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RESUMO

A pandemia da COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, resultou em um
expressivo numero de casos graves que exigiram hospitalizacdo e suporte ventilatorio.
Observa-se, em muitos sobreviventes, a persisténcia de sintomas e sequelas
pulmonares duradouras, caracterizando a sindrome pds-COVID ou COVID longa.
Neste contexto, este estudo teve como objetivo investigar se perfis inflamatorios
agudos, determinados por citocinas pro-inflamatérias do tipo Thl, Th2 e Thl7,
poderiam predizer desfechos de funcdo pulmonar em pacientes hospitalizados por
COVID-19, acompanhados por um ano apés a alta. Trata-se de uma coorte
prospectiva com 59 pacientes hospitalizados entre junho e novembro de 2020, em um
hospital terciario no sul do Brasil. Durante a internacao, foram coletadas amostras de
sangue para dosagem de 65 biomarcadores inflamatérios. A andlise de cluster por k-
means, baseada em 13 citocinas representativas das respostas Thl, Th2 e Thl7,
identificou dois perfis distintos de pacientes: TH9" (32%) com biomarcadores
inflamatérios elevados e T (68%) com niveis mais baixos. Avaliacées funcionais
pulmonares foram realizadas por pletismografia aos 6 e 12 meses da alta. A analise
multivariada revelou que o cluster TH9" apresentou pior desempenho na difusdo
pulmonar (DLCO) aos 12 meses (B = —6,77). O escore SOFA também foi um preditor
negativo independente para DLCO (B = —1,42). Entretanto, a capacidade pulmonar
total (CPT) foi paradoxalmente maior no grupo TH9" (B = +4,60). O volume expiratério
forcado (VEF1) teve uma correlacdo positiva com indice de comorbidades de Charlson
(CCl), e a pressao inspiratéria maxima (PImax) foi menor no sexo feminino ( = —-8,52).
Este estudo aponta que a resposta inflamatoria exacerbada, esta associada a redugao
da capacidade de difusdo pulmonar no longo prazo, reforcando o papel dos
biomarcadores inflamatérios como ferramentas preditoras de progndstico funcional a
longo prazo. A identificacdo precoce desses perfis pode ser estratégica para o
direcionamento terapéutico e reabilitagcdo em sobreviventes da COVID-19.

Palavras-chave: COVID-19 p6s-aguda; P6s-COVID; COVID-longa; Biomarcadores
inflamatorios; Clusters inflamatorios; Funcéo pulmonar.



ABSTRACT

The COVID-19 pandemic, caused by SARS-CoV-2, resulted in a significant
number of severe cases requiring hospitalization and ventilatory support. Many
survivors experience persistent symptoms and long-lasting pulmonary sequelae,
characterizing the post-COVID syndrome or long COVID. In this context, the present
study aimed to investigate whether acute inflammatory profiles, determined by Th1,
Th2, and Th17 pro-inflammatory cytokines, could predict pulmonary function outcomes
in patients hospitalized for COVID-19, followed for one year after discharge. This is a
prospective cohort study involving 59 patients hospitalized between June and
November 2020 at a tertiary hospital in southern Brazil. During hospitalization, blood
samples were collected to measure 65 inflammatory biomarkers. A k-means cluster
analysis, based on 13 cytokines representative of Thl, Th2, and Th17 responses,
identified two distinct patient profiles: TH9" (32%) with elevated inflammatory
biomarkers and T (68%) with lower levels. Pulmonary functional evaluations were
performed using plethysmography at 6 and 12 months post-discharge. Multivariate
analysis revealed that the THi9" cluster exhibited worse performance in lung diffusion
capacity (DLCO) at 12 months (B =—6.77). The SOFA score was also an independent
negative predictor for DLCO (B = —1.42). However, total lung capacity (TLC) was
paradoxically higher in the TH9" group (B = +4.60). Forced expiratory volume (FEV1)
showed a positive correlation with the Charlson comorbidity index (CCl), and maximal
inspiratory pressure (MIP) was lower in females (8 = —8.52). This study highlights that
an exacerbated inflammatory response is associated with a reduction in long-term lung
diffusion capacity, underscoring the role of inflammatory biomarkers as prognostic
tools for long-term functional outcomes. Early identification of these profiles may be
strategic for guiding therapeutic and rehabilitation approaches in COVID-19 survivors.

