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RESUMO

A doenca por Coronavirus 2019 (COVID-19) é altamente infecciosa. Estudos
documentaram a relacao entre a gravidade da COVID-19 e os niveis circulantes de
proteina C reativa (PCR), interleucina-6 (IL-6) e D-dimero. Em pacientes com a
COVID-19 grave, foram encontrados niveis elevados de IL-6 e interleucina 2 (IL-2) e
fator de necrose tumoral-Alfa (TNF-a). Outros marcadores sao identificados de forma
semelhante quando pacientes com COVID-19 em estado critico apresentaram
maiores niveis circulantes de IL-2, IL-7, IL-10 e TNF-a. Uma melhor compreenséao das
respostas imunes a infec¢do por SARS-CoV-2 que diferencie casos leves de graves
é fundamental para uma avaliacdo acurada do progndstico e identificacdo de futuros
biomarcadores. O objetivo do estudo foi identificar diferencas nos niveis de
biomarcadores sorolégicos entre individuos com COVID-19 leve e grave. Métodos:
Foram incluidos participantes de quatro cidades brasileiras, maiores de 18 anos, no
periodo de outubro de 2020 a junho de 2021. Os participantes foram testados para
presenca de SARS-CoV-2 através da Reacdo em Cadeia da Polimerase com
Transcricdo Reversa Quantitativa (RT-qPCR) e, adicionalmente, tiveram uma amostra
de sangue coletada para posterior analise dos biomarcadores. Os participantes foram
divididos em casos indices (participantes com suspeita clinica de gripe, com até 11
dias de sintomas, com teste positivo para SARS-CoV-2, hospitalizados ou néo) e
contatos domiciliares de casos indices ndo hospitalizados (independentemente de
apresentarem ou ndo sintomas), 0 que possibilitou a analise de amostras de
participantes positivos assintomaticos e grupo controle negativo. A analise dos
biomarcadores sorolégicos foi realizada utilizando a tecnologia MAGPIX Luminex®
XMAP®, usando trés painéis MILLIPLEX® Map diferentes. Setenta e um
biomarcadores foram quantificados de participantes com infec¢cao por SARS-CoV-2 e
grupo controle. Correlacionamos os niveis dos marcadores bioldgicos com 0s grupos
controle Negativo (C), assintomatico (A), ndo hospitalizado (leve-M) e hospitalizado
(grave-S). Resultados: Foram incluidos 48 participantes, sendo a maioria do sexo
feminino (67%), com mediana de idade de 47 anos. Dentre os biomarcadores de
angiogénese, identificamos 6/17 (EGF, IL-8, HGF, HB-EGF, VEGF-C, VEGF-A) que
apresentaram niveis significativamente elevados nos casos graves. Entre os
biomarcadores de doencas cardiovasculares, 7/10 apresentaram diferencas
significativas entre os grupos (D-dimero, GDF-15, mioglobina, sICAM-1, MPO, P-
selectina e Lipocalinlipocalin-2/NGAL). Os biomarcadores D-dimero, GDF-15 e
sICAM-1 estavam com 0s hiveis mais elevados nos casos graves quando comparados
com os demais grupos. Das citocinas/quimiocinas avaliadas, 9/44 apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (IL-6, IL-7, IL-18, IP-10, M-
CSF, MDC, MIP-1 beta, PDGF-AA e TNF alfa). IL-6, IP-10, M-CSF, MDC e MIP-1 beta
foram maiores nos casos graves do que no grupo C. Concluséo: Este é o primeiro
estudo compressivo no Brasil que identificou e descreveu niveis de marcadores
bioldgicos relacionados aos niveis de citocinas, sistema cardiaco e endotelial. Pode-
se observar que a maioria das altera¢cdes dos biomarcadores, quando comparados
entre 0s grupos, apresentaram diferencga estatisticamente significativa. Embora tenha
sido possivel encontrar alteracbes da maioria dos biomarcadores em participantes
hospitalizados, estudos adicionais sdo necessérios visando melhorar a associagao
com a evolugéo clinica, monitoramento e os fatores de riscos dos individuos com a
COVID-109.

Palavras-Chave: COVID-19. SARS-CoV-2. Gravidade. Biomarcadores.
Imunidade.



ABSTRACT

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is highly infectious. Studies have documented
the relationship between COVID-19 severity and circulating levels of C-reactive protein
(CRP), interleukin-6 (IL-6) and D-dimer. In patients with severe COVID-19, elevated
levels of IL-6 and interleukin 2 (IL-2) and tumor necrosis factor-Alpha (TNF-a) have
been found. Other markers are similarly identified when critically ill COVID-19 patients
had higher circulating levels of IL-2, IL-7, IL-10, and TNF-a. A better understanding of
iImmune responses to SARS-CoV-2 infection that differentiate cases from levels of
severity is critical for an accurate assessment of prognosis and identification of future
biomarkers. The aim of the study was to identify differences in serological biomarker
levels between individuals with mild and severe COVID-19. Methods: Participants from
four Brazilian cities, aged over 18 years, were included from October 2020 to June
2021. Participants were tested for the presence of SARS-CoV-2 through Polymerase
Chain Reaction with Quantitative Reverse Editing (RT-qPCR) and additionally had a
blood sample collected for further analysis of biomarkers. Participants were divided
into index cases (participants with clinical suspicion of flu, with up to 11 days of
symptoms, with a positive test for SARS-CoV-2, hospitalized or not) and household
contacts of non-hospitalized index cases (regardless of whether or not they had
symptoms), which made it possible to analyze the selection of asymptomatic positive
participants and a negative control group. Analysis of serological biomarkers was
performed using MAGPIX Luminex® XMAP® technology, using three different
MILLIPLEX® Map panels. Seventy-one biomarkers were quantified from participants
with SARS-CoV-2 infection and control group. We correlated the levels of biological
markers with negative control (C), asymptomatic (A), non-hospitalized (mild-M) and
hospitalized (severe-S) groups. Results: 48 participants were included, most of them
female (67%), with a median age of 47 years. Among angiogenesis biomarkers, we
identified 6/17 (EGF, IL-8, HGF, HB-EGF, VEGF-C, VEGF-A) that showed significantly
elevated levels in severe cases. Among cardiovascular disease biomarkers, 7/10
showed significant differences between groups (D-dimer, GDF-15, myoglobin, SICAM-
1, MPO, P-selectin and Lipocalinlipocalin-2/NGAL). The D-dimer biomarkers, GDF-15
and sICAM-1 had the highest levels in severe cases when compared to the other
groups. Of the cytokine/chemokine evaluations, 9/44 showed a statistically significant
difference between groups (IL-6, IL-7, IL-18, IP-10, M-CSF, MDC, MIP-1 beta, PDGF-
AA and TNF alpha). IL-6, IP-10, M-CSF, MDC and MIP-1 beta were higher in severe
cases than in group C. Conclusion: This is the first compressive study in Brazil that
identified and described levels of biological markers related to levels of cytokines,
cardiac and endothelial system. It can be seen that most of the changes in biomarkers,
when compared between the groups, showed a statistically significant difference.
Although it was possible to find changes in most biomarkers in hospitalized
participants, additional studies are motivated to improve the association with clinical
evolution, monitoring and risk factors of individuals with COVID-19.

Keywords: COVID-19. SARS-CoV-2. Severity. Biomarkers. Immunity.
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1 INTRODUCAO

A Doenca por Coronavirus 2019 (COVID-19) é altamente infecciosa, levando a
milhares de contaminados em poucos dias. A transmissao se da através de goticulas
respiratorias, contato direto com os individuos infectados ou contato com objetos
contaminados (LI et al., 2020b).

A patogénese viral se da por uma maior afinidade que o SARS-CoV-2 tem pelo
receptor de enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2) para entrada na célula do
hospedeiro, que faz parte do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
responsavel por manter o equilibrio hidroeletrolitico e a homeostase pressorica (LI et
al., 2020b; VABRET et al., 2020).

