessitaram de atencdo hospitalar. Entretanto, a andlise
individual demonstrou a presenca de uma tnica amostra que nao apresentou expressao do PF-
4, mesmo expressando o PTAFR aproximadamente 6 vezes mais quando comparado aos

controles, representada pelo paciente IJF-79 (FIGURA 4).

Figura 4 — Comparacdo da expressdo de PTAFR e PF-4 entre pacientes internados com
COVID-19 e as amostras controle
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: Os dados s@o apresentados pela média e mediana dos dois experimentos de comparagdo da expressao
génica, onde cada ponto do grafico representa os valores de expressdo de uma unica amostra. As expressdes
relativas dos genes de interesse foram calculadas usando o ACTB como normalizador enddgeno. a) Comparacio
da expressdo de PTAFR entre as amostras de pacientes com COVID-19 hospitalizados e individuos saudaveis. b)
Comparacao da expressdo de PF-4 entre as amostras de pacientes com COVID-19 hospitalizados e individuos
saudaveis. As analises estatisticas entre os grupos foram conduzidas pela realizacdo do teste de Mann-Whitney e
do teste t, respectivamente. *p<0,05.
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Figura 5 — Comparagdo da expressdo de PTAFR e PF-4 entre os pacientes com COVID-19
hospitalizados e as variaveis de tipo de internagdo, desfecho e género
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: Os dados sdo apresentados pela média e mediana da correlagdo entre a expressdo génica dos pacientes
com COVID-19 e as variaveis em estudo, onde cada ponto do grafico representa a expressao de uma tinica amostra.
a) ¢ b) Comparagdo da expressdo de PTAFR ¢ PF-4 entre a unidade de internag@o em enfermaria ou UTL. ¢) e d)
Comparacdo da expressdo de PTAFR e PF-4 entre o desfecho clinico de alta ou 6bito. e) e f) Comparagdo da
expressdo de PTAFR e PF-4 entre os géneros feminino e masculino. Os niveis de expressdo entre as variaveis do
estudo foram comparados utilizando o teste de Mann-Whitney para avaliacdo de PTAFR e do teste t para o PF-4.
p>0,05. ns, ndo significante.
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Na figura 5 apresentamos a comparagdo entre as expressoes dos genes alvo as
variaveis de tipo de internacgao, desfecho clinico e género, porém, nenhuma diferenca estatistica
significativa foi observada entre elas (p>0,05). Entretanto, na andlise individual ¢ visto que
existe uma maior expressdo de PTAFR e PF-4 em pacientes admitidos em UTI, quando
comparado aos internados em enfermaria. Do mesmo modo, foi observado que alguns
individuos do sexo masculino apresenta uma maior expressdo de ambos os genes, quando

comparado ao sexo feminino.

Quando estratificados por idade, as expressdes do PTAFR e do PF-4 foram
comparadas entre pacientes com 15 a 14 anos, de 45 a 64 anos e maiores ou igual a 65 anos de
idade, e os dados obtidos ndo foram estatisticamente significativos (p>0,05). No qual, foi

observado um expressao aumentada dos genes de interesse, porém, semelhantes nos diferentes

grupos de idade (FIGURA 6).

Figura 6 — Comparacao da expressao génica de PTAFR e PF-4 entre os pacientes com COVID-
19 estratificados por grupos de idade
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: As analises sdo representadas pela média e mediana da correlagdo entre a expressdo dos genes de
interesse com a distribuicdo etaria do estudo, onde cada ponto do gréafico representa os valores de expressao de
uma unica amostra. a) Comparagdo da expressdo de PTAFR entre pacientes com COVID-19 com os grupos etarios.
b) Comparagdo da expressao de PF-4 entre pacientes com COVID-19 com os grupos etarios. As comparagdes
estatisticas foram realizadas pelos testes de Kruskal-Wallis, seguindo do teste de comparagdo multipla de Dunn e
pela ANOVA e pos-teste de Bonferroni, respectivamente. p>0,05. ns, ndo significativo.

Os pacientes foram ainda avaliados quanto os parametros laboratorias coletados e
a expressao dos genes em estudo. Para essa analise, os valores das expressdes de PTAFR ¢ PF-

4 foram estratificadas de acordo com critérios selecionados de risco e de prognostico
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desfavoravel em paciente internados com a infec¢do pelo SARS-CoV-2, mencionados

anteriomente na Tabela 1.