Keywords: Post-acute COVID-19; Post-COVID; Long COVID; Inflammatory
biomarkers; Inflammatory clusters; Pulmonary function.
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1 INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

Os coronavirus sao virus de RNA de cadeia simples, envelopado, nao
segmentado e encapsulado, que pertence a ordem Nidovirales na familia
Coronaviridae e subfamilia Orthocoronaviridae, que € subdividida em quatro géneros:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Delta coronavirus. Os
coronavirus podem infectar muitos animais e causar infeccbes em humanos
(Mohamadian et al., 2021; Seyed Hosseini et al., 2020).

Dois coronavirus de origem zoonotica foram identificados como causadores de
doencas respiratorias em humanos em 2002 e 2012. O SARS-CoV (coronavirus da
sindrome respiratéria aguda grave) identificado em 2002 e o MERS-CoV (coronavirus
da sindrome respiratéria do Oriente Médio) identificado em 2012 causaram epidemias
com taxas de mortalidade aproximadamente 9,5% e 34,4%, respectivamente (Hu et
al., 2021; Mohamadian et al., 2021).

Em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, na China, ocorreu um surto de
pneumonia viral incomum que rapidamente se espalhou pelo mundo, levando a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarar esse surto como uma pandemia em
marco de 2020. Apds surgir varios casos de pneumonia viral, um grupo de cientistas
chineses avaliaram esses casos e detectaram que esse quadro era devido uma nova
cepa do betacoronavirus, posteriormente chamado de SARS-CoV-2, nomeado pela
OMS como doenca do COVID-19(Hu et al., 2021b; Mohamadian et al., 2021).

A maioria dos casos de COVID-19 foram vinculados, inicialmente, a um
mercado no centro de Wuhan, que vendia frutos do mar e animais selvagens vivos,
incluindo espécies de alto risco como civetas e caes-guaxinins (Holmes et al., 2021,
Seyed Hosseini et al., 2020). Apés a identificacdo dos casos relacionados ao mercado
de Wuhan, foram relatados varios grupos familiares infectados, além de casos de
infecg@o hospitalar em unidades de saude, evidenciando a transmisséo do novo virus

de humano para humano (Hu et al., 2021).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA COVID-19
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A fisiopatologia da COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, € muito complexa e
envolve uma série de mecanismos que afetam multiplos sistemas do organismo. Isso
ocorre por toxicidade direta do virus, lesdo endotelial celular, tromboinflamacéo e
desregulacdo da resposta imune e do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA)(Salette Rincon et al., 2021).

O SARS-CoV-2 tem um tropismo pelo trato respiratorio devido a alta quantidade
de receptores ACE2 (receptor da enzima conversora de angiotensina 2) nas células
epiteliais nasal e brénquica e nos pneumacitos alveolares do tipo Il (Salette Rincon et
al., 2021). O SARS-CoV-2 apresenta quatro proteinas estruturais conhecidas como
glicoproteina Spike (S), proteina de membrana ou matriz (M), nucleocapsideo (N) e
proteinas do pequeno envelope (E). Para que ocorra a invasao da célula hospedeira
e a infeccdo, a proteina S liga-se ao receptor ACE2. Nesse momento, ocorrem
alteracdes conformacionais na subunidade S1 da proteina S, expondo o sitio
polibascio de clivagem S2’, que é clivado por diferentes proteases, dependendo a via
de entrada do SARS-CoV-2. (Jackson et al., 2022; Katz-Agranov; Zandman-Goddard,
2021; Mohamadian et al., 2021). Esse receptor, além de ser expresso no epitélio dos
pulmdes, também é expresso em artérias, coracao, rins, intestinos, células de Leydig
e no tecido nervoso (Mohamadian et al., 2021).

