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Luporini, Rafael Luís; “BIOMARCADORES DE GRAVIDADE DA COVID-19”. 2022. 

Dissertação (Programa de Pós-graduação em Biotecnologia) – UFSCar, São Carlos, 

2022 

RESUMO 

 A doença do coronavírus 2019 (COVID-19), causada pelo vírus SARS-CoV-2, 

alcançou o status de pandemia em 2020, transformando-se em um grande problema de 

saúde mundial. A COVID-19 apresenta um grande espectro de manifestações, podendo 

cursar desde formas assintomáticas até formas graves como síndrome do desconforto 

respiratório agudo, tempestade de citocinas e óbito. Dadas a magnitude, a mortalidade 

e a morbidade atingidas nos últimos dois anos pela COVID-19, este estudo teve o 

objetivo de identificar em pacientes com COVID-19 biomarcadores que estabeleçam 

relação com a gravidade da doença na admissão hospitalar. Dentre estes 

biomarcadores estão citocinas inflamatórias, transaminases hepáticas e metabólitos 

analisados pela metabolômica. A presente pesquisa trata-se de um estudo transversal 

unicêntrico, realizado no HU-UFSCar (Hospital Universitário da Universidade Federal de 

São Carlos). Informações clínicas, etárias, sociodemográficas, dados de comorbidades 

e de gravidade de pacientes adultos internados com COVID-19 foram analisados. 

Amostras de sangue foram coletadas até 12h após admissão hospitalar. Foram 

realizadas análises bioquímicas gerais, citometria de fluxo (para citocinas inflamatórias 

IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-γ e TNF-α) e metabolômica por ressonância nuclear 

magnética para diversos metabólitos, dentre eles a fenilalanina. Após análise estatística 

nossos resultados demonstraram que: 1) idosos com COVID-19 apresentam níveis mais 

elevados de IL-6 e IL-10 em comparação ao grupo de adultos, estando essa diferença 

associada à gravidade da doença e, no grupo de idosos, a índices maiores de 

comorbidades. 2) As transaminases hepáticas são marcadores de gravidade da COVID-

19, estando a IL-2 associada às elevações limítrofes das transaminases, enquanto a IL-

10 associada às elevações moderadas a graves. 3) Fenilalanina é marcador de 

gravidade para COVID-19 independente das citocinas inflamatórias. Dessa forma, foi 

possível estabelecer biomarcadores associados à gravidade de pacientes adultos com 

COVID-19 e assim, contribuir na análise da gravidade dos quadros de COVID-19 e 

auxiliar nas decisões de condução dos casos pelas equipes de saúde em ambiente 

hospitalar. 

Palavras-chave: COVID-19, biomarcadores, citocinas inflamatórias, metabolômica, 

transaminases, fenilalanina, gravidade, tempestade de citocinas. 
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Luporini, Rafael Luís. “BIOMARKERS OF COVID-19 SEVERITY.” 2022.  

Dissertation (Postgraduate Program in Biotechnology) – UFSCar, São Carlos, 2022. 

ABSTRACT 

 Coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by the SARS-CoV-2 virus, 

reached pandemic status in 2020, becoming a major global health problem. COVID-19 

has a wide spectrum of manifestations, ranging from asymptomatic forms to severe 

forms such as acute respiratory distress syndrome, cytokine storm and death. Given the 

magnitude, mortality and morbidity affected in the last two years by COVID-19, this study 

aimed to identify biomarkers in patients with COVID-19 that establish a relationship with 

the severity of the disease at hospital admission. Among these biomarkers are 

inflammatory cytokines, hepatic transaminases and metabolites analyzed by 

metabolomics. The present research is a unicentric cross-sectional study, conducted at 

the HU-UFSCar. Clinical, age, sociodemographic, comorbidity and severity data from 

adult patients hospitalized with COVID-19 were analyzed. Blood samples were collected 

up to 12 hours after hospital admission. General biochemical analysis, flow cytometry 

(for inflammatory cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-γ and TNF-α) and metabolomics 

by magnetic nuclear resonance were performed for several metabolites, including 

phenylalanine. After statistical analysis, our results showed that: 1) elderly people with 

COVID-19 have higher levels of IL-6 and IL-10 compared to the adult group, this 

difference being associated with the severity of the disease and, in the elderly group, the 

higher rates of comorbidities. 2) Liver transaminases are markers of COVID-19 severity, 

with IL-2 associated with borderline transaminase elevations, while IL-10 associated with 

moderate to severe elevations. 3) Phenylalanine is a severity marker for COVID-19 

independent of inflammatory cytokines. In this way, it was possible to establish 

biomarkers associated with the severity of adult patients with COVID-19 and, thus, to 

contribute to the analysis of the severity of COVID-19 cases and to assist in the decisions 

on how to manage cases by health teams in a hospital environment. 

Keywords: COVID-19, biomarkers, inflammatory cytokines, metabolomics, 

transaminases, phenylalanine, severity, cytokine storm. 
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Capítulo 1 - Introdução 

 1.1 - A COVID-19 

 Em março de 2020, a doença causada pelo novo coronavírus 2 da 

síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV-2), a doença denominada 

coronavírus 2019 (COVID-19) alcançou o status de pandemia, transformando-a 

em um grande problema de saúde mundial. (Miller et al., 2020; Sohrabi et al., 

2020) 

 A infecção pelo SARS-CoV-2 pode ser assintomática ou pode estar 

associada à doença COVID-19, podendo apresentar uma grande variedade de 

sintomas respiratórios [tosse seca, dispneia, pneumonia, edema pulmonar, lesão 

pulmonar aguda (LPA), síndrome do desconforto respiratório aguda (SDRA)] e 

sistêmicos (febre) (Guan et al., 2020), evoluindo eventualmente para quadros 

mais graves com falência múltipla de órgãos (FMO), podendo evoluir a óbito. 

(Figura 1) (D’Amico et al., 2020) Sintomas menos comuns são: cefaleia, 

hemoptise, e sintomas gastrointestinais, como náusea, vômito, diarreia, dor 

abdominal e hiporexia. (D’Amico et al., 2020; Mao et al., 2020)  

Figura 1 - Espectro clínico (A) e imunológico (B) da COVID-19 

Fonte: Adaptado de Garcia, 2020 
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Dependendo da cepa ou do status vacinal, até 20% dos pacientes com 

COVID-19 desenvolvem uma doença hipoxêmica inflamatória grave que se 

assemelha a uma tempestade de citocinas caracterizada pelo aumento de 

citocinas pró-inflamatórias como Interleucina-1 (IL-1), IL-6 e fator de necrose 

tumoral- alfa (TNF-ɑ). (Blanco-Melo et al., 2020) 

 1.2 - A COVID-19 e o sistema gastrointestinal 

 Os sintomas gastrointestinais ocorrem em mais de 15% dos infectados e 

são atribuídos à invasão de enterócitos mediada pelos receptores da enzima 

conversora de angiotensina-2 (ECA-2). (Guan et al., 2020; Xiao et al., 2020) 

 Sintomas gastrointestinais podem ser a manifestação única da COVID-

19. (Monkemüller et al., 2020) A taxa média de diarreia apresentada em 

pacientes com COVID-19 é de 10,4%, sendo maior em pacientes mais graves. 

Também foi evidenciado que paciente com sintomas gastrointestinais foram 

mais propensos a evoluir com SDRA e necessitar de ventilação mecânica. 

(D’Amico et al., 2020) A ocorrência de sintomas digestivos foi de 15%, sendo 

náuseas e vômitos 7%, diarreia 9% e dor abdominal 3%. (Mao et al., 2020) 

 Apesar de não compreendido de forma adequada, o acometimento do 

fígado com elevação de suas enzimas tem sido descrito em 14 a 53% dos casos 

de COVID-19. (Jothimani et al., 2020; Kullar et al., 2020; Y. Li & Xiao, 2020; 

Portincasa et al., 2020; Tian & Ye, 2020) Alguns mecanismos possíveis são 

descritos, entre eles: inflamação mediada pelo sistema imune; efeito citotóxico 

direto devido à replicação viral nos hepatócitos; lesão hepática induzida pelas 

medicações utilizadas para o tratamento da COVID-19 (exemplos: remdesivir, 

tocilizumab, cloroquina) e reativação de doenças hepáticas previamente 

existentes. (Ali, 2020; Marjot et al., 2021) 

 Diversos estudos demonstram que as anormalidades na bioquímica 

hepática são mais frequentes em casos graves de COVID-19 quando 

comparados a casos leves e moderados. (Mao et al., 2020; Yip et al., 2021) 

Também se demonstrou que anormalidades nas enzimas hepáticas estão 

associadas ao pior prognóstico e maior mortalidade. (Ali & Hossain, 2020; Ding 
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et al., 2021; Jothimani et al., 2020; Magro et al., 2020; Tian & Ye, 2020; Wu et 

al., 2020, 2021; Xiao et al., 2020; Zhong et al., 2020) 

 1.3 - A COVID-19 e os marcadores de gravidade 

 Como já descrito, a COVID-19 apresenta um grande espectro de 

manifestações clínicas, desde assintomáticas e leves sintomas de resfriado, até 

sintomas de pneumonia grave com SDRA e morte. (Ramos-Casals et al., 2021) 

Os graus variados de gravidade refletem diferentes achados clínicos e 

laboratoriais, além de diferentes respostas a terapias e evoluções clínicas. 

(Siddiqi & Mehra, 2020) A revisão sistemática de Izcovich e 

colaboradores(Izcovich et al., 2020) aponta perto de 50 marcadores em 207 

estudos que podem prover informações prognósticas valorosas sobre a 

gravidade e/ou mortalidade da doença. Esses marcadores não são específicos 

para COVID-19 e demonstram similaridades em relação a outras condições. 

 Recentemente, poucos estudos têm mostrado a existência de metabólitos 

clinicamente significantes que possam interferir na gravidade e prognóstico da 

COVID-19. (Y. Chen et al., 2020; Shi et al., 2021; Song et al., 2020) Estudos 

metabolômicos podem prover um retrato do estado fisiopatológico do organismo 

em resposta a doenças e tratamentos. (Johnson et al., 2016) A metabolômica 

tem se tornado uma ferramenta útil para detectar biomarcadores metabólicos 

com objetivo diagnóstico, terapêutico e prognóstico. Metabolômica é o estudo de 

todos os metabólitos produzidos por uma célula sob um dado conjunto de 

condições, incluindo suas concentrações e funções. (Donald Voet, Judith G. Voet 

& Pratt, 2014) Alguns painéis metabolômicos e lipidômicos têm sido identificados 

em soro e plasma com objetivo de distinguir as variações clínicas na COVID-19 

e avaliar sua gravidade. (Zheng et al., 2021). Uma das formas de realizar a 

análise metabolômica é utilizando a espectroscopia de ressonância nuclear 

magnética (RNM). A RNM caracteriza as moléculas utilizando o princípio da 

absorção e da ressonância de radiação de certos átomos quando colocados em 

campo magnético. Trata-se de técnica não destrutiva e independe de técnicas 

de separação analítica, com amostras de execução relativamente rápida, fácil e 

de baixo custo. (Jacob et al., 2019) 
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 1.4 - A COVID-19, inflamação e interleucinas inflamatórias 

 Elevação em algumas citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias têm sido 

detectadas em pacientes com COVID-19, dentre elas: IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, IL-

17, ligante de quimiocina 2, TNF-ɑ, fator estimulador de colônias de granulócitos, 

proteína 10 induzível por Interferon-Gama (IFN- γ), proteína-1 quimioatraente de 

monócitos e proteína inflamatória de macrófagos. A concentração dessas 

citocinas e quimiocinas varia de acordo com algumas condições do paciente. O 

aumento da interleucina-6 (IL-6) parece estar diretamente associado a uma piora 

do estado dos pacientes. (Yazdanpanah et al., 2020) A tempestade de citocinas 

é uma resposta inflamatória sistêmica descontrolada decorrente da infecção pelo 

SARS-CoV-2 levando a ativação das respostas imunes naturais e celulares e 

liberação de grandes quantidades de citocinas pró-inflamatórias. (Ciaccio & 

Agnello, 2020) 

 Uma das formas de se analisar as citocinas inflamatórias é utilizando a 

técnica de citometria de fluxo. Esta técnica quantifica as características ópticas 

e de fluorescência de células ou partículas individuais em líquido fluindo por um 

caminho óptico e luz fluorescente. À medida que a partícula passa pelo feixe de 

luz (geralmente lasers), a luz espalhada fornece informações sobre as partículas. 