Para comparagdo entre a expressao génica e a contagem de leucdcitos nos paciente
com COVID-19, os dados foram estratificados em trés grupos: menos de 4.000 leucécitos por
mm?>, para pacientes com leucopenia; entre 4.000 e 10.000 leucocitos por mm?, para pacientes
dentro dos valores de normalidade e, pacientes com mais de 10.000 leucécitos por mm? para os
quadros de leucocitose. No entanto, apesar de ser notado uma maior expressao dos genes
PTAFR e PF-4 em alguns pacientes, quando comparados aos demais, estratificados no grupo
com leucometria entre 4.000 a 10.000/mm? e superior a 10.000/mm?, nenhuma diferencga

significativa foi observada (p>0,05) (FIGURA 7).

Figura 7 — Analise comparativa entre a expressao de PTAFR e PF-4 nos pacientes com COVID-
19 relacionada com a contagem de leucdcitos
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: Os dados sdo apresentados pela média e mediana da correlagdo entre a expressdo génica dos pacientes
com COVID-19 hospitalizados e a variavel abordada, onde cada ponto do grafico representa os valores de
expressao de uma unica amostra. a) Comparagdo da expressdo de PTAFR ¢ a leucometria. b) Comparagdo da
expressao de PF-4 e a leucometria. As comparacdes estatisticas foram realizadas pelos testes de Kruskal-Wallis,
seguindo do teste de comparagdo multipla de Dunn e pela ANOVA e pos-teste de Bonferroni, respectivamente.
p>0,05. ns, ndo significativo.

Quanto a avaliagdo comparativa da expressao entre os genes plaquetarios PTAFR e
PF-4 ¢ a sua correlagdo com os parametros da coagulacao, estratificamos esses dados com base
na contagem de plaquetas, TAP (INR) e D-dimero. Estes ainda, foram separados em subgrupos,
no qual, o primeiro foi dividido em: menos que 150.000 plaquetas por mm?, para as
trombocitopenias; entre 150.000 a 400.000, para pacientes dentro do valor de referéncia e, mais

que 400.00 plaquetas por mm?, para os casos de trombocitoses. O segundo, foi classificado em
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INR entre 0,80 a 1,30 para pacientes dentro da faixa de normalidade e maior de 1,30 para

individuos com esse parametro prolongado. Porém, nenhuma significancia estatistica foi obtida

de ambas as andlises (p>0,05) (FIGURA 8).

Figura 8 — Comparacao entre as distribui¢des das variaveis plaquetarias e a expressao dos genes
PTAFR e PF-4 em pacientes com COVID-19 hospitalizados
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Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: As analises sdo representadas pela média e mediana da correlagdo da expressdo génica com os
parametros laboratoriais plaquetarios, onde cada ponto do grafico representa os valores de expressdo de uma tinica
amostra. a) e b) Comparagdo da expressdo dos genes PTAFR ¢ PF-4 com a contagem de plaquetas. ¢) ¢ d)
Comparagdo da expressdo dos genes PTAFR e PF-4 com os valores de TAP baseado no INR dos pacientes. e) ¢ f)
Comparagdo da expressdo dos genes PTAFR ¢ PF-4 com os valores de D-dimero. Para as comparagdes do TAP
(INR) foram utilizados o teste de Mann-Whitney e o teste t de Student, respectivamente. Para analise da contagem
de plaquetas e do D-dimero foi utilizado os testes de Kruskal-Wallis, seguindo do teste de comparagdo multipla
de Dunn e pela ANOVA e pos-teste de Bonferroni. p>0,05. ns, ndo significativo.
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No mesmo contexto, conforme apresentado na Figura 8, os valores de DDM foram
apresentados como: menor ou igual a 500 ng/mL para pacientes dentro dos valores aceitaveis;
entre 501 a 1.000 e maiores que 1.000 ng/mL, no qual, apesar de ambos estarem acima da faixa
de referéncia, somente o ultimo ¢ associado a um contexto clinico mais grave € a um
prognostico desfavordvel. No entanto, apesar da maior expressdo dos genes em estudo
observada em alguns pacientes com valores de D-dimero superior a mil, nenhuma diferenca
significativa foi demonstrada (p>0,05).

Também, selecionamos a proteina C reativa como marcador inflamatorio para a
analise comparativa com a expressao dos genes de interesse. No qual, valores séricos menores
que 10 mg/L caracterizam uma infec¢do leve; entre 21-40 podem indicar um nivel de dano
tecidual reversivel e, valores maiores que 100 mg/L ja representa um dano tecidual avancado.
Neste contexto, ¢ notado uma maior expressao tanto do PTAFR, quando do PF-4 em pacientes

com PCR entre 21 e 100 mg/L e superiores a cem, entretanto, nao houve correlagao significativa

(p>0,05) (FIGURA 9).