Os principais sintomas séo: febre, tosse seca, fadiga, desconforto respiratorio,
perda do olfato e paladar (LAl et al., 2020; SUNDARAM et al., 2021). A ocorréncia dos
sintomas se da pelas interacdes complexas, como cascatas imunoldgicas,
inflamatorias e coagulativas. Diferentes respostas do hospedeiro ao SARS-CoV-2
desempenham um papel decisivo no que diz respeito a eliminacédo viral, entretanto,
tém potencial para causar danos imunopatologicos ao hospedeiro (SAMPRATHI;
JAYASHREE, 2020).

Acredita-se que a gravidade da COVID-19 esteja relacionada a uma resposta
imunologica exacerbada com um aumento no nivel de citocinas (pré-inflamatérias,
pro-fibréticas e reguladoras da resposta imune), ocasionando eventos associados ao
dano tecidual (QUINTI et al., 2020; TAY et al., 2020; WANG et al., 2020a) e leséo
vascular (ALHAZZANI et al., 2020; GANDHI; LYNCH; DEL RIO, 2020; WANG et al.,
2020a). De maneira mais especifica, a tempestade de citocinas tem sido
correlacionada diretamente com a lesdo pulmonar. Inclusive, em numa analise pos
morte de pacientes com COVID-19, autores identificaram, inflamacdo com infiltracao
de linfécitos e macréfagos no tecido pulmonar sugerindo a hiperinflamacgéo no érgéo,
observando também danos alveolares com a presenca de microtrombos de fibrina
(FAJGENBAUM; JUNE, 2020; JOSE; MANUEL, 2020; MOLAEI et al., 2021; ONG et
al., 2020; QIN et al., 2020b; ROTHAN; BYRAREDDY, 2020).

As alteracdes vasculares sdo uma das caracteristicas associadas a COVID-19
(D’ONOFRIO et al., 2022; QUINTI et al., 2020), com implicagBes nas extremidades,
sugerindo microangiopatia trombaética (LIU et al., 2020b). Fatores relacionados a

coagulacdo também tém sido relacionados a faléncias de mdultiplos 6rgaos, como
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coagulagéo intravascular difusa e trombose de grandes vasos (PORFIDIA; POLA,
2020; TANG et al., 2020).

Estudos documentaram a relacdo entre a gravidade da COVID-19 e os niveis
circulantes de proteina C reativa (PCR), interleucina-6 (IL-6) e D-dimero (AHNACH et
al., 2020; CHEN et al., 2020b; LIU et al., 2020c; WU et al., 2020; XIE et al., 2020).
Ainda em pacientes com a COVID-19 grave foram encontrados niveis elevados de IL-
6 e interleucina 2 (IL-2) e fator de necrose tumoral-Alfa (TNF-a) (PONS et al., 2020).
Outros marcadores sado identificados de forma semelhante, quando estudos
verificaram que pacientes com COVID-19 em estado critico e internados na unidade
de terapia intensiva (UTI) apresentaram maiores niveis circulantes de IL-2, IL-7, IL-10
e TNF-a (RUAN et al., 2020).

Diante disso, a compreensdo da resposta imune que caracteriza a evolucao
dos casos, é fundamental para identificar futuros biomarcadores e desenvolver novas
terapias especificas para tratamento da COVID-19. Portanto, o objetivo do presente
estudo foi identificar diferencas nos niveis de biomarcadores sorolégicos

correlacionando com casos leve e grave da COVID-19.
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2 CONTEXTUALIZACAO DO TEMA

2.1 Novo Coronavirus

Um caso de pneumonia viral grave, foi identificado, por transmisséo zoondtica,
na cidade de Wuhan na China em dezembro de 2019. De acordo com os dados do
governo chinés, o primeiro caso de COVID-19 foi reconhecido no dia 31 de dezembro
de 2019 (TAN et al., 2020). Logo em seguida, aproximadamente 700 pessoas, que
entraram em contato proximo com casos suspeitos foram monitoradas e, 41 foram
diagnosticadas com COVID-19 em Wuhan. A partir de meados de janeiro de 2020,
ocorreram 0s primeiros casos confirmados fora da China continental (PAHO; WHO,
2020). Em seguida, casos confirmados nos Estados Unidos e Franca mostraram que
a infeccdo disseminava-se fora do continente Asiatico (WHO. WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

Inicialmente foi denominado de Doenca pelo Novo Coronavirus (2019-nCoV) e,
apos sequenciamento completo do RNA, foi nomeado como Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2).

SARS-CoV-2 é o sétimo coronavirus identificado que acomete humanos. A
maioria destes, inclusive o MERS-CoV, tém como ancestrais, coronavirus de
morcegos, exceto o HCoV-OC43 e o HKU1, que acredita-se originar de coronavirus
de roedores. SARS-CoV-2, SARS-CoV e MERS-CoV causam infeccfes graves e com
potencial epidémico, enquanto os outros causam infec¢des leves e resfriados (CUI,
LI; SHI, 2019).

No que concerne a estrutura do SARS-CoV-2, € um virus RNA, com
aproximadamente 29 diferentes proteinas virais e as mais relevantes sdo a
glicoproteina Spike (S) e a proteina N, do nucleocapsideo viral (CERAOLO; GIORGI,
2020; GOLDSMITH et al., 2004; WIERSINGA et al., 2020). Os trimeros de proteina S
dos coronavirus formam espiculas em sua superficie, conferindo-lhes aparéncia de
coroa, quando observados em microscopio eletrbnico, resultando no nome
“coronavirus” (HELMY et al., 2020).

Em relacéo a fisiopatologia, autores tem sugerido que o principal mecanismo
para o virus adentrar na célula do hospedeiro, pode ocorrer quando o SARS-CoV-2
compete com a angiotensina Il e, a proteina S permite a entrada do virus na célula

hospedeira pela ligacdo ao receptor celular, da Enzima Conversora de Angiotensina
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2 (ECA-2). A Serina Protease Transmembrana tipo 2 (TMPRSS2), atua como
facilitadora para a entrada do coronavirus nas células aos clivar a S1 (HOFFMANN et
al., 2020; WIERSINGA et al., 2020). A partir da TMPRSS2 é que ocorre a iniciacdo da
proteina S do SARS-CoV-2 para sua ligagcdo com o receptor ECA-2. A proteina S &
clivada em duas subunidades, S1 e S2, pela TMPRSS2 (HOFFMANN et al., 2020;
WALLS et al., 2020; WRAPP et al., 2020). Com isso, é exposto na subunidade S1 um
dominio de ligacdo ao receptor (RBD) e na subunidade S2 é exposto outro local de
clivagem (WRAPP et al., 2020). A ECA-2 interage com o dominio de ligacdo do
receptor da subunidade S1 e a subunidade S2 facilita a fusdo com a célula hospedeira
a partir da agdo das proteases celulares TMPRSS2 no sitio de clivagem (figura 1)
(MENG et al., 2020; WRAPP et al., 2020). Em seguida o RNA genémico é liberado
dentro do citoplasma da célula e tem-se inicio a traducdo. As proteinas traduzidas
passam pelo reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi do préprio hospedeiro, e
segue a sequéncia ao processo de contaminacgao e disseminagao sistémica (HONG
et al., 2021).

Figura 1 — llustracdo do SARS-CoV-2 ligando-se ao receptor da ECA-2 humano e adentrando na
célula do hospedeiro

SARS-COV-2: coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave; COVID-19: doenca de
coronavirus 2019; ECA-2: enzima conversora de angiotensina-2; TMPRSS2: protease
transmembranar serina-2.

Fonte: Andrade, et al. Braz. Ap. Sci. Rev, Curitiba, v. 4, n. 6, p. 3792-3804 nov./dez. 2020

Essa ligacdo desregula o Sistema Renina-Angiotensina Aldosterona (SRAA),
aumentando a disponibilidade de angiotensina Il e consequentemente favorecendo
eventos proé-inflamatérios e pré-fibroticos. Esse mecanismo também faz com que
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ocorra 0 blogueio da atividade da ECA-2, diminuindo sua disponibilidade e
consequentemente desencadeando um desequilibrio no organismo, desenvolvendo
os efeitos de vasoconstricdo, inflamacdo, e aumento do estresse oxidativo
(BEYERSTEDT; CASARO; RANGEL, 2021; LU; SUN, 2020).

2.2 Caracteristicas gerais da COVID-19

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) definiu como COVID-19 a doenca
causada pelo virus SARS-CoV-2.