No processo de infec¢cdo ocorre uma modificacdo estrutural da proteina S,
envolvendo um processo de clivagem da proteina S na fronteira entre as subunidades
S1 e S2, desde a sua ligacdo no receptor até a fusdo da membrana, através da
clivagem por furina. Além da clivagem por furina, a clivagem total de S1/S2 ocorre por
outras enzimas. Além disso, o sitio S2’ na proteina S precisa sofrer clivagem por serina
protease transmembrana tipo 2 (TMPRSS-2). A clivagem de S2 é importante para
estimular a fusdo do SARS-CoV-2 a membrana da célula alvo, levando sua ligacéo ao
receptor ACE-2. Além da interacdo SARS-CoV-2 com o receptor ACE-2, pode ocorrer
interacdo com a neuropilina-1 (NRP1), proteina de membrana expressa em alta
guantidade nos epitélios voltados para o ambiente externo(Hu et al., 2021; Jackson et
al., 2022; Mohamadian et al., 2021).

Quando o SARS-CoV-2 entra nas células epiteliais alveolares e interage com
0S vasos sanguineos, ha uma ativacdo da imunidade inata do hospedeiro causando
uma liberacdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias, conhecida como “tempestade
de citocinas” (Katz-Agranov; Zandman-Goddard, 2021; Merad et al., 2022; Monje;
Iwasaki, 2022).
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Tais citocinas recrutam células do sistema imune para os tecidos infectados
aumentando a expressao do fator tecidual nas células endoteliais vasculares e nos
macréfagos e mondcitos. O fator tecidual ativa a cascata de coagulacdo formando
coagulos de fibrina de maneira disseminada (lba et al., 2020).

Ao infectar as células alveolares ha uma ruptura do epitélio, gerando a fase
exsudativa e lesdo alveolar difusa (LAD), consequentemente, ha um desequilibrio
entre a ativagdo da cascata de coagulacdo e a inibicdo da fibrindlise, levando a
formacg&o de membranas hialinas e exsudatos ricos em fibrina. H4 também a formagéo
de trombos de fibrina nos pequenos vasos arteriais. Na fase pro-trombdtica, ou
também chamada de imunotrombose, as células imunes (principalmente os
neutréfilos) ativam as plaquetas e fatores da cascata de coagulacdo gerando um
guadro de coagulopatia e trombose (Iba et al., 2020).

1.2.1 Resposta Imune Inata na COVID-19

A resposta imune inata constitui a primeira linha de defesa do organismo frente
a infeccao por patdgenos, sendo importante na contencao inicial da entrada, traducéo,
replicacdo e montagem viral. Também atua na deteccdo e eliminacdo de células
infectadas, promovendo a ativacdo e modulacdo da resposta imune adaptativa
subsequente. Contudo, a ativagdo exacerbada da imunidade inata pode resultar em
inflamacéo sistémica descontrolada e contribuir para formas clinicas graves da
doenca (Leal et al., 2024; Mesquita Junior et al., 2010).

A “tempestade de citocinas” provocada pelo SARS-CoV-2, ativa estas
respostas imunes inata e adaptativa através da liberacdo de diversas citocinas pro-
inflamatorias e pela ativacdo de subconjuntos de células T. Ao infectar o organismo,
primeiramente € ativado a imunidade inata por meio de barreiras fisicas (pele e
mucosas do trato respiratorio e gastrintestinal), peptideos antimicrobianos secretados
por células epiteliais e leucécitos, macrofagos teciduais, neutrofilos, mondcitos,
mastocitos e células dendriticas. Além disso, ocorre uma defesa inata antiviral com
liberacdo de IFN-a secretado pelas células infectadas, e pelas células Natural Killer
(NK) com degranulagdo de seus granulos citotoxicos e secrecao de IFN-y (principal
citocina ativadora de macrofago) (Leal et al., 2024).

Nesse contexto, a “tempestade de citocinas” geram a liberacdo de multiplas

citocinas como, interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-17), proteinas
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quimiotaticas (MCP — proteina quimioatrativa de mondcitos), fatores de necrose
tumoral (TNF-a), além de quimiocinas como IP-10 e MCP-1, e fatores estimulantes de
colénias para granulocitos (G-CSF) e fatores estimulantes de colénias para
granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), que amplificam a resposta inflamatéria. Esse
desequilibrio imunologico contribui para disfun¢cdes graves nos sistemas organicos,
frequentemente resultando em faléncia mdultipla de o6rgdos e comprometimento
sistémico severo, agravando o quadro clinico dos pacientes (Katz-Agranov; Zandman-
Goddard, 2021; Merad et al., 2022; Monje; Iwasaki, 2022).