Figura 9 — Analise comparativa entre a expressao de PTAFR e PF-4 nos pacientes com COVID-
19 relacionada aos valores da proteina C reativa

b
: ns | ) : 1S |
10— 10—
.
E A E *
E A * a [ J A‘
Q .. A A © ® A
g 5 A . Z 5= TP
5 ° Ad, = ‘*A .
© u - @ | Ay aA 3
'ﬁ ‘A‘ .. o “AA .
A
b (11 [ “A'l"" ................ AL ERERRRE @ e 'A'AAA'L‘”“”“’" ......
" g
2 Q.
s i
w
-5 1 1 | | -5 | | | | 1
=10 11-20 21-100 >100 =10 11-20 21-100 > 100
PCR (mg/L)

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: Os dados sdo apresentados pela média e mediana da correlag@o entre a expressdo génica e a distribui¢ao
dos valores da PCR em pacientes com COVID-19 hospitalizados, onde cada ponto do grafico representa os valores
de expressdo de uma unica amostra. a) Comparagdo entre a expressao de PTAFR e a PCR. b) Comparagao da
expressdo de PF-4 e a PCR. As comparagdes estatisticas foram realizadas pelos testes de Kruskal-Wallis, seguindo
do teste de comparagdo multipla de Dunn e pela ANOVA e pos-teste de Bonferroni, respectivamente. p>0,05. ns,
ndo significativo.
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5 DISCUSSAO

Apesar das plaquetas serem consideradas as principais células efetoras da
hemostasia, seu papel nas respostas imunolédgicas aos processos de infec¢ao e inflamagao sao
bastante discutidos. Em condigdes de hiperatividade, essas células podem atuar negativamente
quando associadas a uma reposta trombdtica. Alguns estudos descreveram a atividade das
plaquetas atuando pro infec¢des virais tanto no transporte de suas particulas, como no aumento
da inflamagdo, levando a um estado hiperinflamatério e uma consequente piora clinica

(MIDDLETON; WEYRICH; ZIMMERMAN, 2016; KOUPENOVA ef al., 2018).

Recentemente, outros estudos demonstram niveis aumentados de agregagdo
plaquetéria, marcadores de coagulacdo elevados e tromboembolismo pulmonar em pacientes
com quadros graves da COVID-19, além de ja correlacionarem essas variacdes de prognostico
clinico a influéncia de fatores genéticos (BISWAS et al., 2022; HOTTZ et al., 2020; LIPSITCH
et al.,2021; MANNE et al., 2020; UZUN et al., 2022).

Para apresentagdo dos parametros clinicos-epidemioldgicos dos pacientes com
COVID-19 hospitalizados, dividimos as suas caracteristicas clinicas em relagdo aos géneros
feminino e masculino, devido as correlagdes de influéncias ligadas ao sexo bioldgico como

fator de risco na infeccao pelo SARS-CoV-2 (FERRETTI et al., 2022; JIN et al., 2020).

Nesse contexto, observamos uma predominancia da doenga em homens (66,7%),
com idade média de 57,9 anos (18-89). Em concordancia com o nosso trabalho, Li ez al. (2020)
descreveu uma mediana de idade de 59 anos, variando entre 15 a 89 anos e, dentre esses, 56%
eram do sexo masculino. A suscetibilidade reduzida das mulheres nas infec¢des virais €
atribuida a expressdo génica ligada ao cromossomo X e aos hormoénios sexuais, que
desempenham um papel importante na imunidade inata e adaptativa (HAITAO et al., 2020;
JAILLON et al., 2019).

Ademais, nenhuma admissao de pacientes com idade inferior a 15 anos foi realizada
no periodo em estudo. Essa auséncia seria justificada pelas condigdes impostas pela pesquisa
dentro do contexto de gravidade clinica e internagdo. Uma vez que, criancas podem ser menos
propensas a infeccdo por esse virus, além de apresentarem sintomas mais leves, sendo

responsavel por essa sub-representacdo na contagem de casos confirmados (LI ef al., 2020).
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J& quando os sinais e sintomas da internacdo foram avaliados, dispneia, tosse,
mialgia, febre e cefaleia foram os mais comuns. Semelhangas de caracteristicas clinicas foram
descritas por Chen et al. (2020) e Huang et al. (2020), onde a maioria dos pacientes
apresentaram febre, tosse, mialgia e dispneia nessa ordem de frequéncia. No entanto, nenhum
deles mencionou a cefaleia como um dos sintomas mais comuns. Ainda, ¢ apontado que
internados na UTI foram mais propensos a relatar dispneia, sendo mais comum em pacientes
criticos e, o inicio do sintoma pode ser marcador de um prognostico negativo (WANG et al.,

2020).