ApoGs a infecgdo, o individuo leva em média de 5-6 dias para o inicio de
sintomas (LI et al.,, 2020a; WHO. WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020), no
entanto, estudos demonstraram que o periodo de incubacéo pode durar até 14 dias
(LI et al., 2020a).

Os sintomas mais comuns relatados na literatura até agora incluem febre,
tosse, fadiga e falta de ar (GUAN et al., 2020). Os sintomas menos comuns incluem
nausea ou vomito, cefaleia, dor de garganta e rinorréia (HUANG et al., 2020).
Disturbios do olfato e paladar, como anosmia e disgeusia, séo relatados, porém nao
considerados caracteristica peculiar da doenca (CASCELLA et al., 2022; ZHOU et al.,
2020). Pneumonia representa a manifestacdo clinica mais séria da infeccao,
caracterizada por febre, tosse, dispneia e infiltrados pulmonares presentes
bilateralmente aos exames de imagens (GRASSELLI; PESENTI; CECCONI, 2020).

O elevado risco para desenvolver a forma grave da doenca se da em pessoas
com idade igual ou superior a 60 anos e com condi¢cdes médicas preexistentes (WU;
MCGOOGAN, 2020). Estes Individuos tem o percentual de hospitalizacédo seis vezes
maior quando comparados com aqueles sem doencas pré-existentes (45,4% versus.
7,6%) (STOKES et al., 2020).

Os danos causados aos pulmdes, hipoxia e desconforto respiratério, acredita
ser em consequéncia da fase inflamatdria inicial, edema pulmonar e uma resposta
imune exacerbada durante a infeccao (WANG et al., 2020a). A doenca pode progredir
para disturbios respiratorios e faléncia de multiplos 6rgaos, o que caracteriza casos
graves com grande possibilidade de evoluir para 6bito (ALHAZZANI et al., 2020)

Outro fator associado a gravidade da COVID-19, segundo Pathangey et al.
(2020), esta relacionado ao tropismo direto do SARS-CoV-2 sobre os receptores ECA-

2, que uma vez distribuido em varios tecidos, podendo ter alta expresséo, leva a leséo
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em multiplos 6rgédos nobres como o coracao, rins e tecido hepatico, além de efeitos
no sistema gastrointestinal. (HARISHA et al., 2022; HU; HUANG; YIN, 2021,

PATHANGEY et al., 2021; SSENTONGO et al., 2020; XU et al., 2020a). (Figura 2)

Figura 2 — Nivel de expresséo do ECA-2 e as manifestacdes clinicas relacionadas a COVID-
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Fonte: Adaptado de Asselah T, et al. COVID-19: Descoberta, diagnostico e desenvolvimento

de medicamentos. J Hepatol . 2021;74(1):168-184 e Pathangey G, et al. Angiotensin-converting

enzyme 2 and COVID-19: patients, comorbidities, and therapies. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol.

2021 Mar 1;320(3):L301-L330.

2.3 Diagnéstico da infeccao pelo novo coronavirus

O diagnostico da SARS-CoV-2 é realizado através de testes que identificam o

acido ribonucleico do virus ou a presenca de anticorpos, podendo adicionalmente para

critério clinico usando exame de imagem, como tomografia computadorizada. O tipo

de diagnostico vai de acordo com a necessidade, uma vez que, se faz necessario

considerar o tempo de sintomas do paciente. O virus pode ser detectado do primeiro

ou, a partir do terceiro dia até 14 dias de sintomas, dependendo do método diagndstico

utilizado. O Padréo ouro para o diagnéstico do SARS-CoV-2 é a técnica de Reacgéo

em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-qPCR), através de material biolégico
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da nasofaringe, que detecta o &cido ribonucleico (RNA) viral. Apesar da alta
sensibilidade e especificidade, o ensaio RT-gPCR tém como desvantagens alto custo,
demanda equipe qualificada e tempo de 4 a 6 horas para ser concluido, além disso
apos 14 dias da infeccdo, o RNA viral é praticamente indetectavel (ASSELAH et al.,
2021; RAl et al., 2021).

Os testes sorolégicos sdo mais acessiveis quando comparados ao RT-gPCR.
A técnica baseia-se no ensaio de imunoabsorcdo enzimética, o Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA). Apesar de serem mais utilizados para fins
epidemioldgicos, devido a resposta imunolédgica tardia da producdo de anticorpo,
esses testes podem identificar anticorpos (IgM e IgG) utilizando amostras biologicas.
A IgM pode ser detectada a partir do 3° até o 6° dia apds o inicio da infec¢éo, o I1gG é
detectado no final da fase da infeccéo (14 dias apds inicio dos sintomas), ou ainda em
casos assintomaticos (ASSELAH et al., 2021; LONG et al., 2020; RAI et al., 2021).

O teste de deteccdo de antigeno é um teste imunocromatografico e entrou no
mercado para suprir a necessidade de ter métodos alternativos mais baratos e rapidos
considerando a emergéncia de saude do novo coronavirus. Sendo realizado de
amostras de swab nasofaringeo, detecta a presenca do antigeno ainda no inicio da
infecgao (FILCHAKOVA et al., 2022).

O acompanhamento clinico durante a infeccdo pelo SARS-CoV-2 também é
possivel por técnicas de imagem, sendo a mais comum a Tomografia
Computadorizada (TC) de térax, em que opacidades em vidro fosco bilaterais e
periféricas e opacidades pulmonares consolidadas sao os padrées mais comuns com
a pneumonia associada a COVID-19 (BERNHEIM et al., 2020; RAI et al., 2021). De
acordo com Zhao et al, além dessas caracteristicas, 0 aumento vascular na lesdo e a
bronquiectasia de tracdo sdo outras caracteristicas das tomografias
computadorizadas de SARS-CoV-2 (ZHAO et al., 2020). A TC tem como beneficio a
rapidez do procedimento e ser eficaz na observacédo da progressao, regressao da
infeccédo, e recuperacao total do SARS-CoV-2 (WANG et al., 2020c).

2.4 Respostaimunologica a infeccdo por SARS-CoV-2
A resposta imunologica ao SARS-CoV-2 se faz comum no inicio da infecgéo

como em outras infec¢des virais, nas quais a resposta € mediada por reacdes da

imunidade inata e da adaptativa. Células dendriticas, macrofagos e neutréfilos como
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primeira linha de defesa, iniciam a reacdo imune e afetam seu tipo e intensidade
(BARTON et al., 2020).

Para a eliminacdo das particulas virais se faz necessario uma producéao de
citocinas pro-inflamatorias (IFN-y e TNF-a), responsaveis pela ativacdo neutrdfila.
Esta resposta imunoldgica induz atividade fagocitica dos macrofagos, com destruicéo
do patdgeno e aumento na liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, pro-fibréticas e
regulatorias da resposta imune (MARQUES et al., 2016; MCGONAGLE et al., 2020;
MEHTA et al., 2020).

Sao ativadas também células como os linfocitos T do tipo helper 1 (LTh1), que
secretam citocinas pro-inflamatorias, como a IL-6, e estimuladoras de col6nias de
granulécitos-macréfagos (GM-CSF), aumentando a expressao de mais células, como
os linfécitos T CD4+, CD16+ e mondcitos, para produzir maiores quantidades de IL-6,
TNF-a e demais citocinas, intensificando a resposta inflamatéria (HU; HUANG; YIN,
2021).

A replicacdo ativa e a liberacdo do virus fazem com que a célula hospedeira
sofra piroptose e libere padr6es moleculares associados ao dano (DAMPS), incluindo
ATP, &cidos nucléicos e oligbmeros ASC. O processo de uma resposta imunoldgica
conta com a participagéo dos IFNs tipo 1, que desempenham um papel importante na
inibicao do estagio inicial da infec¢éo por COVID-19. Células dendriticas e macréfagos
mononucleares, reconhecem antigenos virais e induzem uma resposta de fase aguda
por meio de citocinas pro-inflamatérias como IL-6, IL-1 e TNF-q, IL-6, IP-10, proteina
inflamatéria de macréfagos 1a (MIP1a), MIP13 e MCP1. Essas proteinas atraem
monadcitos, macrofagos e células T para o local da infeccdo, promovendo mais
inflamacédo (com a adigdo de IFNy produzido pelas células T) e estabelecendo um
ciclo de feedback pro-inflamatorio (KIM et al., 2021; TAY et al., 2020).