Essa luz é captada por um tubo fotomultiplicador, sendo que a dispersão direta 

fornece informações sobre o tamanho da partícula e a dispersão lateral, sobre a 

morfologia da partícula. As partículas podem ser analisadas com base em uma 

fluorescência de fluorocromos usados para a detecção de um alvo (Figura 2). 

(Vembadi et al., 2019)
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Figura 2 – Princípios da citometria de fluxo 

 

(A) Assim que o feixe de luz atinge a partícula é possível medir diferentes parâmetros (extinção, dispersão e fluorescência) fornecendo 
informações sobre as propriedades ópticas e de composição da partícula. (B) Esquema mostrando as partículas alinhadas em um fluxo único 
interagindo com a luz do laser posteriormente coletada por detectores (Adaptado de Vembadi, 2019) 
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 1.5 - A COVID-19 em idosos (inflammaging e imunossenescência) 

 Com o avançar da idade, o aumento dos níveis de citocinas pró-

inflamatórias sistêmicas, marcadamente IL-6, e a diminuição dos níveis de 

citocinas anti-inflamatórias sistemáticas criam uma condição crônica de 

inflamação conhecida como inflammaging. (Franceschi et al., 2000; Fulop et al., 

2018; Maggio et al., 2006; Meftahi et al., 2020; Michaud et al., 2013; Sanada et 

al., 2018)  

 A vulnerabilidade dos idosos à infecção é explicada pela 

imunossenescência, que reflete a depressão do sistema imunológico levando-os 

a maior propensão às infecções. Nesta condição, a produção de células T e B 

imaturas diminui e a imunidade inata é prejudicada, afetando a progressão para 

uma resposta imune adaptativa.(Castle, 2000; Fuentes et al., 2017; Kang & Jung, 

2020; Meftahi et al., 2020; Ponnappan & Ponnappan, 2011) 

Tanto as condições de inflammaging e imunossenescência, quanto o 

estresse oxidativo, super-expressão do receptor da ECA-2, déficit de vitamina D, 

atividade das células senescentes do tecido adiposo e diminuição da autofagia 

e da mitofagia, comumente encontrados em idosos, associados à infecção pelo 

SARS-CoV-2 podem sobrecarregar a amplitude da resposta imune (por 

exemplo, altos níveis de IL-6 e TNF-α), levando a uma crítica tempestade de 

citocinas. (Meftahi et al., 2020) 

Desta forma, identificar moléculas envolvidas na ativação e manutenção 

da inflamação exacerbada durante a COVID-19 proporcionará informações 

relevantes para o tratamento e prognóstico dos pacientes. 

1.6 – Justificativa 

A justificativa do presente estudo foi detectar alterações em amostras dos 

pacientes infectados com SARS-CoV-2 na fase aguda, avaliando citocinas 

inflamatórias, transaminases, metabólitos da metabolômica que estivessem 

associados a diferentes gravidades da COVID-19 e verificar a possibilidade de 

usá-los como biomarcadores de gravidade da COVID-19. 
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1.7 – Objetivos 

1.7.1 – Gerais: 

O objetivo do presente estudo é detectar biomarcadores que estabeleçam 

relação com a gravidade de pacientes com COVID-19 na admissão hospitalar. 

Dentre estes biomarcadores estão citocinas inflamatórias, transaminases 

hepáticas e metabólitos analisados pela metabolômica.  

1.7.2 – Específicos: 

 1) Estabelecer relação entre o perfil imunológico (citocinas inflamatórias) 

e grupos etários de pacientes com COVID 19; 

 2) Analisar a relação da diferença entre o perfil imunológico, grupos 

etários com gravidade e comorbidades; 

 3) Estabelecer a relação entre níveis de transaminases hepáticas e 

gravidade da COVID-19; 

 4)  Analisar os níveis de transaminases na COVID-19 e alterações 

bioquímicas, inflamatórias e imunológicas. 

5) Estabelecer a relação do perfil metabolômico (principalmente a 

fenilalanina) com a gravidade de pacientes com COVID-19; 

6)  Analisar a relação da fenilalanina e marcadores inflamatórios e perfil 

imunológico (citocinas inflamatórias).
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2- Capítulo 2 - Materiais e Métodos 

2.1 – Desenho e local de realização do estudo 

 Trata-se de um estudo transversal realizado no Hospital Universitário da 

Universidade Federal de São Carlos (HU-UFSCar).  

2.2 – Critérios de inclusão / recrutamento 

 Os pacientes foram recrutados de junho a dezembro de 2020 e incluídos 

se apresentassem o diagnóstico de COVID-19 de acordo com as diretrizes da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) (WHO, 2021) e tivessem menos de 14 

dias dos sintomas e menos de 11 dias do início da doença até a internação 

hospitalar ou admissão para observação na emergência do HU-UFSCar. 

 O diagnóstico da COVID-19 segundo a OMS prevê a coleta de amostras 

respiratórias para teste de amplificação de ácido nucleico, por exemplo, reação 

em cadeia da polimerase de transcrição reversa (RT-PCR). Testes repetitivos do 

trato respiratório superior e/ou trato respiratório inferior podem ser necessários 

para estabelecer um diagnóstico. (WHO, 2021) 

2.3 – Critérios de exclusão 

 Foram excluídos do trabalho gestantes e pacientes com alíquotas 

insuficientes de soro para as análises indicadas na pesquisa. Pacientes com 

mais de 11 dias do início da doença até a internação hospitalar foram excluídos 

porque esse é o período acima do 75º percentil para o clearance viral.(Cevik et 

al., 2021) Portanto, buscamos reduzir a chance de interferências secundárias no 

padrão das citocinas inflamatórias, além da relação entre a infecção do SARS-

CoV-2 e a resposta imune.  

2.4 – Preceitos éticos 

 O estudo foi realizado de acordo com as diretrizes estabelecidas na 

Resolução nº 466/ 2012 do Conselho Nacional de Saúde e todos os 

procedimentos envolvendo os participantes da pesquisa foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar) 

(Número: 30184220.8.0000.5504). (Apêndice 1 – Aprovação pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da UFSCar)  
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 Consentimento livre e informado foi obtido por escrito de todos os 

pacientes ou responsáveis antes de serem incluídos no estudo. (Apêndice 2 – 

Termo de consentimento livre e esclarecido) 

2.5 - Avaliações de estudo 

 Todos os pacientes foram avaliados na admissão (internação ou 

emergência do hospital) com registro dos dados sociodemográficos e clínicos 

(sinais e sintomas, dados vitais, uso de oxigênio, início dos sintomas), 

comorbidades crônicas e gravidade da doença no momento da avaliação inicial. 

As informações foram coletadas utilizando protocolo de extração de dados 

padronizado (Apêndice 3 – Protocolo de extração de dados), extraídas dos 

prontuários eletrônicos do Aplicativo de Gestão para Hospitais Universitários do 

HU-UFSCar.  

 As comorbidades foram analisadas utilizando o índice de comorbidade de 

Charlson (ICC), índice desenvolvido por Charlson e colaboradores(Charlson et 

al., 1987) e composto por 17 condições clínicas (comorbidades), sendo que cada 

condição recebe uma pontuação com pesos variando entre 0 e 6, estabelecidos 

baseando-se no risco relativo de morte. A somatória das condições 

apresentadas pelo paciente, evidencia seu risco de morte.(Charlson et al., 1987; 

Iucif Junior & Rocha, 2004) (Anexo 1 – Índice de Comorbidade de Charlson) 

 A gravidade da doença foi avaliada no momento da admissão utilizando 

três tipos diferentes de avaliação: 1) o National Early Warning Score 2 (NEWS2); 

2) Avaliação da Insuficiência Orgânica Relacionada à Sepse (SOFA) e 3) 

Classificação de gravidade da doença COVID-19 - OMS, sendo os pacientes em 

casos leves, moderados e graves (Anexo 2 - Classificação de gravidade da 

doença COVID-19). 

 O NEWS2 faz parte do conceito de escores de alerta precoce 

desenvolvidos em 1997, que se baseia em alterações dos sinais vitais como 

alerta para o risco de deterioração do estado de saúde do paciente. São 

ferramentas simples e que podem ser utilizadas a beira leito, alertando para 

maior ou menor necessidade de atenção ao estado de saúde do paciente. O 

NEWS2 foi desenvolvido no Reino Unido em 2017, podendo ser utilizado em 

qualquer momento da atuação intra e extra-hospitalar. O seu escore é calculado 
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utilizando-se parâmetros fisiológicos (frequência respiratória, saturação de 

oxigênio, temperatura corporal, pressão arterial sistólica, frequência cardíaca, 

nível de consciência), uso ou não de oxigenioterapia suplementar e uma 

avaliação específica para pacientes com insuficiência respiratória hipercápnica, 

como doença pulmonar obstrutiva crônica. O cálculo final do escore é obtido 

somando-se os valores atribuídos a cada item, variando de zero (melhor 

prognóstico) a 23 (pior prognóstico). (Oliveira et al., 2020; Royal College of 

Physicians, 2020). (Anexo 3 – NEWS2) 

 O escore de SOFA trata-se de uma pontuação utilizada para descrever 

uma sequência de complicações em doentes críticos desenvolvido em 

1994.(Vincent et al., 1996) O SOFA é utilizado rotineiramente em monitorização 

de morbidades agudas em unidades de terapia intensiva, além de ser utilizado 

para o diagnóstico de sepse. Baseia-se em seis escores diferentes para os 

parâmetros respiratórios, cardiovasculares, hepático, de coagulação, sistema 

renal e neurológico, com pontuação variando de 0 a 4 para cada sistema, sendo 

que pontuações maiores refletem piora da disfunção orgânica. (Lambden et al., 

2019; Silva & Othero, 2004) (Anexo 4 – SOFA) 

 A Classificação de gravidade da doença COVID-19 preconizada pela 

OMS, classifica os pacientes em leve (pacientes sintomáticos que atendem à 

definição do caso para COVID-19 sem evidência de pneumonia viral ou hipóxia); 

moderada (adolescente ou adulto com sinais clínicos de pneumonia, isto é, febre, 

tosse, dispneia e respiração rápida, mas sem sinais de pneumonia grave, 

incluindo saturação de oxigênio ≥ 90% em ar ambiente) e grave (adolescente ou 

adultos com sinais clínicos de pneumonia mais um dos seguintes: taxa 

respiratória > 30 respirações por minuto, problema respiratório grave -com uso 

de musculatura acessória e incapacidade de completar frases- ou saturação de 

oxigênio < 90% em ar ambiente). 