Quanto as comorbidades apresentadas, a hipertensdo arterial foi a mais comum,
seguida de diabetes e obesidade. O mesmo foi visto por Richardson et al. (2020) e Khourssaji
et al. (2020) em seus estudos de apresentacao clinica de pacientes hospitalizados com a doenga.
Bem como, conforme relatado por Zhou et al. (2020), as doencgas de base presentes em pacientes
com COVID-19 aumentaram os riscos de mortalidade. Além disso, a hipertensdo, seguida da
diabetes e das doencgas coronarianas, foram descritas como as doengas de base mais comuns em

casos fatais de pneumonia pelo SARS-CoV-2 (VARGA et al., 2020; ZHOU et al., 2020).

Dos 93 pacientes, 60 (64,5%) forma admitidos na UTI devido a necessidades de
intervengoes cirurgicas ou devido a complicagdes da COVID-19, dentre estes, um total de 36
eram do sexo masculino. Além de ter sido observado um tempo médio de internagdo maior para
esse género. Nesse contexto, vale ressaltar que os homens estdo mais propensos a se envolverem
em maus comportamentos de saude — como o tabagismo e consumo de dlcool — e apresentarem
taxas mais altas de comorbidades pré-existentes que sdo associadas a um prognostico
desfavoravel da COVID-19 (FERRETTI et al., 2022; HAITAO et al., 2020; JAILLON et al.,
2019).

Para as anélises comparativas de acordo com as estratificagcdes dos grupos de risco
foi observado uma influéncia significativa da idade em relagao ao desfecho, no qual, pacientes
com idade entre 15 e 44 anos apresentaram um maior indice de alta hospitalar, enquanto,
aqueles com idade superior ou igual a 65 anos tiverem pior prognostico. O mesmo foi visto
entre essa varidvel e o género, onde a doenga foi mais frequente em mulheres mais velhas (>65
anos) e em homens mais jovens com idade entre 15 a 44 anos. No entanto, em nosso estudo, a
idade nao foi um fator que influenciou a unidade de internacdo, uma vez que, os pacientes

admitidos na UTI estavam proporcionalmente distribuidos entre os trés grupos etarios (p>0,05).
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Os grupos etarios do estudo foram distribuidos de acordo com a descri¢do de Li et
al. (2020). Em conformidade com nossos dados, alguns autores apontam a idade avangada como
um dos fatores de risco para o Obito intra-hospitalar, como também, a associam a morte em
pacientes com COVID-19. No qual, defeitos dependentes da idade na funcdo das células T e B,
e o aumento da produgdo de citocinas, podem levar a uma falha no controle da replicagdo viral
€ a uma consequente resposta pro-inflamatoria exacerbada, levando a um desfecho desfavoravel

(OPAL; GIRARD; ELY, 2005; YANEZ et al., 2020; ZHOU et al., 2020).

Ainda, em comparagdo com o numero de casos aumentado em mulheres com 65
anos ou mais, ¢ visto que apesar da idade avancada, as mulheres apresentam uma menor
mortalidade. Essa disparidade de género esta associada a impressdes genéticas e as alteragdes
hormonais presentes em idosos, sendo caracterizados como preditores de desfechos clinicos
mais graves (FERRETTI et al., 2022; SALONIA et al., 2021). Em contrapartida com a nossa
equivaléncia de distribui¢ao de idade entre as unidades de internagdo, o estudo de Wang et al.
(2020) descreve um maior numero de admissdes na UTI associado a pacientes mais velhos em

comparagdo com aqueles ndo admitidos.

Entre os parametros laboratoriais abordados no estudo, as anormalidades
comumente observadas foram a contagem de leucdcitos, niveis de PCR e de DDM elevados.
Embora alguns estudos apontem a leucopenia com frequéncia em pacientes com COVID-19
(GUAN et al., 2020; HUANG et al., 2020), uma analise comparativa realizada com 52
pacientes internados que apresentaram leucocitose, demonstrou uma maior propensao ao
desenvolvimento de doenga grave, em decorréncia a uma elevada resposta inflamatéria
sistémica, resultando em uma maior probabilidade de internacdo em UTI e uma alta taxa de
mortalidade (ZHAO et al., 2020). Corroborando com um de nossos dados, no qual, a presenga
de valores da leucometria maior que 10.000 leucocitos /mm? estiveram mais associados ao

obito.