Considerando uma resposta imune saudavel, a inflamac&o inicial atrai as
células T especificas para o local da infeccdo, onde podem eliminar as células
infectadas antes que o virus se espalhe. Anticorpos neutralizantes nesses individuos
podem bloquear a infeccdo viral e, macréfagos alveolares reconhecem virus
neutralizados e células apoptoticas e os eliminam por fagocitose. Juntos, esses
processos levam a eliminacdo do virus e danos minimos aos pulmdes, resultando em
recuperacdo. Nos casos que ocorre falha na resposta imune, h4 um acumulo, além
do necessario, de células imunes nos pulmdées, causando superproducao de citocinas

pro-inflamatorias, que eventualmente danificam a infraestrutura pulmonar (TAY et al.,
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2020). Um estudo identificou, apds autopsias de pacientes que morreram de COVID-
19, uma alta infiltragcdo de macréfagos na area da broncopneumonia (BARTON et al.,
2020). Como resultado a tempestade de citocinas, estas circulam para outros tecidos,
levando a danos em varios 6rgdos. Além disso, 0s anticorpos nao neutralizantes
produzidos pelas células B podem aumentar a infec¢do por SARS-CoV-2 por meio do
aprimoramento dependente de anticorpos (ADE), exacerbando ainda mais os danos
aos orgaos (Figura 3) (TAY et al., 2020).

Nos casos criticos ocorre a sindrome de inflamacé&o pulmonar e extrapulmonar,
chamada de Linfohistiocitose Hemofagocitica Secundéaria (LHHs). A LHHs
caracteriza-se por hiperativacdo imunoldgica devido a eliminagdo inadequada de
macrofagos ativados pelas células natural killer (NK) e pelos linfocitos T citotoxicos, o
que resulta, em producdo excessiva de citocinas proé-inflamatérias (WANG et al.,
2020a)

Essas respostas inflamatérias descontroladas podem levar a anormalidades
imunologicas, caracterizadas por linfopenia, disfuncéo de linfécitos e anormalidades
de granuldcitos e mondcitos, que podem resultar em choque séptico e disfuncéo de
multiplos 6érgéos, especialmente dos sistemas cardiaco, hepatico, renal, vascular e
imunolégico, evoluindo para 6bito (BEECHING et al.,, 2020; WANG et al., 2020a;
YANG et al., 2020; ZHANG; SUN; FENG, 2020).



Figura 3 - Sequéncia da fisiopatologia a Infeccao por SARS-CoV-2 com ilustragéo da resposta

imunoldgica saudavel e disfuncional.
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2.4.1 Liberacdo de citocinas nas infec¢gdes por coronavirus

Pouco se sabe sobre os determinantes que causam a gravidade da doenca e
a desregulacéo imunolégica na infeccédo por SARS-CoV-2 em humanos. O estudo de
Chen et al. fornece evidéncias que possibilita identificar a desregulacéo imunologica
entre 7 a 10 dias apds inicio da infec¢do, quando aumenta a tempestade de citocinas
e o desconforto respiratério atinge a gravidade (CHEN et al., 2020a).

Citocinas e quimiocinas tém apresentado um papel importante na imunidade e
imunopatologia, mas respostas imunes desreguladas e exacerbadas demonstraram
ser capazes de causar danos pulmonares e diminuicdo da sobrevida (DIAO et al.,
2020). Alta expressao de citocinas como IL-1B, IFN-gama, MCP-1 foi detectada em
pacientes com COVID-19 (YE; WANG; MAO, 2020). Estudo sugere um aumento
significativo de citocinas e quimiocinas inflamatorias, incluindo interleucina-6 (IL-6),
interleucina-1B (IL-1B), proteina 10 induzidas (IP10) e proteina quimioatraente de
mondcitos-1 (MCP-1) em pacientes graves, quando comparados com casos leves
(YAO et al.,, 2020). Além dessas, outros biomarcadores estdo elevados entre
pacientes em tratamento de terapia intensiva, como as IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF, MIP1-
a e TNF-a relatadas por (HUANG et al., 2020).

Assim também, marcadores hepaticos (aspartato e amino transferases — AST
e ALT), lactato desidrogenase (LDH), proteina C reativa (PCR), ferritina, D-dimero e
citocinas (IL-2R, IL-6, IL-10 e TNF-a) estavam mais elevados nos casos graves da
COVID-19 guando comparado com casos moderados (CHEN et al., 2020a) . O estudo
de Liu e colaboradores, verificou o aumento de niveis de IL-6, IL-10, IL-2 e IFN-gama
no sangue periférico de pacientes com casos graves da COVID-19, e apés
acompanhamento, a medida que esses recuperavam gradualmente da doenca os
niveis de citocinas foram diminuindo assemelhando-se aos casos leves (LIU et al.,
2020a). Outros autores revelaram ainda que, a medida que a gravidade da doenca
progride, os niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias também aumentam (SHI et
al., 2020).

A Sindrome de Liberacdo de Citocinas (CRS) pode desempenhar um papel
importante na COVID-19 grave (FELSENSTEIN et al., 2020; MOORE; JUNE, 2020;
TAY et al., 2020; YAO et al., 2020). A CRS refere-se a uma liberacédo descontrolada
de mediadores pro-inflamatérios quando o sistema imunoldgico fica excessivamente

ativado (LEE et al., 2014). Inclusive manisfestagées da COVID-19 extrapulmonar, ou
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seja, em outros 6rgdos podem estar relacionados a liberacdo exacerbada de citocinas
em outros 0rgdos, uma vez que pacientes sem sinais de insuficiéncia respiratoria
apresentam alteracdes nas enzimas hepaticas e creatinina sérica, correlacionando a
tempestades de citocinas como um fator de progndstico para a gravidade da COVID-
19 (YE; WANG; MAO, 2020). Estudo relata que a tempestade de citocinas é o
resultado de uma falha do sistema imunoldgico em conter o virus, que inicialmente
ocorre uma deficiéncia imunoldgica temporario e segue para 0 estagio em que o
sistema imunoldégico fica hiperativo para compensar a falha, tendo como manifestacéo
clinica a prépria tempestade de citocinas, indicando que na COVID-19 a liberagao
exacerbada de citocinas ocorre no estagio posterior da doenca (KIM et al., 2021,
MCGONAGLE et al., 2020). Estudos ainda mostram que nos pacientes criticos com
COVID-19, as respostas imunologicas desreguladas estdo relacionadas a uma
linfopenia grave com células T pro-inflamatorias hiperativadas (XU et al., 2020b) e
células T reguladoras reduzidas (QIN et al., 2020a).

Na figura 4 é possivel observar, através do estudo de Pedersen et al.,2020,
uma comparacado de individuos néo infectados com os casos moderados da COVID-
19, em que ocorre um aumento na IL-6 e uma diminuicdo na contagem total de
linfocitos T, particularmente células T CD4+ e células T CD8+. Nos casos graves a
producéo de IL-6, IL-2R, IL-10 e TNF-a aumentaram ainda mais, enquanto linfcitos
T totais, particularmente células T CD4+ e células T CD8+ e CD4 que expressam IFN-
y+ diminuem acentuadamente. O nivel de tempestade de citocinas e linfopenia de
células T estd associado a dano pulmonar, dificuldade respiratéria e resultado
desfavoravel (PEDERSEN; HO, 2020).
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Figura 4 — Tempestade de citocinas associada a linfopenia de células T de acordo com a gravidade

da COVID-19.
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2.4.2 Disfuncao cardiovascular e endotelial na COVID-19

A COVID-19 tem manifestacdes clinicas predominante com comprometimento
do sistema respiratorio. Contudo, como ja visto, a forma grave é caracterizada por
uma resposta imunoldégica intensa que, além de causar disfungdo pulmonar, provoca
a infeccdo em multiplos 6rgdos, tendo como repercussées as lesbes no sistema
cardiovascular e endotelial (YE; WANG; MAO, 2020; ZHANG; SUN; FENG, 2020).
Além disso, estudos também associam uma maior gravidade entre 0s pacientes que
tem doenca cardiaca prévia, inclusive em outros tipos de infec¢des virais e gripais
(CORRALES-MEDINA et al., 2013; UDELL et al., 2013).