 Nível de fragilidade dos pacientes foi avaliado utilizando a escala clínica 

de fragilidade (ECF). Essa escala é composta de nove níveis de fragilidade 

baseadas no estado geral de saúde e habilidade em realizar atividades diárias 

de vida. Cada aumento do escore representa um aumento significativo no risco 

de mortalidade e institucionalização do idoso em médio prazo, sendo 

considerado como sem fragilidade um escore menor ou igual a 3, pré-frágil o 
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escore de 4 e fragilidade pacientes com escore de 5 ou mais. (Rockwood et al., 

2005; Rodrigues et al., 2021) (Anexo 5 – Escala Clínica de Fragilidade) 

 Todos os pacientes foram tratados para COVID-19 utilizando sempre as 

últimas recomendações para o manejo da doença, sendo também anotados os 

outros tratamentos utilizados, como dexametasona, heparina de baixo peso 

molecular e antibióticos. 

2.6 - Exames laboratoriais 

 Exames bioquímicos habituais foram coletados dentro de 12h da 

admissão hospitalar e analisados no laboratório do próprio HU-UFSCar. 

Juntamente com essas amostras, alíquotas de 5 mL de soro foram coletadas e 

armazenadas em freezer a -80° C no Laboratório de Inflamação e Doenças 

Infecciosas do Departamento de Morfologia e Patologia da UFSCar (LIDI-DMP-

UFSCar), onde posteriormente foram descongeladas à temperatura ambiente 

para análise. 

2.7 - Marcadores sistêmicos de inflamação / citometria de fluxo 

 A análise das citocinas inflamatórias foi realizada no citômetro de fluxo do 

Laboratório de Biologia do Envelhecimento do Departamento de Gerontologia da 

UFSCar. 

 As amostras foram analisadas por citometria de fluxo utilizando BD Accuri 

C6 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) e citocinas plasmáticas (IL-2, IL-

4, IL-6, IL-10, IFN-γ e TNF-α) foram medidos com kit de inflamação humana de 

matriz de grânulos citométrica (BD ™ EBA Human Th1 / Th2 Cytokine Kit, BD 

Biosciences, San Diego, CA, EUA). O procedimento foi realizado seguindo as 

instruções dos fabricantes. Os dados foram analisados usando o software 

FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, OR, EUA). 

As citocinas (IL-6, TNF-α, IL-2, IFN-ɣ, IL-4, IL-10) foram simultaneamente 

medidas pelo método de ensaio baseado em células (EBA), nos soros de 

paciente com COVID-19. O EBA é um método de captura de proteínas, contendo 

esferas de tamanho e fluorescência conhecidos, podendo assim capturar 

múltiplas proteínas simultaneamente. Cada esfera está associada a um único 

anticorpo específico para cada citocina analisada. Assim, as esferas conjugadas 

a fluorocromos emitem fluorescência. A concentração de cada citocina é obtida 
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pela intensidade de fluorescência emitida. O Kit Th1/Th2 humano (BD 

Biosciences, San Jose, CA, EUA) foi utilizado seguindo as instruções do 

fabricante. Primeiramente foi realizada uma curva padrão das beads em oito 

tubos respectivamente sendo (1:2; 1:4; 1:16; 1:64; 1:128; 1:256) e, em seguida, 

as amostras dos pacientes foram diluídas 1:4 com diluente G (Kit). Em 50 µL da 

amostra de cada paciente, adicionou-se 50 µL do pool citocinas (IL-6, TNF-α, IL-

2, IFN-ɣ, IL-4, IL-10) e 50 µL do reagente de detecção Th1/Th2. Cada amostra 

foi incubada então por três horas em temperatura ambiente e protegida da luz; 

após o período de incubação, adicionou-se 1mL de tampão de lavagem e 

centrifugou-se 200g por 5 min, descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se 

300 µL de tampão de lavagem para realizar a leitura. 

A leitura foi realizada em citômetro de fluxo Accuri ™ C6 BD Biosciences, 

selecionando gate R1 com 2100 eventos. A análise foi realizada usando o 

software FlowJo LLC, Ashland, OR, EUA (BD Biosciences). 

 

2.8 – Metabolômica 

2.8.1 - Preparação de amostra de soro para medições de RNM 

 Após o descongelamento da amostra 500 μL de soro sanguíneo foram 

adicionados ao filtro (Amicon Ultra - 3 kDa) e centrifugados a 14000 g por 30 min 

a 4 °C. Em seguida, 150 μL de soro filtrado foram transferidos para um tubo de 

RNM de 5 mm (Wilmad Standard Series 5 mm, Sigma-Aldrich) contendo 60 μL 

de tampão de fosfato para aquisição imediata de RNM. 

 Todos os filtros foram lavados com 500 μL de água Milli-Q, seguida de 

centrifugação a 14.000 g por 5 minutos a 4 °C. Este processo foi repetido cinco 

vezes. Após a quinta lavagem, girou-se (filtro reverso e rotação a 7500 g por 60 

segundos) para eliminar qualquer resíduo de água Milli-Q. 

2.8.2 - Aquisição de espectro e quantificação de metabólitos 

 Todas as medições de RNM foram adquiridas em um espectrômetro Tesla 

Bruker 14,1 (600 MHz para frequência de hidrogênio), equipado com uma 

criossonda TXI de 5 mm usando temperatura 343K, TSP-d4 como referência 

interna, solvente D2O e a cabeça da sonda de detecção inversa, exceto para 13 

C (a banda larga direta observar). Nesse momento ocorre o fenômeno de 

ressonância magnética, situação em que os prótons do hidrogênio das 
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moléculas sofrem modificações de seu spin decorrente ao campo magnético 

aplicado, retornando ao seu estado natural após interrompido o estímulo. Essa 

modificação é identificada e processada digitalmente, dando origem aos 

espectros de RNM. 

 Para o espectro 1 H com sinal de pré-saturação HDO usando onda 

contínua, os parâmetros foram: tempo de aquisição (AQ = 5,45s), largura de 

varredura (SWH = 12019 Hz), atraso de relaxamento (d1 = 3s), o tempo de pulso 

de 90 ° (p1 = 9,125 µs) e número de varreduras (ns = 128). Após a aquisição do 

espectro, as correções de linha de base, a identificação e a quantificação dos 

metabólitos presentes nas amostras foram conduzidas usando o software Suite 

8.6 Chenomx (Chenomx Inc., Edmonton, AB, Canadá) pelo sinal TMSP-d4 

(concentração conhecida = 0,5 mmol.L-1) como uma referência interna para 

quantificar outros metabólitos. Todos os espectros foram processados com 

alargamento de linha de 0,3 Hz (lb) para atenuar o ruído nos sinais espectrais. 

2.9 - Avaliação das transaminases hepáticas 

 Em relação as transaminases hepáticas, definimos como elevação 

limítrofe os níveis de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST) excedendo o limite superior da normalidade (LSN), mas 

menor que 2x o LSN. Elevações leves a severas foram consideradas quando o 

aumento foi 2x o LSN. (Kwo et al., 2017) 

2.10 - Grupos para análise dos dados: 

 Os dados foram analisados em três modalidades diferentes: 

1) Avaliação das interleucinas inflamatórias em relação à idade (sendo o 

grupo 1, pacientes com menos de 65 anos, chamados de adultos e grupo 

2, pacientes com 65 anos ou mais, chamados de idosos) e às 

interferências das comorbidades e gravidade. 

2) Avaliação dos dados clínicos e de gravidade obtidos baseados nas 

transaminases hepáticas (normais, limítrofe e >2x LSN) 

3) Avaliação de dados da metabolômica (entre eles, citocinas inflamatórias 

e fenilalanina) comparativamente entre pacientes leves, moderados e 

graves). 
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2.11 - Análise estatística 

 De acordo com cada uma das três modalidades de grupos estabelecidos 

indicados no tópico 2.10, foi estipulado um tipo de análise estatística diferente. 

 Todas as análises foram conduzidas usando R versão 4.0.3 (The R 

Foundation for Statistical Computing, Viena, Áustria) em R-Studio 1.3.1093 

(RStudio Inc., Boston, EUA).  

2.11.1 – Avaliação das interleucinas inflamatórias em relação à idade 

(adultos e idosos) e às interferências das comorbidades e gravidade. 

 Os dados contínuos foram apresentados como mediana [1º, 3º quartil] de 

acordo com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Variáveis categóricas foram 

apresentadas como contagens (porcentagens). As comparações entre os grupos 

foram feitas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney para variáveis contínuas e 

teste Qui-quadrado de Pearson com correção de continuidade de Yates para 

variáveis categóricas. Modelos de regressão linear multivariada foram usados 

para investigar a relação entre os níveis circulantes de citocinas inflamatórias 

(variáveis dependentes) e idade. As medidas de citocinas foram transformadas 

(log10) para que as variáveis atendessem aos pressupostos dos testes 

estatísticos. Características clínicas e gravidade da doença foram selecionadas 

para a análise multivariada.  

2.11.2 - Avaliação dos dados clínicos e de gravidade obtidos em diferentes 

faixas de transaminases hepáticas (normais, limítrofe e >2x LSN) 

 Os dados contínuos foram apresentados como média ± desvio padrão ou 

mediana [1º - 3º quartil] de acordo com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. 

As variáveis categóricas foram apresentadas como contagens (porcentagens). 

As comparações entre os grupos foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis 

seguido do teste Post Hoc de Bonferroni-Dunn para variáveis contínuas e teste 

Qui-quadrado de Pearson com correção de continuidade de Yates para variáveis 

categóricas. A significância estatística foi avaliada em um valor de p bilateral < 

0,05. 
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2.11.3 - Avaliação de dados da metabolômica (entre eles, citocinas 

inflamatórias e fenilalanina) comparativamente entre pacientes leves, 

moderados e graves). 

 Os dados contínuos foram apresentados como mediana [1º, 3º quartil] de 

acordo com o teste de Shapiro-Wilk. As variáveis categóricas foram 

apresentadas como contagens (porcentagens). As comparações entre os grupos 

foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn, com 

correção do valor-p de Benjamini-Hochberg, para variáveis contínuas e teste 

Qui-quadrado de Pearson, com correção de continuidade de Yates, para 

variáveis categóricas.  

Modelos de regressão linear multivariada foram usados para investigar a 

relação entre os níveis circulantes de fenilalanina e as principais citocinas 

inflamatórias. As medidas de fenilalanina e citocina foram transformadas (log10) 

para que as variáveis atendessem aos pressupostos dos testes estatísticos. 