Quanto a contagem de plaquetas, a estratificagdo dos grupos foi realizada conforme
apresentado por Esmaeel ef al. (2022). Ao relacionamos a distribui¢do dessas células aos tipos
de internagdo e género, nenhuma estatistica significativa foi obtida (p>0,05). Embora a maioria
dos pacientes em estudo apresentassem contagem de plaquetas dentro da faixa de normalidade
(150.000-400.000 plaquetas /mm?), foi observado que estes tiveram melhor evolu¢ado clinica,

quando comparado aos com quadros de trombocitopenias € as trombocitoses — com valores
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<150.000 /mm? e >400.000 /mm?, respectivamente — correlacionando-se com os numeros de

dbitos (p<0,0001).

Na literatura ¢ descrito que as condigdes inflamatorias intensas causadas pela
COVID-19 ocasionam uma interrup¢do na hemostasia, afetando significativamente os
parametros de coagulagdo, além desse comprometido ter sido associado a alta taxa de
complicacdes tromboticas (ELBADRY et al., 2020; FEI et al., 2020; PANIGADA et al., 2020).
Um estudo de coorte retrospectivo mostrou que pacientes falecidos com a doenga tinham
maiores alteracdes na coagulacdo em relagdo aos sobreviventes, podendo ser um indicador
eficiente para predizer o prognostico desses pacientes e orientar o manejo clinico

(QUINTANA-DIAZ et al., 2020).

Virios estudos apresentam uma menor propor¢do de trombocitose do que de
trombocitopenia em pacientes com COVID-19, e geralmente mostram que as manifestagcdes
mais graves estdo associadas a contagens de plaquetas mais baixas (BAZZAN et al., 2020;
CANZANO et al., 2021; GUAN et al., 2020; YANG et al., 2020). Além disso, apesar de
pacientes com plaquetas elevadas terem apresentado melhor sobrevida, estes, sdo mais

propensos a ter uma duragao mais longas dos sintomas da doenga e uma frequéncia significante

de eventos tromboticos (LUCIJANIC et al., 2021).

A proteina C reativa ¢ um marcador de inflamagdo aguda produzido no figado em
resposta a citocinas inflamatérias (MARNELL; MOLD; DU CLOS, 2020; MORTENSEN,
2001). Os niveis dessa proteina acima do valor de referéncia foram predominantes em nossos
grupos de estudo e, embora, seja visto na literatura que a elevacao da PCR esteja relacionada a
uma maior mortalidade (SMILOWITZ et al., 2021), nenhuma correlacdo significativa foi

observada quando comparada ao desfecho clinico.

Do mesmo modo, quando correlacionamos os niveis séricos da PCR com o género,
nenhuma influéncia estatistica foi vista. Semelhante ao que foi mostrado por Wang (2020) em
um estudo retrospectivo, no qual, as suas concentragdes ndo foram afetadas por fatores como
idade, sexo e condi¢do fisica. No entanto, no estagio inicial da COVID-19, os niveis de PCR
formam positivamente relacionados a lesdo pulmonar, podendo ser usado como indicador de
monitoramento da doenca. Porém, os seus niveis elevados foram significantemente associados
ao tipo de internacdo. Em conformidade com o estudo de Sharifpour et al. (2020), que além da

associacao dos valores da PCR com o aumento das chances de mortalidade, ¢ apontado que a
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sua taxa de elevagdo durante os primeiros sete dias de internagdo pode ser uma ferramenta util
para predizer a progressao da doenca e a necessidade de transferéncia para UTI, podendo ser
um marcador sérico de agravamento em pacientes com COVID-19. Como também, valores de
PCR consistentemente aumentados, podem ser indicativos de infec¢des bacterianas na fase

inicial da COVID-19 (PINK et al., 2021).

Nao houveram correlagdes significativas quando comparamos os valores de TAP
baseado no INR com as varidveis de unidade de internacao e género. Apesar desses mesmos
valores terem sido significativos quando correlacionados ao desfecho clinico, demonstrando
uma maior mortalidade em pacientes com INR prologado. Conforme ao que foi relatado em um
estudo de correlagdo entre coagulopatia e gravidade da doenga, onde niveis significativamente
mais altos de INR e D-dimero foram observados em pacientes com doencgas tromboticas € no
grupo de obito, sugerindo que a morte desses pode estar associada a coagulagdo intravascular

disseminada (JIN et al., 2020).