No caso do SARS-CoV-2, uma potencial possibilidade de relacéo direta do
virus com a funcgdo cardiaca, se da pelo fato de a Enzima Conversora de Angiotensina
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2, 0 receptor para SARS-CoV-2, ser expressa em miocitos e células endoteliais
vasculares (GALLAGHER; FERRARIO; TALLANT, 2008; MENDOZA-TORRES et al.,
2015).

A avaliacdo de marcadores sorologicos de doenca cardiaca, angiogénese e
fator de crescimento, tem fundamental importancia para 0 monitoramento da
gravidade da COVID-19 associadas a lesdes cardiacas e vasculares, que contribuem
para um prognaostico desfavoravel, podendo causar 6bito (FLEURY, 2020; MARTINS-
FILHO; BARRETO-FILHO; SANTOS, 2020).

O aumento da Troponina | Cardiaca de alta Sensibilidade (Tnl-as) é relatado
em mais de 50% dos pacientes que foram internados por complicacbes da COVID-19
e morreram. O D-dimero, quando maior que 1 pg/mL também foi associado ao
desfecho fatal (ZHOU et al., 2020). D-dimero representa a ativacdo dos sistemas de
coagulacao e fibrindlise, e a formacao se da pela degradacéo de fibrina (GAFFNEY,
1980).

A atividade de coagulacédo alterada, com o aumento das concentracfes de D-
Dimero, estdo presentes em cerca de 90% dos pacientes internados por pneumonia
(MILBRANDT et al., 2009), e tem associagdo com a mortalidade de pacientes com
infeccdo ou sepse (RODELO et al., 2012). O dimero D também é determinado como
um dos critérios diagnésticos da coagulacao intravascular disseminada (CID) e é
utilizado para a vigilancia de possiveis eventos tromboéticos, como trombose venosa
profunda ou embolia pulmonar (CUI et al., 2020).

Diversos mecanismos estdo sendo estudados para melhor compreensao das
alteracdes cardiovasculares que ocorrem na COVID-19. Estudos realizados nos casos
de pneumonias por outras infec¢Bes respiratérias, tém feito os pesquisadores
considerarem que ha respostas sistémicas de citocinas pro-inflamatoérias, que sao
mediadores da aterosclerose e contribuem diretamente para a ruptura da placa por
meio de inflamacdo local, inducdo de fatores pré-coagulantes e alteracfes
hemodinamicas, que predispéem a isquemia e trombose (CORRALES-MEDINA et al.,
2013; DAVIDSON; WARREN-GASH, 2019).

Na COVID-19 tem sido proposto lesdo cardiaca por invasdo direta de
cardiomiodcitos, e subsequente miocardite, ou também lesdes relacionadas as
consequéncias sistémicas da doenca (DENG et al., 2020; TAVAZZI et al., 2020).

Outra resposta a COVID-19 é agressao direta viral ou imunomediada ao
endotélio (BANSAL, 2020; BERMEJO-MARTIN et al., 2020; GUAN et al., 2020;
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GUPTA et al., 2020; SWIRSKI, 2018). O endotélio € um 6rgéo ativo indispensavel para
a regulacéo dos tbnus e a manutencdo da homeostase vascular. Estudos histologicos
post mortem revelaram um quadro de endotelite linfocitica nos pulmdes, coragéo, rins
e figado, bem como necrose celular e presenca de microtrombos que, nos pulmdes,
piora a insuficiéncia respiratoria (ACKERMANN et al., 2020; VARGA et al., 2020;
WANG et al., 2020b). Sendo assim, a disfuncao endotelial causada pelo SARS-CoV-
2 pode justificar por que pacientes com doencas vasculares preexistentes tém maior
risco de desenvolver a COVID-19 grave (BANSAL, 2020; GANDHI; LYNCH; DEL RIO,
2020).

Os mecanismos de distirbio da coagulacdo ainda sdo complexos, contudo é
possivel afirmar que fatores como a endoteliopatia e a ativacéo plaquetaria podem ser
importantes (GOSHUA et al., 2020). O fibrinogénio, que é conhecido como uma das
proteinas de fase aguda, é sintetizado em grande quantidade pelo figado em resposta
a ativacdo pela IL-1 e IL-6, além de estar envolvido na formacéo de fibrina como ultima
etapa de uma coagulacéo (LEVI et al., 2009).

A inflamacéao vascular aguda e o recrutamento de células T perivasculares, leva
a ruptura da barreira alvéolo-capilar e aumento da permeabilidade, provocando uma
disfuncdo endotelial. As células endoteliais circundadas por linfocitos T apresentam
caracteristicas de forte ativacao, referidas como “endotelite”, o que leva o paciente a
desenvolver trombose, vasoconstricAo e angiogénese intussusceptiva distinta
(ACKERMANN et al., 2020; HUERTAS et al., 2020). Existem biomarcadores que
auxiliam na regulacdo da Barreira Endotelial (BE), como as vias da angiopoietina
(Ang) 1 e 2 e seu receptor Tie2, e a via do VEGF-A/VE-caderina (VEC) (CUI et al.,
2020). Estudo de avaliacdo de moléculas de adesdo de células endoteliais em
pacientes com COVID-19, observou elevacdo da fractalquina (FKN), molécula de
adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e molécula de adeséo celular vascular-1 (VCAM-1)
(TONG et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar diferengas nos niveis de biomarcadores sorologicos entre individuos

com COVID-19 leve e grave.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar niveis sérico de citocinas, marcadores cardiovasculares e angiogéneses
em casos leves e graves da COVID-19 e controles negativos;

- Caracterizar as principais diferencas no que diz respeito a citocinas, marcadores
cardiovasculares e angiogéneses entre casos leves e graves da COVID-19 e

controles negativos.
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Gender

Female AL 10 (714%] 11 (.55 7 (S3%] .
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Ohers 1{0e%) 101} {154%) 0 (0%
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Table 1. Saciodemographic characteristics according to dinicl outcome in individuals with SARS-CoV-2
infection and negative controls (n=4&). y years: IQR Interquartile Range Mild Cases-M: Mon-hospitalized;
Severe cases-5 Hospitalized ® Fisher's exact test. ¥ Kruskal-Wallis tes.

Differences in host responses to severs acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) play a
decisive role in COVID-19 with respect to differential dearance of viral infection but also have the potential for
immunopathalogical damage to the host®. lmmudnguldymphunmdmlmluﬂnlznﬂdthnu
{proinflammatory, profhmotic, and regulatory of the immune responss) are responsible for tissoe damage .

Vascular alterations are other characteristics associated with COVID-19* with changes in the extremities,
suggesting thrombotic microangiopathy”. Coagulation-related fctors have also been associated with multisystem
organ failures, such as diffuse intravascolar coagulation and large-vesse thrombosis®*,

The severity of COVID-19 appears to be related to an exacerbated immune response and events associated
with vascular injury’ %! Several studies have documented the association between COVID-19 severity and
cirnl]a.l:i.'ng].rr\eh of C-reactive protein [CRP), interlaukin-6, and D-dimer' 5 & better um‘lﬂ'!h.nrlmgu“lm
broad spectrum of immune responses that differentiate mild from severe cases is critical for identifying future
biomarkers and developing new, specific therapies for COVID-19. Alsa, it is important to understand if the
variation in immunological respomse against the infection differs among populations with distinct genetic pro-
file. In this the first study in Brazil, we evalimted three panels (Angiogenesis and growth fGctor, Cardiovascular
Diseases, Cytokines/Chemokines) giving a total of 71 hiomarkers in sera from asymptomatic, mild and severe
COVID-19 patients.

Results

From individuals eligihle according to the selsction criteria, we selected 48 participants using non-probability
sampling, for comvenience, divided into four groups: 9 Megative Contral (C), 14 Asymptomatic (A), 13 Mon-
hospitalized (Mild Cases-M], and 12 Hospitalized (Severe cases-5) {of thess, five were admitted to the Intensive
Care Unit and one died).