Características clínicas e gravidade da doença foram selecionadas para a 

análise multivariada.
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Capítulo 3 - Resultados e Discussões 

 

3.1 - Artigo 1: “IL-6 e IL-10 estão associadas com a gravidade da doença e com 

maior número de comorbidades em idosos com COVID-19”  

(Original: IL-6 and IL-10 are associated with Disease severity and higher 

comorbity in adults with COVID-19). Figura 1. 

Publicado em 26 de março de 2021, na revista “Cytokine” 

doi.org/10.1016/j.cyto.2021.155507 

 

Figura 3.1. Primeira página do artigo “IL-6 and IL-10 are associated with Disease 

severity and higher comorbity in adults with COVID-19” 
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3.1.1 - Resultados: 

 Entre julho e outubro de 2020, um total de 167 adultos foram internados 

no hospital. Vinte e cinco pacientes foram excluídos da análise devido falta de 

amostra de sangue. A Tabela 3.1 resume as características dos pacientes. Havia 

142 indivíduos com idades entre 22 e 99 anos (média de 60 anos). Cerca de 

metade deles era do sexo masculino (54,2%), com ICC mediano de 2 (variando 

de um mínimo de 0 a um máximo 8), e um total de 36 pacientes (25,4%) 

apresentaram alta comorbidade (índice ≥ 5). A maioria dos pacientes não eram 

diabéticos (76,8%) nem tinham doenças cardiovasculares (85,2%), nem eram 

hipertensos (55,6%). Houve uma diferença significativa entre os dois grupos de 

idade em quase todas as variáveis basais, exceto para sexo (p = 1,0), diabetes 

mellitus (p = 0,2), tempo desde o início dos sintomas até a admissão hospitalar 

(p = 0,7), e pontuação NEWS2 na admissão hospitalar (p = 0,2)
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Características 
Amostra total 

(n=142) 
< 65 anos 

(n=83) 
65+ anos 

(n=59) 
Valor p 

Idade, anos 61 [45 – 76] 47 [38,5 – 57,5] 79 [72,5 – 84,5] < 0,001 

Sexo, masculino 77 (54,2) 45 (54,2) 32 (54,2) 1,00 

Comorbidades     

   Diabetes mellitus 33 (23,2) 16 (19,3) 17 (28,8) 0,2 

   Doença cardiovascular 21 (14,8) 6 (7,2) 15 (25,4) 0,003 

   Hipertensão arterial 63 (44,4) 25 (30,1) 38 (64,4) < 0,001 

   ICC 2 [0 – 5] 0 [0 – 2] 5 [4 – 6] < 0,001 

ECF     

  Geral 3 [2 – 5] 2 [1 – 2,5] 6 [4,5 – 8] < 0,001 

   Fragilidade 47 (33,1) 3 (3,6) 44 (74,6) < 0,001 

Tempo do início dos 
sintomas até a admissão 
hospitalar, dias 

7 [4 – 10] 7 [4 – 10] 6 [4 – 10,5] 0,7 

NEWS2 na admissão 
hospitalar 

3 [2 – 5] 3 [2 – 5] 3 [2 – 5] 0,2 

SOFA na admissão 
hospitalar 

2 [2 – 3] 2 [2 – 2] 3 [2 – 3] < 0,001 

Internação em UTI 26 (18,3) 14 (16,9) 12 (20,3) 0,01 

Os dados contínuos são apresentados como média ± desvio padrão ou mediana [1º - 3º 
quartil], as variáveis categóricas são apresentadas como contagens (porcentagens) 
ICC, Índice de Comorbidade de Charlson; ECF, Escala Clínica de Fragilidade; NEWS2, National 
Early Warning Score 2; SOFA, Avaliação da insuficiência orgânica relacionada à sepse; UTI, 
Unidade de Terapia Intensiva. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Tabela 3.1 Características da coorte 
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 A Tabela 3.2 mostra o perfil de citocinas da coorte na admissão hospitalar 

por grupo de idade. IL-6 e IL-10 foram significativamente maiores entre aqueles 

com 65 anos e ou mais idade. Por outro lado, nenhuma diferença significativa foi 

encontrada nos níveis de IL-2, IL-4, IFN-γ e TNF-α entre as duas faixas etárias.  

 

Características 
Amostra total 

(n=142) 

< 65 anos 

(n=83) 

65+ anos 

(n=59) 
Valor p 

Interleucina-2, pg/mL 14,0 [13,1 – 14,7] 13,8 [12,7 – 14,7] 14,4 [13,6 – 14,7] 0,1 

Interleucina-4, pg/mL 19,9 [19,0 – 21,0] 19,9 [18,8 – 20,9] 20 [19,2 – 21,1] 0,4 

Interleucina-6, pg/mL 32,6 [22,1 – 93,4] 25,3 [20,5 – 52] 51,6 [25,5 – 123,0] < 0,001 

Interleucina-10, pg/mL 39,7 [36,7 – 47,6] 38,4 [35,8 – 46,6] 41,5 [38,4 – 55] 0,003 

Interferon-γ, pg/mL 14,9 [13,9 – 17,1] 14,8 [13,6 – 17] 15,1 [14,1 – 17,5] 0,3 

Fator de Necrose 

Tumoral-α, pg/mL 
13,2 [12,7 – 14,6] 13,1 [12,6 – 14,2] 13,3 [12,9 – 15] 0,2 

Razão IL-6/IL-10 0,8 [0,6 – 1,6] 0,7 [0,6 – 1,1] 0,9 [0,6 – 2,2] 0,004 

Os dados contínuos são apresentados como mediana [1º - 3º quartil]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3.2 Nível de citocinas de acordo com os grupos etários 
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 Figura 3.2 mostra a probabilidade cumulativa e os gráficos de distribuição 

das medidas de IL-6 e IL-10 em cada faixa etária. Nesta figura, podemos 

observar que cerca de 75% dos indivíduos com menos de 65 anos tinham uma 

concentração sérica de IL-6 abaixo de 4 log pg/mL, enquanto cerca de 50% 

daqueles com 65 anos ou mais tinham a mesma concentração. Resultados 

semelhantes, mas menos pronunciados, foram obtidos com IL-10 e, 

consequentemente, o mesmo foi observado para a relação IL-6/IL-10. 

 

Figura 3.2. Probabilidade cumulativa e distribuição em violino de (A) IL-6 (log 

pg/mL) e (B) IL-10 (log pg/mL) mensuradas de acordo com o grupo etário 
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 Considerando um possível papel da comorbidade e da gravidade da 

doença nas diferenças observadas relacionadas à idade dos níveis séricos de 

IL-6 e IL-10, analisamos posteriormente essa relação usando um modelo de 

regressão linear. A Tabela 3.3 mostra que a idade de 65 ou mais perdeu sua 

significância após o ajuste para o índice de comorbidade. 

 

Variável dependente: IL-6 (log pg/mL) 

Variáveis 

independentes 

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 

Coeficiente β 

padronizado  

(95% IC) 

p 

Coeficiente β 

padronizado  

(95% IC) 

p 

Coeficiente β 

padronizado  

(95% IC) 

p 

Idade       

   < 65 anos Referência - Referência - Referência - 

   65+ anos 0,5 (0,17 – 0,83) 0,003 0,16 (-0,33 – 0,65) 0,5 0,14 (-0,34 – 0,61) 0,5 

Sexo, masculino 0,16 (-0,16 – 0,49) 0,3 0,17 (-0,15 – 0,49) 0,2 0,11 (-0,20 – 0,43) 0,4 

Índice de Comorbidade 

de Charlson  
- - 0,09 (-0,01 – 0,19) 0,06 0,08 (-0,02 – 0,19) 0,1 

NEWS2 na admissão 

hospitalar 
- - - - 0,12 (0,04 – 0,21) 0,005 

SOFA admissão 

hospitalar 
- - - - 0,02 (-0,21 – 0,24) 0,8 

       

Variável dependente: IL-10 (log pg/mL) 

Variáveis 

independentes 

Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6 

Coeficiente β 

padronizado  

(95% IC) 

p 

Coeficiente β 

padronizado  

(95% IC) 

p 

Coeficiente β 

padronizado  

(95% IC) 

p 

Idade       

   < 65 anos Referência - Referência - Referência - 

   65+ anos 0,40 (0,07 – 0,73) 0,02 0,53 (0,03 – 1,02) 0,04 0,51 (0,02 – 1,01) 0,04 

Sexo, masculino 0,21 (-0,12 – 0,54) 0,2 0,21 (-0,12 – 0,53) 0,2 0,17 (-0,16 – 0,5) 0,3 

Índice de Comorbidade 

de Charlson 
- - -0,03 (-0,14 – 0,07) 0,5 -0,04 (-0,15 – 0,07) 0,4 

NEWS2 na admissão 

hospitalar 
- - - - 0,09 (0,001 – 0,17) 0,05 

SOFA admissão 

hospitalar 
- - - - -0,001 (-0,23 – 0,23) 0,9 

95% IC, 95% Intervalo de confiança 

NEWS2, National Early Warning Score 2; SOFA, Avaliação da insuficiência orgânica relacionada 

à sepse. 

 

 

 

 

Tabela 3.3 - Modelo de regressão linear para associação das características clínicas e 

gravidade da doença com os níveis séricos de IL-6 (log pg/mL) e IL-10 (log pg/mL) 
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 O modelo 3 revelou que a pontuação NEWS2 na admissão hospitalar é o 

único fator independentemente associado a níveis séricos mais elevados de IL-

6. Por outro lado, a Tabela 3.3 (modelos 4, 5 e 6) mostra que níveis séricos mais 

elevados de IL-10 (log pg/mL) permaneceram independentemente associados a 

ter 65 anos ou mais, após ajuste para índice de comorbidade e gravidade da 

doença. 

 Por fim, investigamos mais detalhadamente se havia interação da faixa 

etária com o Índice de Comorbidade de Charlson, ajustando-o para sexo e 

gravidade da doença. A Tabela 3.4 mostra que o termo de interação entre idade 

e ICC é estatisticamente significativo, isto é, o efeito do ICC no aumento dos 

níveis séricos de IL-6 (log pg/mL) varia com a faixa etária e está independente e 

positivamente associado a uma idade de 65 anos ou mais (p =0,007). 