O D-dimero ¢ produto da degradagao da fibrina, um pequeno fragmento de proteina
que ¢ liberado durante o processo de fibrin6dlise. Seus niveis elevados indicam a existéncia de
um estado hiper-coagulavel, extremamente Util para a identificacdo das doengas tromboticas
(ADAM et al., 2009). Em nosso estudo, a maioria dos pacientes tinham os valores desse
parametro elevados, no qual, niveis superiores a 1.000 ng/mL esteve mais presente em pacientes

internados na UTL.

De acordo com o exposto por Huang et al. (2020), os valores de DDM na admissao
foram mais elevados em pacientes da UTI. Ainda, os niveis desse parametro acima de 1.000
ng/mL foram associados a maiores chances de morte intra-hospitalar. Nesse contexto, os
mecanismos contribuintes incluem as respostas sistémicas desproporcional de citocinas que
promovem a inflamacdo local, a inducdo de eventos prdé-coagulantes e as alteracdes
hemodinamicas que predispdem a trombose, sendo indicado como um potencial marcador de
prognostico precoce de casos graves (LI et al., 2020; ZHOU et al., 2020). Além disso, os niveis
de D-dimero em nosso estudo, ndo influenciaram o desfecho clinico e nem esteve ligado ao
género. Contudo, ¢ notado que mesmo ndo sendo apontando nenhum nivel de significancia
relacionada ao desfecho, um maior nimero de 6bitos em pacientes com DDM elevado ¢
descrito, onde ¢ fortemente relacionado a um maior risco de morte quando relacionado a idade

avangada, ao sexo masculino e a presenca de doengas de base (HE et al., 2021; ZHOU et al.,
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2020). No entanto, devido ao niimero relativamente pequeno nesse grupo, uma amostra maior

€ necessaria para apoiar essa conclusao.

Ainda, no presente estudo, demonstramos que os niveis tanto do PTAFR, quanto do
PF-4 sao significativamente hiperexpressos em pacientes hospitalizados com COVID-19, em
comparag¢do com individuos saudaveis. Assim, sustentando a hipdtese de que esses genes estao
associados aos casos mais graves de infeccdo pelo SARS-CoV-2 e podem servir como
biomarcadores de estratificacdo de risco da doenga, como também, poderiam viabilizar uma

nova abordagem terapéutica e o reaproveitamento farmacoldgico.

Mesmo diante do restrito numero de trabalhos descrevendo a atuacao de PAF e do
seu receptor frente 8 COVID-19, sua assinatura ¢ observada em diversos processos infecciosos
e inflamatorios. Niveis elevados de PAF foram relatados em rinites alérgicas (LABRAKIS-
LAZANAS et al., 1988) e urticarias cronicas (ULAMBAYAR et al., 2019). Como também, a
participagdo do receptor de PAF (PTAFR) na entrada dos virus HIN1 (SWORDS et al., 2001)
e do HIV (KELESIDIS et al., 2016) nas células hospedeiras.

Recentemente, a expressao diferencial desse gene foi também descrita em casos
graves de criangas com infecgdo pelo virus sincicial respiratorio (DAPAT et al., 2021). Como
também, € visto uma expressdo de PTAFR induzida pela infec¢ao por rinovirus (GREILLER et
al.,2019). Ainda, PAF e seu receptor sdo conhecidos por estar envolvido no virus da dengue,
onde o bloqueio de PTAFR em modelo animal e a administracdo de seu antagonista previu

manifestagdes mais graves da doenga (SOUZA et al., 2009).

Uma semelhanga notavel entre a apresentagdo clinica da COVID-19 e da dengue ¢
descrita por Henrina et al. (2020), sugerindo uma via inflamatoria em comum nessas doengas.
Dentro desse contexto e das caracteristicas plaquetarias e trombdticas presentes nas infec¢oes
pelo SARS-CoV2, ¢ destacado a CXCL4 (PF-4) como umas das principais citocinas liberadas
pelas plaquetas ativadas em respostas as infec¢des. Tratando-se de um evento marcante nas
infeccoes virais pelo HIV, hepatite C, HIN1 e dengue (AFDHAL et al., 2008; CHAIPAN et
al., 2006; GUO et al., 2017; OJHA et al., 2017).