The majority were female (67%), had a median age of 47 years and 50% to the black ethnic groop. (Table 1)
The most commaon signs and symptoms were headache, fever, runny nose, cough, anosmia, and dysgeusia
{Table 2).

We sequenced 12/48 sumiples, and the varianis were identified as nine Zeta (F2), 2 Gamma Subvarians (F1.7
and | N.5) and one B.1.1.

Cytokines/chemokines. Ofthe 44 cytokines/chemoki 1 1, 9 showed a statistically significams dif-
ference between the groups (IL-6, IL-7, IL-18, IP-10, M-CSE MDC, MIP-1 beta, FDGE-AA and THF alpha).
This study identified important differences in cytokines and chemokines according to chinical evaluation: 1L-6,
IP-10, M-C5E MINC and MIP-1 beta were higher in severs casas than in the C group. MDC biomarkers from
hospitalized participants presented at a lower level compared to the control group. When comparing C with &,
there were lower levels of FDGE-AA in the A group. The M group had lower levels of MIC and higher levels of
IP-10 than the C group (Fig,. 1).

Cardiovascular disease markers. Among the 10 cardiovascular disease markers tested, 7 showed sig-
nificant differences between groups (D-dimer, GDE-15, myoglobin, sICAM-1, MPO, P-seectin and lipocalin-2/
MGAL)L This study identified differences in hicmarkers according to the cdinical disease outcome: D-dimer, and
sICAM-1 hiomarkers from ssvers case group participanis were the highest. Myoglobin and P-selectin biomark-
exs from M were the bowest compared with & and A There was no difference between biomarkers from © and
A(Fig D).

Angiogenesis and growth factor markers. Among the 17 angiogenesis markers svalimted, we identi-
fied & that showed significantly different levels between groups (EGE, IL-8, HGE, HE-EGE VEGE-C, VEGF-A),
always with higher levels of thess biomarkers in the most severe group that progressed to hospitalization com-
pared to the others (C, A and M) The EGF hiomarker from mild cases was the lowest compared to the §, A, and
C groups [p<0.05). Comparing A to C, thers was a significant difference for VEGE-C (p<005). The VEGB-C

hiomarker from C was the lowest (Fig. 3).
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Table 2. Signs and symptoms according to dinical cutcome in individuals with SARS-CoV-2 infection and
negative contmols (n=48). Mild Cases-M Non-hospitalized; Severs Cases-5 Hospitalized * Fisher's exact test b
Kruskal-Wallis test. *Median of days between symptom onset and recruitment date (IQR, interguartile range).

Discussion
f the 71 senm'bdmn:.rhﬂ'sma]}madlmm,zl {EGE IL-8, HGE HE-EGE, VEGE-C, VEGE-A, D-dimer, GDE-
15, Myoglobin, sICAM- 1, MPO, P-Selectin, Lipoclin-2/NGAL, IL-6, IL-7, IL- 18, IP-10, M-CSF, MDC, MIP-1
beta, PDNGF-AA and TNF alpha) showed significant differences in their levels when comparing patients with
SARS-CoV-1 infection to controls. We found that most of these biomarker alterations were present in severe
cases. The § group was skewed to the elderly, with a median age of 625 {(p=00005), and for the white sthnicity
group with 83.3%. The most common symptoms mmghl:f?slil‘lspﬂﬂﬂ:l]} sore throat (41 7%; p=0.014)
and dyspnea (75.0%:; p < 0001 ). These findings suggest that dysregulation of the immune response, espedially in
ﬁe:ld:rlypapulmmninbmstn m&enl.ngn‘ﬂmd.ueuemﬁe l:l.liep]nsg

The occurrence of the intense inflammatory process, generated in response to infection by SARS-CoV-2,
damages the tissues, in which the patient may have respiratory distress, kidney failure, or heart problems, caus-
ing serious complications, with a worsening of the dinical condition, that may progress to death ™" In this
study, most participants in the severe cases group showed important changes in the biomarkers that are part of
the inflammatory process, making it possible to analyze them together with the clinical course of COVID-19
and the severity of the diseass.

Cytokines, proteins that modulate ﬂufun:hnmdﬂhrcdkm’ﬂuaeﬂslhzfmgmeﬂzd.ghyimpmm
roles during COVID-19 and are related to the severity of viral infection when hypersti . A infl
tory network associated with the severity of COVID- 19 is formed by cytokines (IP-10, IL-6, IL-7 and VEGF-a),
that are in significantly elevated concentrations in cases of severe poeumonia compared to mild symptoms™.

In this study, it was possible to verify that the EGF was elevated in severe cases when compared to the M
group (p=00002). Considering that EGF is a ligand of the epidermal growth factor receptor (EGFR), it initiates
an intracellular signaling cascade by linking the extracellular domains of these receptors. Therefore, this signal-
ing increases the potential for cell proliferation, angiogenesis, and resistance to apoptosis™. Other ligands for this
receptor are heparin-hinding growth fctor (HB-EGF) and amphiregulin® . HB-EGF is among the markers of
angiogenesis and growth factor; therefore, it is inferred that the dhange in EGF s dosely linked to the change in
angiogenesis as part of the process that leads to the severity of the infection.

The action of the immune response causes an acute infammatory reaction by the action of macrophages,
which secrete cytokines, such as intedeukin-6 ([L-6) and induced protein 10 (IP-10)*. Both the proinfammatory
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Figure 1. Box plot representation of the serum concentration {pg/mL) of cytokines/chemokines. Levels of IL-6
(A), IL-7 (B), IL-18 (E), IP-10 (G), M-CSF (H), MD{C (1), MIP-1 beta (K), PDGE-AA (L), and THE I}p]la.m.}.
The top and bottom lines of boxes are the 25th and 75th percentiles, respectively, and the band in the middle

ufﬂ!bmuﬁemﬁmmh!mhhﬂulmﬂfmmpﬁﬁumdm&eﬂm—%mumm

'ﬂ::nqlnemntm]{c} ymphomat ic [A), nonk T lized (mild cases-M), a.m:l]:nspuh]mad{smm—&]
Broups.

crh:ﬁnes]lrﬁ and IP-10 are activators of:i.nhﬂ'&l\on—pm.ma {IFN'-"!-}. and TL-27 and IL-17 pmdu.d.inn“. IL-&
stimulates acute phase protein synthesis, neutrophil production and B lymphocyte growth and inhibits the
generation of regulatory T cells. IP-10 also regulates innate and adaptive immune responses, being an impor-
tant sigraler, through the increase in calcium inside the cell, and the more this happens, it increases phagocytic
action, liberating more cyiokines™. High levels of IL-6, and IP-10 were found in severe cases when compared
o the negative control group (p=0.029, 0001, respectively). This result suggests the presence of signals for an
excessive inflammatory process in patients with COVID-19 and more commonly in critically ill patients than
in nonsevere patients. A higher concentrations of IL-6 were associated with ward and ICU patients, it might
contribute to use alternative therapeutic intervention with anti-ILS in the dinical course™.

The proinflammatory cytokines IL6, ILE and THF-alpha may be related to the D-dimer elevation. This study
found high levels of IL-6, IL-8 and THF-alpha in the severe cases when compared to the M, & and C groups.
Furthermore, we identified higher levels of cytokines with direct roles in the adaptive immune response (IL-7,
and I1-1B) among sewere cases and M groups. IL-7 is essential for the survival of mature and memory T cells,
and and IL- 18 promote and proliferate T lymphocytes, respectively®. [L-6 is an important marker of dissase
severity and is a mortality predictor. However, IL-6 also plays an impartant role in monitaring the therpewtic
respomse™. Another study also showed that T1-6 levels are higher in patients with sepsis than in COVID-19 cases
however, IL-6 levels are still elevated in severe cases of COVID-1% compared to healthy patients™. Despite this,
it is not possible to confirm if the IL-6 was elevated due to the severity of the disease. The severe group has a
higher median age (p=0.005), that can contribute to davated IL-642.