 

Variável dependente: IL-6 (log pg/mL) 

Variáveis independentes 

Modelo 7 Modelo 8 

Coeficiente β 

padronizado  

(95% IC) 

p 

Coeficiente β 

padronizado  

(95% IC) 

p 

Idade     

   < 65 anos: Índice de 

Comorbidade de Charlson 
0,12 (-0,01 – 0,24) 0,06 0,10 (-0,02 – 0,18) 0,1 

   65+ anos: Índice de 

Comorbidade de Charlson 
0,12 (0,05 – 0,19) 

< 

0,001 
0,11 (0,03 – 0,18) 0,007 

Sexo, masculino 0,17 (-0,71 – 0,5) 0,2 0,12 (-0,2 – 0,43) 0,4 

NEWS2 na admissão 

hospitalar 
- - 0,12 (0,04 – 0,21) 0,005 

SOFA admissão hospitalar - - 0,02 (-0,21 – 0,24) 0,8 

95% IC, 95% Intervalo de confiança 

NEWS2, National Early Warning Score 2; SOFA, Avaliação da insuficiência orgânica relacionada 

à sepse 

 

 

 

 

 

Tabela 3.4 - Modelo de regressão linear para associação da interação entre 

idade e ICC com os níveis séricos de IL-6 (log pg/ml) 
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3.1.2 - Discussão 

 Nossos resultados mostram que idosos (com 65 anos ou mais) com 

COVID-19 têm níveis séricos mais elevados de IL-6 e IL-10 em comparação com 

menores de 65 anos. Embora a IL-10 esteja independentemente associada à 

idade e gravidade da doença, os níveis séricos de IL-6 não estão diretamente 

associados com a idade. O índice de comorbidade parece ser o principal 

responsável por isso, sendo significativamente associado aos níveis de IL-6 

entre aqueles com 65 anos ou mais, além da gravidade da doença. 

 Semelhante aos nossos resultados, Hashizume (Hashizume, 2020)  

demonstrou não apenas níveis elevados de IL 6 e IL-10 em alguns pacientes 

com COVID-19, mas também que essa produção desequilibrada de citocinas 

prediz a gravidade da doença. Assim, alguns autores demonstraram que os 

níveis de 66 biomarcadores solúveis em 175 pacientes italianos com diferentes 

gravidades da COVID-19, Abers e colaboradores (Abers et al., 2021) sugeriram 

que os níveis aumentados de IL-6 e IL-10 foram independentemente associados 

à mortalidade. Além disso, uma meta-análise recente incluindo 44 artigos 

abrangendo 7.865 pacientes mostrou níveis aumentados de IL-6 e IL-10 entre 

aqueles com doença grave. (Akbari et al., 2020) No entanto, a maioria desses 

estudos não controlou para fatores intervenientes, como idade, gravidade da 

doença e comorbidades, destacando a importância da nossos resultados e 

apontando para a necessidade de considerar outros aspectos (como gravidade 

da doença e comorbidade) como fatores de ajuste ao avaliar o risco de idosos 

com COVID-19. 

 Durante doenças virais, incluindo COVID-19, a resposta inata induz 

células infectadas a secretar vários mediadores pró-inflamatórios, gerando uma 

resposta inflamatória potente. (Copaescu et al., 2020) IL-6 e IL-10 são 

produzidos localmente no tecido inflamado e liberados na circulação por uma 

variedade de células diferentes, incluindo macrófagos, linfócitos, fibroblastos e 

células endoteliais e epiteliais. (Hashizume, 2020) Uma vez produzidas, essas 

citocinas aumentam o fluxo sanguíneo próximo ao local da infecção e ativam 

macrófagos e outras células fagocíticas para eliminação do vírus e células 

infectadas. (Pasrija & Naime, 2021) 
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 IL-6 é um mediador pleiotrópico chave em vários processos inflamatórios, 

incluindo lesões e infecções nos tecidos. Por outro lado, a IL-10 é conhecida por 

ter propriedades anti-inflamatórias, iniciando respostas imunes inatas e 

adaptativas e, portanto, limitando as respostas pró-inflamatórias a fim de 

prevenir danos aos tecidos. (Hofmann et al., 2012) Portanto, ao longo do curso 

agudo de uma infecção, a IL-10 inibe a atividade de Células T, células natural 

killer (NK) e macrófagos que, apesar de necessários para eliminação, também 

são fatores-chave que induzem danos aos tecidos. Portanto, embora limite o 

dano ao tecido colateral, a IL-10 também pode impedir a eliminação viral bem-

sucedida. (Rojas et al., 2017) Assim, o equilíbrio entre os níveis séricos de 

citocinas IL-6 e IL-10 pode ser uma ferramenta útil para prever a gravidade da 

doença e mais estudos devem abordar esse recurso para que terapias 

alternativas possam contribuir com a imunorregulação nestes pacientes. (Lu et 

al., 2021) 

 No entanto, compreender as vias que regulam a síntese e produção de 

IL-6 pode ser a chave para entender como esta citocina participa da gravidade 

das doenças. Embora neste estudo não foi verificada a participação do TNF-α 

na produção de IL-6, nós sugerimos que outras vias independentes podem 

possam estar envolvidas nesta regulamentação e que a IL-10 pode ter um papel 

fundamental neste processo. Consequentemente, foi recentemente sugerido que 

a indução precoce de IL-10 após a infecção por SARS-CoV-2 pode de fato 

representar um mecanismo de feedback negativo que serve como uma medida 

contrária à inflamação causada por outros mediadores pró-inflamatórios.(Lu et 

al., 2021) Como IL-10 endógena aumenta a produção, apesar de ser uma 

citocina regulatória, pode funcionar como um agente pró-inflamatório, dado que 

seu feedback positivo pode estimular a produção de citocinas pró-inflamatórias 

estimulando a tempestade de citocinas. A evidência inicial é limitada e mais 

estudos são necessários para confirmar o papel da IL-10 em COVID-19. 

 Nosso estudo reafirmou a importância de considerar a comorbidade no 

contexto da gravidade da doença relacionada à idade entre aqueles com COVID-

19. Essas descobertas não são novas; o papel de várias comorbidades no 

agravamento do COVID-19 foi demonstrado em vários estudos. (Barek et al., 

2020; Biswas et al., 2021; Goodman et al., 2021; Mi et al., 2020) Mesmo assim, 
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nossos resultados lançam alguma luz nova sobre o conceito, mostrando sua 

associação independente apenas entre aqueles com 65 anos ou mais. 

 Uma limitação deste estudo é o seu desenho transversal que não permite 

a relação temporal entre as variáveis e desfechos estudados. No entanto, o viés 

devido às variações entre as variáveis independentes e dependentes dentro do 

mesmo indivíduo foi reduzida. Além disso, o tamanho limitado da amostra e o 

uso de diferentes medicamentos pré-hospitalares, comuns nesta população, 

podem representar fatores de confusão relevantes em nosso estudo. Apesar 

disso, nossos resultados fornecem evidências sobre a relação das citocinas 

inflamatórias com a idade, destacando a influência das covariáveis sobre ela. 

 Juntos, nossos resultados reforçam a importância do monitoramento 

próximo dos níveis de citocinas, com foco especial em IL-6 e IL-10, que pode 

fornecer informações valiosas sobre a gravidade do COVID-19 e futuras 

mudanças nas decisões terapêuticas, diminuindo a mortalidade associada nesta 

faixa etária. 

 Concluindo, os idosos com COVID-19 apresentam níveis séricos mais 

elevados de IL-6 e IL 10 em comparação com aqueles com menos de 65 anos. 

Essa diferença está associada à gravidade da doença e a um índice de 

comorbidade mais alto entre os maiores de 65 anos. Isso deve aumentar a 

conscientização sobre a importância do índice de comorbidade, ao invés da 

idade exclusivamente, durante a estratificação de risco. 
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3.2 - Artigo 2: “Elevação das transaminases hepáticas na COVID-19: (Como) 

elas estão relacionadas?”  

(Original: Elevations in Liver Transaminases in COVID-19: (How) Are They 

Related?). (Pott-Junior et al., 2021) Figura 3.3 

 Publicado em 15 de julho de 2021, na revista “Frontiers in Medicine 

(Gastroenterology)” 

doi: 10.3389/fmed.2021.705247 

Figura 3.3. Primeira página do artigo “: Elevations in Liver Transaminases in 

COVID-19: (How) Are They Related?” 
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3.2.1 - Resultados: 

 Um total de 209 pacientes admitidos consecutivamente no hospital foram 

incluídos neste estudo. A Tabela 3.5 descreve as características basais da 

coorte. A maioria dos sujeitos era do sexo masculino (56%) e tinha média de 

idade de 59,4 ± 18,4 anos, variando de 21 a 99 anos. A mediana do índice de 

comorbidade de Charlson foi 2 [1º − 3º quartil, 0 4], e cerca de um quinto (20%) 

dos indivíduos apresentava alto índice de comorbidade (≥5). A maioria dos 

pacientes não era diabética (76%) nem tinha doenças cardiovasculares (73%), 

nem era hipertensa (52%).  
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 Características 
Amostra total 

(N=209) 

Idade, anos 59 [44, 74] 

Sexo feminino 
 

92 (44) 

ICC 2 [0, 4] 

  Alta comorbidade (ICC ≥ 5) 42 (20,1) 

Comorbidades  

  Hipertensão arterial 100 (47,8) 

  Doenças cardiovasculares 35 (16,7) 

  Diabetes 50 (23,9) 

NEWS2 na admissão 4 [3, 6] 

Gravidade da doença  

  Leve 22 (10,5) 

  Moderado 87 (41,6) 

  Grave 100 (47,8) 

Tempo do início dos sintomas até a internação hospitalar, dias 
 

7 [5, 10] 

Sintomas gastrointestinais  

  Diarreia 40 (19,1) 

  Vômito 20 (9,6) 

  Dor abdominal 16 (7,7) 

Necessidade de internação na UTI durante a internação 81 (38,8) 
  

  AST (U/L) 35 [24-56] 

  ALT (U/L) 28 [18-54] 

  Fosfatase alcalina (U/L) 66 [50-84] 

  Gama-Glutamil Transferase (U/L) 54 [33-121] 

  Billirubina total (mg/dL) 0,5 [0,4-0,6] 

  Albumina (g/L)  

  Contagem de linfócitos (x109/L) 
1,038 [0,67-

1,501] 

  Plaquetas (x109/L) 224 [179-275] 

  D‐dímero (µg/mL) 880 [420-1850] 

  Lactato desidrogenase (U/L) 298 [219-448] 

Medicamentos prescritos  

  Heparina de baixo peso molecular  

    Dose profilática 74 (35,4) 

    Dose intermediária 43 (20,6) 

    Dose terapêutica 36 (17,2) 

  Glicocorticoides 136 (65,1) 

  Antibióticos 131 (62,7) 

Os dados contínuos são apresentados como mediana [1º, 3º quartil], Variáveis 

categóricas são apresentadas como contagens (percentuais). 

ICC, Índice de comorbidade de Charlson; NEWS2; National Early Warning Score 2; UTI, 

Unidade de Terapia Intensiva; AST, Aspartato Aminotransferase ; ALT, Alanina 

Aminotransferase;  
 

 

Tabela 3.5 Características da coorte 
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 A Tabela 3.6 mostra os padrões dos testes de transaminase hepática. 