Ainda, as plaquetas circulantes podem ser ativadas tanto pela ligagao direta ao virus,
quanto pela resposta inflamatoria do hospedeiro, aumentando assim, o risco de trombocitopenia
(BOUWMAN et al., 2002; ZAPATA; COX; SALVATO, 2014), muito parecido com o
contexto clinico apresentando pelos pacientes com a COVID-19 (GUAN et al., 2020; YANG
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et al., 2020). Além disso, a liberagdo de PF-4 pelos granulos a das plaquetas contribui com a
formagdo do coagulo e a progressdao da trombose, neutralizando os efeitos anticoagulantes da
heparina no endotélio vascular (ESLIN ef al., 2004), desempenhando um importante papel no

desenvolvimento da inflamagao tecidual (BRANDT et al., 1989; DEUEL et al., 1981).

Outros estudos apontam a presenga dessa citocina aumentada no plasma de
pacientes com dengue, bem como, foi associada as infec¢des pelo HIN1, onde a delecdao do
PF-4 resultou em uma diminui¢ao da depuracao viral, diminuindo a inflamagao pulmonar em
murinos (GUO et al., 2017, TRUGILHO ef al., 2017). Em conformidade com os achados do
nosso trabalho, e apoiando a utilidade do PF-4 como indicador de gravidade das infecc¢des
virais, Ojha et al. (2019), descreveu a relacdo dessa citocina plaquetdria com o aumento da
propagacao do virus da dengue. No qual, foi observado a presenga de concentragdes levadas de
PF-4 sérico, associada a uma replicagdo significativamente aumentada do virus em mondcitos
in vitro, bem como, mostraram que particulas virais recém sintetizadas em monocitos em
incubagdo eram capazes de infectar células em cultura, indicando ainda a formagdo de

complexos PF4-heparina induzindo a trombocitopenia durante a fase inicial da infecgao.

Desse modo, o papel dessa proteina ¢ associado a intensificagdo da propagacao e
infeccao da dengue. Além de ser sugerida a utilizagao desses mecanismos mediados pelo PF-4
em outras infec¢oes virais (OJHA et al., 2019). Além disso, o estudo de Eslin et al. (2004),
realizado em camundongos geneticamente modificados que superexpressam o PF-4 humano,
mostrou uma forte contribuicdo desse gene para a evolucdo da trombose arterial. Entretanto,
estudos posteriores relacionado o papel de PF-4 e as infecgdes pelo SARS-CoV-2 sdo

necessarios para apoiar os dados expostos nesse trabalho.

Ademais, durante a analise individual, foi observado que o paciente que ndo
expressou o gene PF-4 possuia plaquetas diminuidas e pior desfecho clinico. Uma justificativa
para esse achado ¢ descrita por alguns autores e, ¢ compativel com uma condi¢do genética rara
ligada a deficiéncia total ou parcial dos granulos a das plaquetas, denominada Sindrome das

Plaquetas Cinzentas (SPC) (NURDEN et al., 2007; RACCUGLIA et al., 1971).

Em pacientes com a SPC, diferentes autores demonstraram a deficiéncia de
proteinas armazenadas pelos granulos a, incluindo as sintetizadas por megacariocitos, como, a
PF-4 (GERRARD et al., 1980; LAROCCA et al., 2015; NURDEN et al., 2007; WEISS et al.,

1979). Outro estudo ainda apontou que megacariocitos isolados de pacientes com a sindrome
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podem conter esses granulos, porém, eles ndo amadurecem durante a diferenciacdo dessas

células, desse modo, permanecendo afuncional (NURDEN et al., 2007).

Além disso, os pacientes com a doenga exibem uma heterogeneidade tanto na
gravidade do sangramento, quanto em sua resposta ao teste de funcdo plaquetaria. Sendo,
geralmente, caracterizada por quadros de trombocitopenia, plaquetas grandes e hipogranulares,
distarbio hemorragico de leve a moderado e coagulograma normal ou alterado (NURDEN et
al., 2007; RACCUGLIA et al., 1971; WEISS et al., 1979). Todavia, devido a particularidade
desse paciente e a falta de informagdes concisas nos dados do prontudrio, estudos

complementares sdo necessarios para a confirmagao dessa condi¢ao genética.

Ademais, apesar da expressao génica diferencial vista nos pacientes em estudo, ndo
houve correlagdo significativa quando comparamos as expressoes relativas desses genes com
os grupos epidemioldgicos e clinicos. Além de uma discussao dificultada pela escassez de dados

na literatura que apoiem essa interagao.