MDC cytokines were reduced in hospitalized COVID- 19 patients in this study, which was ohserved by Ling
et al (2021). This chem okine is resporsible for maintaining the homeostasis of the mucosal barrier and has a
protective function in inflammatory diseases, attracting macrophages to phagocytosis. Therefore, we can sug-
gest that there was a decrease in the presence of macrophages or that only their functionality could have been
inhibited, causing a breakdown in the homeostasis of the epithelium and leading to an infarmmatary prodle.
Ling et al. (2021} suggested that the biomarker with the best performance in the late phase (B—12 days afier the
onset of the disease) to predict severity is the MDC™,
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jom of serum concentration (pg/mL) of cardiovasculbar biomarkers. Levels of

representation
D-Dimer (A), GDE-15 {B), Mylglobin (C), sECAM-1 (I¥), MPO (E), P-Selectin (F), and Lipocalin-Z/NGAL (G).
The top and bottom lines of boxes are the 25th and 75th percentiles, respectively, and the band in the middle of
the bax is the median Statistical analysis was performed using the Mano-Whitney U test between the negative
contral (IC), asymptomatic (A}, nonhospitalized (mild cases-M), and hospitalized {severe cases-5) groups.

—-

IR R T
-
B
M

et

Figure 3. Bax plot

-2 HCF
ok i

B i =

W rimgetvm cominal ()
Haempicnmie {ap

I o -hcea o i e (M 2 e s T
TIHosplbylaed (8o pases-E

kg

HE_ELZF
[

jom of the serum concentration (pgfmL) of angiogenesis biomarkers. Levels

of BGF (A}, IL-8 (B), HGF (C), HB-EGF (D), VEGF-C (E), and VEGF-A (F). The top and bottom lines

of the boxes are the 25th and 75th percentiles, respectively, and the band in the middle of the box is the
median. Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney U test between the negative contral [C),
asymptomatic (4), nonhospitalized (mild cases-M), and hospitalized (severe cases-5) groups.

This stady found that heart disease markers such as D-dimer, and sICAM-1 were devated in severe cases.
Measuring D-dimer levels has been used to predict disease severity. D-dimer has been widely used as a hio-
marker for thrombotic disorders, once as a hbrin degradation product™*. D-dimer levels were higher when
comparing the severe cases versus mild cases, asymptomatic and the negative control groups (p+< 0.001). Some
studies describe D-dimer as a predictive bicmarker of mortality, which can be an sasy-to-perform and low-cost

labomtory indicator for prog

¢ to avoid thrombosis episodes™*.
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Although the levels of GIIE-15 were lower in the asymptomatic and non-hospitalized (mild) cases com-
pared to the control group, these differsnces were not statistically significant (p=1.00). Thus, it is not possible
o ascertain whether there is a downregulation of the GDE-15 production among subjects with asymptomatic
or mild SARS-CoV-2 infection compared to subjects in the control growp. In contrast, the GIDE-15 levels were
statistically greater among the subjects with severe COVID- 19 compared to the asymptomatic and mild groups,
It not im the comparison with the control group. The non-significant higher levels of GDE 15 among subjects
with severe COVID-19 compared to controls may be due to insufficient power, given that increased levels of
GDF-15 have been associated with an increased risk of 1L admission and martality among OOVID- 197, and
with postponing withdrawal of mechanical ventilation and late recovery (Ebihara et al. 20217, Our findings,
together with those from other studies suggest that GDF-15 is increased in patients with severe COVID- 19, bat
not in asymptomatic or mild infections.

Mw%hmﬁlm—]]w:mhim-l.mm
between HZAM-1, present in endothelial cells, and LEA-1 fcilitates the adhesion and migration of leukocytes
through the endothelium. ICAM-1 and its dreulating form have been implicated in the development of numer-
ous diseases™. In this study, we found that this molscule presented high levels in group § compared to groups C.
A and M and obtained significant differences, suggesting that sICAM-1 is involved in the i Process
of severs cases of SARS-CoV-1 infection. According to our study, group § presented high levels of THE-alpha,
which contributes to endothelial activation processes and vascular ocdusion, suggesting that sICAM-1 isa

X for severe cases of COVID-15.

Vascular endothelial growth factor (VEGE-A) presented significantly higher levels in the samples of the severe
cases (5) than in the samples of the asymptomatic cases (A) and negative controls (C) (; p= 0,030 and p=000346,
respectively). Yin et al ® suggested that VEGF may be a notable target for the treatment of patients with SARS-
CoV-1 This growth factor is related to increased vascular permeashility at the pulmonary level, cansing plasma
extravasation and, later, pulmonary edema®. Aoti-VEGF therapy has also been imvestigated for patients with
neuralogical signs, since VEGF is related to the stimulation of an inflammatory response in the central nervous
system (CNE) through lymphocyte recruitment and increased release of proinflammatory cytokines such a=

‘l’ucull:mdnﬂ:dla]gmwﬂlﬁcmrgp:E{VEEFC]prﬂ:nhﬂdld.l.‘Eﬂtntpmﬁl:fmmﬂulnbzmdﬁr
VEGF-A. YEGF-C showed differences in concentrations betwesn ﬂm:w'hmoﬂmpmzdwﬂhﬂmﬂeg:-
tive Congral (). mhﬁmﬂmhmﬂinﬂimmh{p ﬂIﬂQ}.MLp o.mz}mds{p 0.001 )24 The
data suggest that the concentration of this glycoprotein increases with the severity of the disease, as they are
related to the lymphatic systemn and endothelial cells, and the high levels canse increased vascular permeability
and worsening of endothelial damage Studies addressing VEGE-C in the context of COVID-19 are still quite
uncommon, which reinforces the importance of deepening the investigation of the rale of this biomarker in the
immunopathology of COVID-19.

Similar to VEGF-A, hepatocyte growth factor (HGF) presented significantly higher levels in group § than in
'Iﬁeu‘t]:ﬂgmq:l:{h{ A, and ), uﬂhmmmm&dﬁrﬂcu{pdﬂm]] Oither studies have shown
that the concentrations of this cytokine are higher in sympiomatic patients or those with more severe dinical
conditions than in groups of asymptomatic patients or those with fewer cases of COVID-19", According to
them, HGF elevation is a counterregultory immune mechanism in response to the elevation of CXCL13 and
other prminflammatory cytokines during SARS-CoV-2 infection®. In addition, Guo et al ** identified a positive
and significant correlation between high levels of HGF and IL-1 and the severity of OOVID- 19 determined by
the APACHE 1T { Acute Physiology and Chronic Health Fvaluation) score based on the dosage of these analytes
in the peripheral blood of nine pati

The evalmtion of heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF) showed an interesting profile in the
study groups: although a significant difference in protein levels was obtained between groups 5 and M (with 5
presenting higher values), HB-EGF levels in the C and A groups were much lower compared to the two groups
with symptomatic patients. The largest difference was between groups 5 and A (p=10.001). There were no sig-
nificant differences between the Cand A groups. The data then suggest that it is a macromolecule that may be
related to the development of symptoms in COVID-19 or that its elevation is due to some counterregulatory
mechanism and that, like HGE it can be used as a hiomarker of severity. This protein has hinlogical functions in
several tissues, and among its activities are endometrial maturation and the protection of endometrial stromal
cells™ . The soluble form (sHB-EGF) is a potent mitogen and chemoattactive to a wide variety of cells, inchading
vascular smooth musde cells, Abroblasts and keratinocytes. HB-EGF has been implicated in different patho-
hgn.lp:rmm:,:uc'h:u cardiac hypertrophy*™*, smooth muscle cell hyperplasia and atheroscleratic plague
formation™ =, oncogenic transformation™ ™ and even hypertension and pulmonary fbrosis™ 7.

There are some limitations to this study. The oumber of participants were similar among black (n=24) and
white {n=21) ethnicity. However, there is differences in severe group (83.3% were white; p=0010). This resulis
differ from previous studies which black ethnicity had higher risk for infection and hospitalization™ and prob-
ably related to convenience selection using no-probability sampling. Biomarker analysis was performed in the
blood sample collected at patient enrollment, and no additional samples were obined during the follow-up of
the participants for comparative analysis. 4 nother important limitation is that we do not have complete data on
disease severity in patients who were hospitalized (ie., use of medhanical ventilation, vascactive drugs, diakysis,
length of stay in an intensive care unit, and other aspects related to severity). The multiple comparisons may
hawe l=d to the identification of casual differences, which do not necessarily represent reality, but rather a type
I ervor related to sample variability, which may reflact in the lower levels of EGF in the mild cases than in the
contrl group. Althoogh this study analyzed a lange nomber of biomarkers (T1hiomarkers) and suggested a cor-
relation of some with the severity of COVID-19, we did not analyze other markers associzted with the severity
of COVID, such as CHI3LI and IGFALS™, CXCLE, CXCLI0, and CCL20™. Finally, this study is underpower
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and is not intended to be definitive or condlusive on the subject, but to contribute to the investigation of the
relationship between hiomarkers and disease severity.