Cento e dezesseis (55,5%) participantes apresentavam testes de transaminase 

hepática normais na admissão hospitalar, enquanto 55 (26,3%) apresentavam 

elevações limítrofes e 38 (18,2%) apresentavam elevações maiores que o dobro 

do LSN. Os grupos eram bastante semelhantes exceto pelo escore NEWS2, 

gravidade da doença na admissão hospitalar, necessidade de admissão em 

unidade de terapia intensiva (UTI) durante a hospitalização, níveis séricos de IL-

2, IL-10 e proteína C reativa e proporção de neutrófilos/linfócitos. As 

comparações de pares revelaram diferenças significativas entre aqueles com 

testes de bioquímica hepática normais, em comparação com aqueles com 

elevações superiores a duas vezes o LSN para pontuação NEWS2, gravidade 

da doença na admissão hospitalar, níveis séricos de IL-10 e proteína C reativa 

(PCR) e proporção de neutrófilos/linfócitos. Os resultados para elevações 

limítrofes foram bastante semelhantes àqueles com testes de transaminase 

hepática normais, exceto pelo escore NEWS2, gravidade da doença na 

admissão hospitalar, níveis séricos de IL-2 e PCR. Esses resultados podem ser 

vistos na Figura 3.4, como um processo contínuo progredindo para uma maior 

gravidade de doença e inflamação. 
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 Característica 
Normal  
(n=116) 

Limítrofe 
(n=55) 

>2x LSN 
(n=38) 

p 

Idade, anos 60,5 [44-76,5] 57 [44-68] 55,5 [45-71] 0,6 

Sexo feminino 55 (47,4) 23 (42,8) 14 (36,8) 0,4 

ICC 2 [0-4] 2 [0-4] 2 [0-3] 0,6 

NEWS2 da admissão 3 [2-5] 5 [3-7] 5 [4-7] 0,001ab 

Gravidade da doença    0,003 

  Leve 18 (15,5) 4 (7,5) 0 (0)  

  Moderado 54 (46,6) 20 (36,4) 13 (34,2)  

  Grave 44 (37,9) 31 (56,4) 25 (65,8)  

Tempo do início dos sintomas até a 

internação hospitalar, dias 
7 [4-10] 7 [5-10,5] 7 [5-8] 0,3 

Tempo de internação hospitalar, dias 7 [1-14] 8 [4-17] 9 [5-19] 0,07 

Necessidade de internação na UTI 

durante a internação 
36 (31) 24 (43,6) 21 (55,3) 0,01 

Mortalidade de 30 dias 8 (6,9) 9 (16,4) 6 (15,8) 0,08 

Internação na UTI ou morte 39 (33,6) 27 (49,1) 23 (60,5) 0,007 

Marcadores inflamatórios     

  Interleucina-2, pg/mL 13,8 [12,7-14,9] 14,5 [13,6-15,4] 14,2 [13,5-14,9] 0,01b 

  Interleucina -4, pg/mL 19,8 [19-20,8] 20,1 [19,6-20,9] 20 [19,2-21,8] 0,3 

  Interleucina -6, pg/mL 35,3 [21,5-99,8] 42,9 [27-111,7] 41,7 [30,4-114,8] 0,06 

  Interleucina -10, pg/mL 39,7 [36,7-46,9] 41,9 [37,6-49,8] 44,9 [39,2-55,9] 0,03a 

 Fator de Necrose tumoral α, pg/mL 13,3 [12,6-14,7] 13,3 [12,9-14,6] 13,3 [12,8-14,6] 0,6 

  Interferon-γ, pg/mL 14,9 [13,9-17,1] 15,1 [14,1-17,8] 16,1 [13,6-18,6] 0,5 

  Relação IL-6 / IL-10 0,9 [0,6-1,6] 1,0 [0,7-2,1] 0,9 [0,7-1,8] 0,1 

  Proteína C-reativa, mg/dL 6,7 [0,9-13,5] 11,8 [4,8-21,1] 23,6 [7,7-17,2] <0,001ab 

  Razão N/L 4,7 [2,8-8,4] 6,3 [3,6-10] 6,7 [4,4-10,6] 0,02a 

Os dados contínuos são apresentados como mediana [1º, 3º quartil], Variáveis categóricas são apresentadas 
como contagens (percentuais), Comparações de pares post hoc (p < 0,05): a Normal vs > Elevação de 2 vezes, 
b Normal vs Limítrofe. 
ICC, Índice de comorbidade de Charlson; NEWS2, National Early Warning Score 2; Razão N/L, neutrófilo para 
razão linfócito 

 

 

 

 

 

 

Tabela 3.6 Características das elevações das transaminases hepáticas 
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Figura 3.4 – Relação entre a elevação das transaminases hepáticas e 

marcadores inflamatórios em pacientes adultos com COVID-19 

 

 

A Figura 3.5A mostra a distribuição da pontuação NEWS2 na admissão 

hospitalar em cada grupo. Os pacientes com elevações normais da 

transaminase hepática tiveram pontuações NEWS2 significativamente mais 

baixas na admissão hospitalar em comparação com os outros dois grupos. A 

Figura 3.5B mostra que os participantes com elevações da transaminase 

hepática > 2x LSN tiveram níveis séricos significativamente mais elevados de IL-

10 (log pg/mL) em comparação com aqueles com níveis normais de 

transaminase hepática. 
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Figura 3.5 – Gráfico de distribuição de Jitter de (A) Escore de NEWS2 na 

admissão hospitalar e (B) IL-10 (log pg/mL) medidos de acordo com o grupo de 

transaminases  
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3.2.2 - Discussão 

 Desde a publicação da primeira série de casos de COVID-19, o 

envolvimento hepático tem sido demonstrado por meio da elevação das enzimas 

hepáticas, que pode ocorrer por meio de um alvo direto do SARS-CoV-2 ou 

secundário às alterações sistemáticas causadas pela infecção viral. (Wang et al., 

2020) Neste estudo, mostramos que a gravidade da doença e os marcadores 

inflamatórios estão associados a elevações progressivas nos níveis de 

transaminases hepáticas em pacientes adultos com COVID-19. Além disso, os 

níveis plasmáticos de IL-2 foram associados a elevações que excedem o LSN, 

mas menor que duas vezes o LSN, enquanto a proporção de neutrófilos/linfócitos 

e IL-10 foram associados a um aumento de, pelo menos, duas vezes o LSN. 

 Embora existam vários mecanismos pelos quais SARS-CoV-2 leva a 

danos no fígado, quatro foram considerados com maior frequência: (1) efeito 

citopático direto, (2) efeito secundário à inflamação sistêmica, (3) exacerbação 

de doença hepática preexistente e (4) toxicidade induzida por drogas usadas no 

tratamento da COVID-19. Em primeiro lugar, um efeito citopático direto do vírus, 

embora improvável, deve ser considerado, dada a presença de receptores ECA2 

nos hepatócitos. (Alqahtani & Schattenberg, 2020) No entanto, o segundo 

mecanismo parece ser mais provável de ocorrer. É um dano colateral de uma 

resposta imune desregulada em casos graves em que há uma liberação maciça 

de citocinas inflamatórias que acabam causando danos ao fígado. (Ali & Hossain, 

2020; Y. Li & Xiao, 2020; Tian & Ye, 2020) Foram relatados casos de 

descompensação hepática aguda pelo COVID-19 em pacientes com doença 

hepática preexistente, particularmente em cirrose e doença hepática relacionada 

ao álcool. (Gao et al., 2021; Marjot et al., 2021; Pan et al., 2021) Em nosso estudo 

não foi possível avaliar se os pacientes apresentavam doenças hepáticas 

subclínicas pré-existentes (como por exemplo esteatose hepática) que poderiam 

levar a viés nos resultados. A toxicidade induzida por drogas usadas no 

tratamento da COVID-19 também foi considerada. (Zhong et al., 2020) Inúmeros 

medicamentos têm sido usados em todo o mundo para tratar pacientes com 

COVID-19 e a hepatotoxicidade já foi comprovada como um potencial efeito 

colateral de vários desses medicamentos. (Ali, 2020; Almas et al., 2021; 

Alqahtani & Schattenberg, 2020; Nardo et al., 2021) 
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 Aqui, formulamos a hipótese de que os danos ao fígado refletem a 

dinâmica contínua entre a infecção viral e a resposta imune. Primeiramente, 

demonstramos que as elevações das transaminases hepáticas estavam 

diretamente relacionadas à gravidade da doença, mostrando sua associação 

com o escore NEWS2 na admissão e a maior necessidade de UTI ou óbito, o 

que corrobora com estudos anteriores que correlacionaram a elevação das 

transaminases hepáticas com a gravidade da doença. (Ali, 2020; Ali & Hossain, 

2020; C. Huang et al., 2020; Jothimani et al., 2020; Magro et al., 2020; Saini et 

al., 2020; Tian & Ye, 2020; Zhong et al., 2020) Especificamente Saini et al. (Saini 

et al., 2020) demonstraram que 21% dos pacientes com COVID-19 e enzimas 

hepáticas normais necessitaram de UTI, em comparação com 37 e 52% entre 

aqueles com enzimas hepáticas aumentadas e lesão hepática, respectivamente. 

Em seguida, mostramos que níveis mais elevados de IL-2 e PCR estavam 

associados a elevações que excediam a faixa de LSN, mas menos do que o 

dobro do LSN. IL-2 desempenha um papel central na modulação e expressão de 

receptores celulares de várias outras citocinas e fatores de transcrição, 

promovendo ou inibindo cascatas de citocinas que se correlacionam com a 

proliferação de células T CD4 + e CD8 + e com a atividade de células natural 

killers. (Gaffen & Liu, 2004; Liao et al., 2011) Em pacientes com COVID-19 

hospitalizados devido a hipoxemia, IL-2 aparece em níveis mais elevados, 

embora os estudos não tenham demonstrado uma correlação direta com um pior 

resultado no quadro do paciente. (De Biasi et al., 2020; Han et al., 2020; Liu et 

al., 2020) 

Digno de nota, uma correlação positiva entre os níveis plasmáticos de 

PCR e as enzimas hepáticas elevadas foi descrita por outros. (Ali, 2020; Saini et 

al., 2020) Em consonância com essa suposição, nosso estudo evidenciou que a 

proporção de neutrófilos / linfócitos e IL-10 estão associados a um aumento de 

pelo menos duas vezes o LSN nas transaminases hepáticas, o que pode sugerir 

o efeito da hiperinflamação levando a lesão hepática. (Zhong et al., 2020) Além 

disso, uma linfopenia persistente foi descrita como um marcador de gravidade 

da doença no COVID-19 desde a descrição da primeira série de casos. Qin e 

colaboradores (Qin et al., 2020) demonstraram a presença de linfopenia, maiores 

biomarcadores relacionados à infecção (procalcitonina, taxa de 
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hemossedimentação, ferritina sérica e PCR) e elevação de várias citocinas 

inflamatórias (IL-2R, IL-6, IL-8, IL-10, e TNF-α) nos casos graves de COVID-19 

em comparação com os não graves. No entanto, a resposta imune não é um 

evento isolado, mas sim uma série contínua de eventos. Foi demonstrado que 

uma queda progressiva na contagem de linfócitos leva à elevação progressiva 

dos níveis de IL-10, que atua como um regulador de citocinas inflamatórias e um 

potencializador da proliferação de células B.  (Lu et al., 2021; Naing et al., 2016; 

Tilg et al., 2002) Assim, estudos têm relacionado níveis mais elevados de IL-10 

em pacientes com COVID-19 ao aumento da produção de outras citocinas 

inflamatórias sistêmicas, que podem contribuir para a gravidade da doença. (Lu 

et al., 2021; Luporini et al., 2021) Assim, IL-10 parece ser uma citocina chave no 

processo inflamatório relacionado ao COVID-19 e correlacionar os níveis de IL-

10 com outros parâmetros inflamatórios pode contribuir para o entendimento de 

como essa tempestade de citocinas pode levar a danos em outros órgãos, como 

o fígado. 