De modo que, os testes estatisticos ndo significativos ndo necessariamente
descartam a diferenca entre os pacientes e os grupos comparados no estudo, uma vez que, foi
um periodo de colapso no sistema de saude, especialmente pela falta de leitos. Apesar disso,
nosso trabalho demonstrou véarias caracteristicas clinicas importantes para a estratificagdao de
risco em pacientes com a forma grave da doenca. Bem como, a relevancia e a relagdo da
presenga desses marcadores no contexto das infecg¢des e inflamagdes ¢ constantemente citado
em vdrias doencas e comumente associadas a uma condicdo clinica mais grave, podendo
também, comporta-se como um importante preditor precoce de gravidade em pacientes com
COVID-19, além de auxiliar no redirecionamento e reaproveitamento de farmacos com

potencial inibitdrio dos sitios de ligagdo dessas proteinas.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/thrombocyte-function
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6 LIMITACOES DO ESTUDO

A COVID-19 ¢ comumente leve e autolimitada, mas em uma parcela dos pacientes
a doenga pode ser grave e fatal. Determinar quais pacientes estdo mais propensos a doenga
grave ou a mortalidade é essencial para a tomada de decisdes clinicas apropriadas. Nesse
contexto, as plaquetas associadas a variabilidade genética sdo apontadas como importantes

marcadores de gravidade e de piora clinica.

E visto que pacientes com parametros plaquetarios alterados apresentam quadros
criticos da doencga, com a ocorréncia de eventos trombdticos € uma resposta inflamatéria
desregulada. Ainda, mesmo apds o desenvolvimento das vacinas ¢ acompanhado o surgimento
de alguns novos casos e uma taxa de mortalidade consideravel na regido Nordeste, sugerindo a

influéncia de fatores genéticos nessa populagao.

Todavia, algumas limitagdes presentes em nosso trabalho podem justificar os
contratempos encontrados. Primeiro, alguns pacientes admitidos nos hospitais do estudo foram
transferidos de outras unidades, consequentemente, alguns historicos médicos ndo eram
conhecidos. Além disso, devido ao surto pandémico, nem todos os prontudrios foram
alimentados detalhadamente. Como também, foi notado que nem todas as comorbidades e

informagoes clinicas do momento admissional foram descritas.

Em segundo lugar, devido a falta de dados, alguns pacientes foram excluidos do
estudo, limitando assim nosso n amostral. Em terceiro lugar, a falta de padroniza¢do das datas
exatas de realizagao dos exames laboratoriais pode ter inevitavelmente afetado a nossa avali¢ao,
de modo que, uma coleta padronizada em uma coorte maior ajudaria a definir melhor a

apresentacao clinica e os fatores de risco.

Em quarto lugar, alguns pacientes foram hospitalizados por causas adjacentes e
contrairam a COVID-19 no periodo de hospitalizagdo, podendo a gravidade da doenca estar
associada a um sistema imune que ja estava comprometido, sendo a interpretacdo de nossos
achados mais limitada e de dificil avaliacao dos fatores de risco do hospedeiro para a gravidade
da doenca e mortalidade. Além disso, nossa populacdo de estudo foi toda hospitalar,
caracterizando um contexto mais critico da COVID-19. Em quinto lugar, a maioria dos
pacientes ja estavam em tratamento medicamentoso tanto antes da admissdo, como durante, o

que pode ter afetados os achados laboratoriais.
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7 CONCLUSAO

Em nosso estudo, o género masculino, a idade avancada e a dispneia foram
consideradas fatores de gravidade para a doenca. Ainda, demonstramos que a contagem de
leucocitos e de plaquetas, e os niveis de PCR, INR e D-dimero sdo parametros importantes para

0 monitoramento e progndstico da doenga.

Além disso, ¢ visto que PTAFR e PF-4 representam um potencial mecanismo
fisiopatologico para a COVID-19 grave devido as suas atuagdes nas vias de sinalizagao
inflamatorias e trombdticas, contribuindo com as condi¢des de gravidade da doenca. Bem
como, mostramos a hiperexpressdo desses genes em pacientes com necessidade de atencdo
médica hospitalar, podendo ser um importante marcador de risco associado a um contexto
clinico mais grave. No entanto, pesquisas adicionais sao necessarias para validar tanto a relagao

de PTAFR, quanto a de PF-4 na COVID-19, bem como a sua predi¢ao de gravidade.

Desse modo, o entendimento do potencial infectante do virus e das variagdes
genéticas associadas aos quadros graves da doenca auxiliariam na compreensdo da
tromboinflamag¢do e na determinacdo de viruléncia desse patdogeno, estratificando os perfis de

risco e viabilizando o reaproveitamento medicamentoso.
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