Dhe to the rapid spread of COVID-19 and the high capacity of mutation of the SARS-C0V-1 wirus, it is
necessary to better understand the biomarkers that describe the immune response associated with infection and
]:uwf]:q'-nunﬂ:h:wﬂﬁ ﬂ:mumud:y.l'hlsu &e&ﬂmmiﬂd}'mﬂnﬂ that identihed and described
the immune response and biclogical markers related to angiogenesis and infection factors, heart disease, and
cytokine production in SARS-CoV-2-infected individuals.

Materials and methods
Study population, eligibility citeria and data collection.  This study is part of the Multicentric study
of the Natural History of the Movel Coronavirus SARS-CoV-2 in Brazil (REBRACOVID). We induded partici-
pants from four Brailian cities (Campo Grande-ME, Dourados-MS, Maringi-PR and Recife-PE) with labora-
tory and analytical approaches from October 2020 to June 2021. Individuals ower 18 years of age with dinical
suspicion of fu-like symptoms (defined by the p ce af flu-like symp for up to 11 days) and confirmed
COVID-19 by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-gPCE) were induded (index
cases). We collected swabs and blood samples from index cases and household contacts of index cases, regardless
of whether the contacts had symptoms. The index cases and contacts were categorized according to RT-gPCR
:ruu]hmdmrlnnmﬂ:imnEwﬂ}mn@lﬁm!cuﬂnﬂ[ﬁhmphmﬂ{h].mﬁmp&hlﬁ:ﬂ{miﬂm-
M)}, and hospitalized (severe cases-5).
Rrﬁumdyumabnd&edmﬁrmﬁnmﬁlh:ﬂwmgm[l}hﬂﬂqmﬂrmh
(2) had sufficient blood samples for all tests; (3) had complete data on symptoms and sociedemographic char
acteristics, and (4) &t into one of the four study growps (C, A, M and 5).

Biclogical samples and laboratory procedures.  Masopharyngeal swabs were collected for the detec-
tion af infection by SARS-CoV-2 by ET-gPOR wsing 2 mix of GoTag Probe 1- Sh:pIR‘TqPERS]rmP:m
and specific primers and probes (IDT). Biomarker analysis was performed on serum samples.
m@immﬂmn—ﬂﬂﬁrﬂmmohmmdﬁmISant'HnuclodlndﬂlmGﬂSSImbesand
centrifuged at 2,000 rpm. Multiplex bead-hased asmays were periormed wsing MAGPIX Lominex” sMAF tech-
nalogy on serum samples from thess participants wsing three different MILLIPLEX" Map panels: (1) Human
Cytokine/ChemokineGrowth Factor Panel A Magnetic Bead Panel, (2) Human Cardiovascular Disease (CVIY)
Magnetic Bead Panel 2 and (3) Human Angiog, 35 vth Factar M ic Bead Panel 1. A total of 74 dis-
ﬁrﬂbﬂdp@ﬂﬁmsmmmhﬂhihmhﬁmaﬁﬂrﬂ&dhqﬁuﬂmﬂ?}.m
diseases {10, and angiogenesis and growth Gctor (17) (Supplementary Table 1).

Data analysis. The values obtained through the Multiplex test were analyzed in B version 4.2.1 and BStudio
2022.022 software. The Kruskal-Wallis test was applied, and markers that presented p < (.05 were selected and
later aralyzed through post hoc analysis by the Mann-Whitney U test and Bonferroni correction for multiple
mmhm@_m.mﬂd-mﬂ:&mm to characterize the participants according to
sex, age group, ethnicity, signs and symptoms.

Ethics statements. This study was carried out with the approval of the Research Ethics Committee of the
Federal University of Mato Grosso do Sul, under protocol number 4,383.724 CAAE 3287472008.2001.0021. Al
research was performed in accordance with relevant guidelines and regulations. The Informed Consent Term

Data availability
The raw data supporting the condusions of this article will be made available by the authors, without undue
reservation. To request the data can ke made directly with the corresponding author Dr. Julio Croda.
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5 CONCLUSOES

Este € o primeiro estudo compressivo no Brasil que identificou e descreveu
niveis de marcadores bioldgicos relacionados a resposta imunologica na producao de
citocinas, fatores de angiogénese e doencas cardiacas, e que foram correlacionados
com o quadro clinico de individuos infectados por SARS-CoV-2.

Esta pesquisa pode avaliar que a maioria dos biomarcadores (EGF, IL-8, HGF,
HB-EGF, VEGF-C, VEGF-A, D-dimero, sICAM-1, IL-6, IP-10, M-CSF, MDC, MIP-1
beta) apresentaram os niveis elevados entre os participantes que necessitaram de
hospitalizagéo para tratar a COVID-19.

Ao descrever as principais diferencas, pode-se observar que a maioria das
alteracdes dos biomarcadores quando comparados entre os grupos Negativo (C),
assintomatico (A), ndo hospitalizado (leve-M) e hospitalizado (grave-S), apresentaram
diferenca estatisticamente significativa. Além disso, esses resultados possibilitaram
descrever alteracbes que estdo de acordo com o perfil da resposta imunolégica
exacerbada, que desencadeia a tempestade de citocinas, assim como considerar que
pacientes com COVID-19 grave tém possivel relacdo com a disfuncdo de mdultiplos
Orgaos, uma vez que o grupo grave-S mostrou niveis aumentados dos biomarcadores
relacionados aos sistemas cardiaco e endotelial.

No entanto, devido a rapida disseminacédo do COVID-19 e a alta capacidade de
mutacdo do virus SARS-COV-2, reiteramos que o perfil desses biomarcadores ainda
precisam ser elucidados quanto a finalidade de avaliar a eficiéncia e a correlagdo com
a gravidade da COVID-19, visando melhorar a associagcdo com a evolucédo clinica,

monitoramento e os fatores de riscos dos individuos.
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APENDICE A - MATERIAL COMPLEMENTAR

Lista de todos os marcadores biol6gicos, que analisamos 0s niveis de concentragdo

sérica (pg/mL), de acordo com cada painel do Mapa MILLIPLEX®. (Total=74)

1 - Human Ca?d-iy\?arggglar 3 - Human
Cytokine/Chemokine/Growth Disease (CVD) Angiogenesis/Growth
Factor Panel A Magnetic Bead . Factor Magnetic Bead

Magnetic Bead

Panel Panel 2 Panel 1

(Total=47) (Total=10) (Total=17)

sCD40L ADAMTS13 EGF

IL-12 (p70) D-DIMER Angiopoietin-2

EGF GDF-15 G-CSF

IL-13 Myoglobin BMP-9
Eotaxin sICAM-1 Endoglin

IL-15 MPO Endothelin-1
FGF-2 P-SELECTIN Leptin
IL-17A lipocalin-2/NGAL FGF-1
FLT-3L sVCAM-1 Follistatin

IL-17E/IL-25 SAA IL-8

Fractalkine - HGF

IL-17F - HB-EGF
G-CSF - PLGF

IL-18 - VEGF-C

GM-CSF - VEGF-D

IL-22 - FGF-2
GROa - VEGF-A

IL-27 - -
IFNa2 - -

IP-10 - -

IFNy - -
MCP-1 - -

IL-1a - -
MCP-3 - -

IL-1B - -
M-CSF - -
IL-1RA - -

MDC - -

IL-2 - -

MIG - -

IL-3 - -
MIP-1a - -

IL-4 - -
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PDGF-AA

IL-6

PDGF-AB/BB

IL-7

IL-8

TGFa
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TNFa

IL-10

TNFB

IL-12 (p40)

VEGF-A