 Este trabalho tem algumas limitações que incluem sua natureza 

transversal e unicêntrica que evita inferências de resultados causais preditivos. 

Ademais, os níveis dos parâmetros enzimáticos e inflamatórios hepáticos foram 

registrados uma vez no momento da admissão, ao passo que medições 

consecutivas teriam dado uma ideia melhor da dinâmica entre a resposta imune 

e as elevações das transaminases hepáticas. Decorrente a baixa prevalência de 

consumo de álcool, hepatite viral crônica, cirrose e presença de esteatose 

hepática não foram avaliadas na população do estudo. A baixa prevalência de 

cada comorbidade avaliada neste estudo impossibilitou a análise de seu impacto 

individual no perfil inflamatório e na gravidade da doença. 

 Ainda assim, em conjunto, nossos resultados reforçam a importância de 

analisar os níveis de transaminases hepáticas em pacientes com COVID-19 

como um marcador complementar de gravidade da doença. Além disso, também 

pode refletir a dinâmica contínua entre a infecção viral e a resposta imune e a 

escolha terapêutica em condições em que há associações de medicamentos. 

Em resumo, as transaminases hepáticas são marcadores complementares da 

gravidade da doença em pacientes com COVID-19. IL-2 surge como um 

marcador potencial para elevações de transaminase limítrofes, enquanto IL-10 
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está principalmente associada a elevações de transaminase moderadas a 

graves. Essas associações refletem a interação dinâmica contínua entre a 

infecção viral e a resposta imune, e suas consequências. 
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3.3 - Artigo 3: “Fenilalanina e COVID-19: rastreando marcadores de gravidade” 

(Original: Phenylalanine and COVID-19: Tracking Disease severity markers). 

Publicado em 01 de novembro de 2021, na revista “International 

Immunopharmacology” (Luporini, Pott-Junior, et al., 2021) Figura 3.6 

doi.org/10.1016/j.intimp.2021.108313 

Figura 3.6. Primeira página do artigo “Phenylalanine and COVID-19: Tracking 

Disease severity markers” 
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3.3.1 - Resultados: 

3.3.1.1 - Características base dos participantes do estudo 

 Foram incluídos um total de 166 indivíduos. A mediana geral de idade foi 

de 60 anos, variando de 22 a 99 anos. Cerca da metade era do sexo masculino 

(53,6%), com mediana do ICC de 2, e cerca de um quarto (24,7%) deles 

apresentava alta comorbidade (ICC ≥ 5). Quase metade era hipertensa (47%), 

enquanto a maioria não era diabética (69,9%), nem tinha doenças 

cardiovasculares (84,9%). Tabela 3.7 resume as características demográficas e 

clínicas da linha de base para cada grupo de gravidade. Os pacientes com 

doença leve eram significativamente diferentes daqueles com condições 

moderadas e graves em relação ao sexo, idade, ICC e pontuação NEWS2 na 

admissão. Além das diferenças esperadas na pontuação do NEWS2 na 

admissão, não houve diferenças significativas entre os grupos moderado e 

grave.
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Variável Geral (N=166) Leve (n=21) Moderado (n=84) Grave (n=61) p 

Sexo masculino 89 (53,6) 5 (23,8) 46 (54,8) 38 (62,3) 0,009ab 

Idade, anos 60 [44-74] 38 [35-49] 61 [47-73] 65 [48-79] < 0,01ab 

  Mais de 65 anos 65 (39,2) 3 (14,3) 31 (36,9) 31 (50,8) 0,01b 

Comorbidades      

  Hipertensão 78 (47) 6 (28,6) 43 (51,2) 29 (47,5) 0,1 

  Diabetes mellitus 50 (30,1) 3 (14,3) 29 (34,5) 18 (29,5) 0,1 

  Doenças cardiovasculares 25 (15,1) 2 (9,5) 12 (14,3) 11 (18) 0,6 

  Índice de Comorbidade Charlson 2 [0-4] 0 [0-0] 2 [0-4] 3 [1-5] 0,001ab 

Tempo do início dos sintomas até a internação 

hospitalar - dias 

7 [4-10] 7 [6-10] 7 [4-10] 7 [4-10] 0,8 

NEWS2 na internação hospitalar 4 [2-5] 1 [1-1] 3 [2-4] 5 [5-6] <0,001abc 

Os dados contínuos são apresentados como mediana [1º, 3º quartil]. Variáveis categóricas são apresentadas como contagens 

(percentuais). Comparações emparelhadas post hoc (p < 0,05) em pares: a Leve vs Moderado, b Leve vs Grave, c Moderado vs 

Grave. 

NEWS2; National Early Warning Score 2. 

Tabela 3.7 Características dos sujeitos envolvidos 
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3.3.1.2 - Fenilalanina e outros parâmetros laboratoriais de acordo com a 

gravidade da doença 

 Os níveis séricos basais de fenilalanina e outros parâmetros laboratoriais 

foram avaliados na admissão hospitalar e estratificados de acordo com a 

gravidade da doença (ver Tabela 3.8). Os testes post hoc indicaram que todos 

os grupos eram significativamente diferentes uns dos outros, exceto para os 

níveis séricos de IL-4, TNF-α, IFN-γ, histidina, ornitina e creatinofosfoquinase. A 

fenilalanina foi significativamente menor na doença leve em comparação com os 

grupos moderado e grave (ambos com p ajustado <0,001). A tirosina também foi 

menor na doença leve (ambos com p ajustado = 0,03). Além disso, os indivíduos 

com doença grave apresentaram menor taxa mediana de filtração glomerular 

estimada quando comparados aos grupos leve e moderado (p ajustado = 0,05 e 

0,04, respectivamente).
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Variável 
Geral  

(N=166) 

Leve  

(n=21) 

Moderado  

(n=84) 

Grave  

(n=61) 
p 

Contagem de linfócitos (x109/L) 1,16 [0,72-1,58] 2,17[1,55-2,65] 1,17 [0,35-1,52] 0,8 [0,52-1,42] < 0, ,001abc 

Lactato desidrogenase (U/L) 276 [215-387] 185 [167-265] 247 [205-350] 336 [270-486] < 0,001abc 

Proteína C-reativa (mg/dL) 6,5 [1,1-13,6] 0,6 [0,1-0,6] 5,1 [1,1-11,6] 11,6 [5-18,5] < 0,001abc 

IL-2 (pg/dL) 14,1 [12,9-14,7] 12,2 [11,5-13,6] 14,1 [13,2-14,8] 14,4 [13,6-14,9] < 0,001ab 

IL-4 (pg/dL) 20 [19,1-21] 19,4 [18,6-20,5] 19,9 [18,8-21] 20,3 [19,4-21,1] 0,1 

IL-6 (pg/dL) 35,3 [15,8-94,1] 20,1 [18,8-22,1] 34,4 [23,5-70,6] 59,7 [31,9-140,4] < 0,001abc 

IL-10 (pg/dL) 40,4 [36,9-48,5] 36,1 [34,8-37,6] 39,2 [36,7-46,6] 45,5 [40-66,6] < 0,001abc 

TNF-α (pg/dL) 13,1 [12,7-14,5] 13,1 [12,6-14,7] 13,1 [12,7-14,1] 13,3 [12,9-14,6] 0,5 

IFN-γ (pg/dL) 14,8 [13,9-17,1] 13,9 [13,4-17] 14,9 [13,9-17] 15,1 [14-18,3] 0,1 

Relação IL-6 / IL-10 0,8 [0,6-1,7] 0,6 [0,5-0,6] 0,8 [0,6-1,4] 1,1 [0,7-2,7] < 0,001abc 

Relação IL-6 / IFN-γ 2,2 [1,5, 4,5] 1,4 [1,1-1,6] 2,1 [1,5-4,3] 3,5 [2,0-8,4] < 0,001abc 

Relação TNF-α / IL-10 3 [2,7-3,5] 2,8 [2,5-2,9] 2,9 [2,7-3,4] 3,3 [2,9-4,1] < 0,001abc 

Fenilalanina (mg/dL) 1,51 [1,18-2,08] 1 [0,85-1,35] 1,5 [1,14-2,23] 1,71 [1,43-2,17] < 0,001ab 

Histidina (mg/dL) 0,84 [0,36-1,07] 0,68 [0,22-1,03] 0,9 [0,49-1,11] 0,81 [0,35-1,03] 0,2 

Ornitina (mg/dL) 0,65 [0,48-0,88] 0,59 [0,48-0,75] 0,64 [0,47-0,86] 0,68 [0,5-0,92] 0,4 

Tirosina (mg/dL) 1,28 [0,94-1,60] 1,01 [0,9-1,3] 1,29 [1-1,71] 1,36 [1-1,61] 0,04ab 

Creatinina (mg/dL) 0,9 [0,7-1,3] 0,9 [0,8-1] 0,8 [0,7-1,12] 1 [0,8-1,6] 0,02c 

Taxa de filtragem glomerular 

estimada (mL/min/1-73 m2) 

88 [54-105] 95 [83-108] 91 [66-109] 75 [39-171] 0,02bc 

Creatinofosfoquinase (mg/dL) 87 [49-201] 72 [48-114] 86 [51-140] 100 [47-264] 0,2 

 

Os dados contínuos são apresentados como mediana [1º, 3º quartil]. Variáveis categóricas são apresentadas 

como contagens (percentuais). Comparações emparelhadas post hoc (p < 0,05) em pares: a Leve vs 

Moderado, b Leve vs Grave, c Moderado vs Grave. 

 

Tabela 3.8 Fenilalanina e outros parâmetros laboratoriais na admissão hospitalar, 

de acordo com o grupo de gravidade 
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3.3.1.3 - Relação entre os níveis séricos de fenilalanina e marcadores 

inflamatórios 

 A relação entre os níveis séricos de fenilalanina e as principais citocinas 

inflamatórias (IL-2, IL-6 e IL-10) foi avaliada por meio de análise de regressão 

linear ajustada para sexo, idade, comorbidade (ICC) e grupos de gravidade da 

doença. A Tabela 3.9 mostra que os níveis séricos de fenilalanina estão 

independentemente e positivamente associados apenas à gravidade da doença, 

independentemente da citocina analisada
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Variável dependente: Fenilalanina (log mg/dL)   

Variáveis independentes 

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 

 
Coeficiente  

padronizado β 
(IC 95%) 

p 

 
Coeficiente 

padronizado β 
(IC 95%) 

p 

 
Coeficiente 

padronizado β 
(IC 95%) 

p 

IL-2 (log pg/mL) 0,06 (-0,09 – 0,21) 0,4 - - - - 
IL-6 (log pg/mL) - - 0,13 (-0,02 – 0,28) 0,08 - - 
IL-10 (log pg/mL) - - - - 0,09 (-0,06 – 0,24) 0,2 
Sexo masculino 0,07 (-0,23 – 0,39) 0,1 0,09 (-0,21 – 0,4) 0,5 0,08 (-0,22 – 0,39) 0,5 
Idade, anos 0,12 (-0,15 – 0,39) 0,3 0,11 (-0,6 – 0,38) 0,4 0,11 (-0,16 – 0,38) 0,4 
ICC -0,03 (-0,3 – 0,24) 0,8 -0,01 (-0,28 – 0,25) 0,9 -0,01 (0,28 – 0,25) 0,9 
Gravidade da doença       
Leve Referência - Referência - Referência - 
Moderado 0,73 (0,23 – 1,22) 0,004 0,70 (0,22 – 1,19) 0,005 0,70 (0,21 – 1,19) 0,005 
Grave 0,91 (0,39 – 1,43) < 0,001 0,85 (0,34 – 1,37) 0,001 0,86 (0,35 – 1,38) 0,001 

IC 95%, 95% intervalo de confiança. 
ICC, Índice de comorbidade de Charlson. 

  

 

Tabela 3.9 Modelos de regressão linear para a associação entre níveis séricos de fenilalanina e marcadores 

inflamatórios, ajustados para sexo, idade, comorbidade (ICC) e grupos de gravidade. 
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3.3.1.4 - Níveis séricos de fenilalanina como marcador da gravidade da 

doença 

 Considerando um possível papel da fenilalanina como um marcador de 

gravidade da doença independente dos principais marcadores de inflamação, 

avaliamos ainda a evolução temporal dos níveis séricos de fenilalanina durante 

os primeiros dez dias do início da doença até a admissão hospitalar. A Figura. 

3.7 mostra a distribuição dos níveis séricos de fenilalanina em cada grupo de 

gravidade da doença em função do tempo desde o início da doença até a 

admissão hospitalar. Na figura, os níveis séricos de fenilalanina em gravidade 

leve têm concentrações mais baixas e menos variáveis ao longo do tempo do 

que os grupos moderado e grave. 

 

Figura 3.7. Distribuição dos níveis séricos de fenilalanina de acordo com o tempo 

de início da doença até a internação e gravidade da doença. 
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3.3.2. Discussão  

Há uma tentativa cada vez maior de responder por que alguns pacientes 

com COVID-19 progridem para estados graves e os determinantes da 

velocidade em que ocorre. Nesse sentido, atualmente, existem vários estudos 

sobre parâmetros clínicos (Li et al., 2021), comorbidades específicas, 

(Fernández Villalobos et al., 2021; Pott Junior & Cominetti, 2021) parâmetros 

laboratoriais bioquímicos (Ciaccio & Agnello, 2020) e hematológicos (Delshad et 

al., 2021) e alterações inflamatórias de citocinas. (Darif et al., 2021) Mais 

recentemente, alguns estudos trouxeram uma nova perspectiva para COVID-19 

através do prisma da metabolômica. (Casari et al., 2021; Lin et al., 2021) 

Analisamos o perfil metabolômico e inflamatório de adultos com COVID-

19 de acordo com a gravidade da doença. Demonstramos que a fenilalanina e a 

tirosina são marcadamente maiores entre os indivíduos com doença moderada 

a grave. Fenilalanina é um aminoácido essencial, adquirido somente pela dieta 

e no jejum o fluxo de fenilalanina é liberado pela quebra de proteínas sendo que 

níveis mais elevados de fenilalanina estão associados à proteólise corporal ou 

estado catabólico. (Matthews, 2007) Mostramos que a fenilalanina manteve uma 

associação independente com a gravidade da doença, mesmo após o ajuste 

para diferentes citocinas pró-inflamatórias. Essa associação é independente do 

tempo entre o início dos sintomas e a magnitude do estado inflamatório. Em 

particular, esses achados apontam para a fenilalanina como um marcador 

distinto da gravidade da doença.  

A evidência da fenilalanina como marcador de gravidade não é nova. Um 

estudo realizado entre 2017 e 2018, ou seja, antes da pandemia de COVID-19, 

avaliou pacientes com diferentes infecções graves (SOFA ≥ 2), analisando os 

níveis plasmáticos de fenilalanina, leucina, proteína C reativa (PCR) e índices 

nutricionais (albumina, pré-albumina e transferrina) e monitorou seus resultados 

por três meses. (Huang et al., 2019) A fenilalanina foi associada a maiores taxas 

de mortalidade, admissão em UTI, escores SOFA, episódios de bacteremia, 

níveis de PCR e níveis mais baixos de pré-albumina, transferrina e leucina. Ao 

dividir os pacientes de acordo com os níveis de fenilalanina, os participantes com 

níveis mais elevados de fenilalanina apresentaram maiores escores SOFA, taxas 

de admissão na UTI e níveis de PCR e leucina. (Huang et al., 2019) No entanto, 
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este estudo não analisou a relação dos níveis de fenilalanina com marcadores 

inflamatórios levando em consideração possíveis fatores de confusão em um 

modelo multivariado.  

Apesar disso, a fenilalanina parece ser um marcador de gravidade 

relacionado a dificuldade respiratória. Recentemente, Xu et al. mostraram que 

pacientes com síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) têm perfis 

metabolômicos significativamente diferentes dos controles saudáveis. (Xu et al., 

2020) De acordo com seus resultados, os níveis de fenilalanina, D-fenilalanina e 

fenilacetilglutamina foram maiores entre os não sobreviventes. O metabolismo 

da fenilalanina foi a via mais notavelmente alterada entre os não sobreviventes 

e sobreviventes. Experimentos com animais in vivo também mostraram que 

níveis mais elevados de fenilalanina foram associados a lesão pulmonar grave e 

aumento da mortalidade por SDRA. Além disso, Chen et al. relataram 

recentemente que a fenilalanina previu mortalidade em pacientes criticamente 

enfermos com insuficiência cardíaca aguda ou IC crônica agudizada. (Chen et 

al., 2020) Na análise multivariada, níveis de fenilalanina ≥112 μM previram morte 

em um ano, independentemente da idade, escores de avaliação da fisiologia 

aguda e da saúde crônica (APACHE II), SOFA, fibrilação atrial, proteína C 

reativa, colesterol, pré-albumina, transferrina, IL-8 e IL-10. Assim, evidências 

apontam para a fenilalanina como um marcador de gravidade da doença, 

especialmente relacionada ao desconforto respiratório. 

 A característica respiratória dominante da COVID-19 é o agravamento 

progressivo da hipoxemia arterial, eventualmente levando à SDRA. Para tanto, 

a classificação de gravidade proposta pela OMS reflete diferentes achados 

clínicos e laboratoriais, respostas à terapia e evolução clínica. (Siddiqi & Mehra, 

2020; WHO, 2021) No entanto, a maioria desses marcadores de classe são 

inespecíficos e compartilham semelhanças com outras condições inflamatórias 

e respiratórias. Assim, estudos anteriores usando análise metabolômica de RMN 

mostraram várias anormalidades ao comparar pacientes COVID-19 a indivíduos 

saudáveis, incluindo a redução em alguns aminoácidos essenciais (metionina, 

isoleucina, histidina, lisina, tirosina e glutamina) e níveis aumentados de 

fenilalanina (81%) e ácido 2-hidroxibutírico, sugerindo uma condição de estresse 

metabólico causado pela COVID-19.  (Bruzzone et al., 2020)  
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A análise não direcionada de pacientes não críticos COVID-19 

demonstrou que a biossíntese de fenilalanina, tirosina e triptofano, metabolismo 

de fenilalanina, degradação de aminoacil-tRNA (ácido ribonucleico 

transportador), metabolismo de ácido araquidônico e ciclo de ácido tricarboxílico 

foram as vias metabólicas mais importantes afetadas pela infecção pelo SARS-

CoV-2. (Barberis et al., 2020) Um estudo metabólico em escala genômica 

complementou esses achados, revelando um fluxo de fenilalanina 

significativamente maior entre pacientes falecidos COVID-19. Ele sugeriu que o 

uso de resíduos de fenilalanina para a produção de proteínas virais e sua 

subsequente montagem em partículas virais estariam de alguma forma 

relacionados à gravidade da doença. (Mei et al., 2021)  

Nossos resultados corroboram com a associação significativa entre níveis 

mais elevados de fenilalanina e gravidade do COVID-19. (Dierckx et al., 2020) 

Essa associação também está de acordo com relatos de baixa ocorrência de 

COVID-19 grave entre pacientes com fenilcetonúria, o que foi anteriormente 

atribuído a baixa incidência de deficiência de vitamina D nesses pacientes devido 

ao uso de substitutos de proteína em sua dieta.(Rocha et al., 2020) Um dos 

nossos pontos fortes foi demonstrar essa associação independe do tempo 

decorrido entre o início dos sintomas e da magnitude do estado inflamatório. No 

entanto, o papel da fenilalanina no ciclo viral e o impacto da alteração de seus 

níveis no agravamento da gravidade da doença ainda são desconhecidos.  

 Os parâmetros metabólicos e inflamatórios registrados uma vez na 

admissão hospitalar, direcionam para medições consecutivas e podem fornecer 

dados mais fidedignos da dinâmica entre os estados metabólicos e inflamatórios 

e a gravidade da doença. Portanto, há poucas informações disponíveis sobre as 

variações nos níveis de fenilalanina durante a hospitalização e deterioração 

respiratória.  

No entanto, neste estudo observamos um quadro significativo da relação 

entre os níveis de fenilalanina e marcadores inflamatórios em pacientes adultos 

com COVID-19, considerando a gravidade da doença e as principais 

características da via metabólica da fenilalanina. Considerando que o 

rastreamento da fenilalanina sérica é um exame de sangue bem conhecido para 

o diagnóstico de fenilcetonúria em recém-nascidos, acreditamos que estratégias 
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futuras podem permitir a medição rápida e prática dos níveis de fenilalanina após 

extensa validação da fenilalanina como um biomarcador relacionado ao COVID-

19.  

Neste sentido, o acompanhamento destes pacientes ao longo do tempo 

será relevante para avaliar o desempenho diagnóstico dos níveis de fenilalanina 

como marcador de gravidade da doença, e ser objeto de análises futuras. 

Mostramos que a fenilalanina é um marcador de gravidade da doença e essa 

associação é independente do tempo entre o início dos sintomas e a magnitude 

do estado inflamatório. Estes resultados podem contribuir e ajudar a 

compreender melhor as vias metabólicas e inflamatórias envolvidas no COVID-

19 e oferecer novos insights fisiopatológicos sobre a interação entre a inflamação 

e o metabolismo no COVID-19. 
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Capítulo 4 – Conclusões  

 Desta forma foi possível estabelecer biomarcadores que estão associados 

à gravidade de pacientes adultos com COVID-19. Podemos citar as interleucinas 

6 e 10 associadas a maior gravidade e maiores escores de comorbidades em 

pacientes idosos com COVID-19; as transaminases hepáticas como marcadores 

complementares de gravidade em pacientes com COVID-19; e, a fenilalanina 

como metabólito independente associado à gravidade da COVID-19 e potencial 

marcador prognóstico. 

 A detecção desses biomarcadores poderá contribuir futuramente na 

análise da gravidade dos quadros de COVID-19 e auxiliar na melhor condução 

dos casos pelas equipes de saúde responsáveis. 

 Futuros estudos são necessários para novas análises, dado que nossos 

dados são de uma fase inicial da pandemia, previamente a vacinação contra o 

SARS-CoV-2 e antecedendo as novas variantes do vírus. 
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