Quando a defesa inicial da imunidade inata ndo tem éxito na eliminacdo do
invasor, a imunidade adquirida é ativada, através das células T auxiliares (Th) CD4+
e T citotoxicas CD8+. As células CD4+ sdo importantes porque ativam as células
CD8+ (pela secrecao de IL-2), macrofagos (pela secrecéo de IFN-y) e células B, e tem
um papel na sintese de citocinas e quimiocinas que favorecem o recrutamento de
leucdcitos. As células CD8+ sdo importantes devido a citotoxicidade especifica
(granzimas e perforinas) contra as células infectadas (Leal et al., 2024).

Existem subconjuntos distintos de células Th CD4+, incluindo Thl, Th2 e Th17
e células T reguladoras, ativadas por um conjunto especifico de citocinas e fatores de
transcricdo e caracterizada pelas citocinas que secretam e pelas funcdes efetores que
desempenham (Paes Gomes, 2023).

As células Thl desempenham papel importante na identificacéo e erradicacéo
de patdgenos intracelulares, como virus e bactérias. A resposta Thl é caracterizada
pela producao de IFN-y e IL-12 responsaveis pela diferenciacéo das células Thl. As
citocinas secretadas por Th1 sdo IFNy, TNFa, GM-CSF, IL3, LTa, LTB, CXCRS3,
CCL2, IL2, IL10. Em contraste, as células Th2, ajudam a reconhecer patdégenos
extracelulares, e ativam a resposta imune humoral, ou mediada por anticorpos,
recrutando células B para produzir anticorpos que podem neutralizar ou destruir
patdgenos. As células Th2 mediam essas fun¢des produzindo citocinas, como IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 e IL17E (IL-25). Estas citocinas ajudam a ativar as células B e
eosinodfilos e inibir diversas fungbes dos macrofagos. Além disso, neutralizam as
respostas Thl que permitem a responsividade da Th2 a IL-4. As células Th17 também
tem papel na resposta imune contra patdogenos extracelulares, principalmente nas
barreiras mucosas e epiteliais, e na patogénese de diversas doencas autoimunes,
sendo seus mediadores de diferenciacdo, TGF em combinacdo com IL-6 ou IL-21
(Leal et al., 2024).
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Esse estado hiperinflamatério causado pelo SARS-CoV-2 gera todas estas
alteracbes citadas, culminando com o comprometimento multi-orgaos, e

consequentemente a faléncia multipla de 6rgéos (Merad et al., 2022).

1.3 MANIFESTACOES SISTEMICAS

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode se manifestar de diversas formas, desde
quadros assintomaticos ou leves, até quadros graves de insuficiéncia respiratoria e
morte. E durante a tempestade de citocinas que os pacientes podem evoluir com
sindrome do desconforto respiratério agudo, disfuncdo mudiltipla de o6rgéaos e
morte(Cruz et al., 2024; Hu et al., 2021).

Devido a grande quantidade de ACE-2 no tecido pulmonar, as manifesta¢des
respiratérias sdo comuns. No entanto, esses receptores também estdo presentes em
outros 6rgdos, como coracdo, figado, rim, baco, trato gastrointestinal, células
endoteliais artérias e venosas, entre outros, justificando o comprometimento multi-
orgaos na COVID-19, conforme mostra na figura 1 (Crook et al., 2021; Katz-Agranov;
Zandman-Goddard, 2021; Mohamadian et al., 2021).

As criancas geralmente sao assintomaticas ou oligossintomaticas, enquanto 0s
idosos e portadores de comorbidades como hipertensdo arterial, diabetes, obesidade,
doencas cardiovasculares, doenca pulmonar crbénica, doenca renal crbnica e
imunossupressao, tem maior risco de evoluir com quadros criticos (Hu et al., 2021; Prata,
2023; Seyed Hosseini et al., 2020).

Os casos leves de COVID-19 representam cerca de 81% dos casos, e podem
incluir febre, fadiga, mialgia, tosse e escarro, anosmia, ageusia, cefaleia, nauseas,
vomitos, diarreia, dor abdominal, odinofagia e rinorreia. A medida que a doenca agrava,
pode evoluir com pneumonia viral e manifestar-se com taquipneia, dispneia, sinais de
esforco respiratério, dor toracica, hipotensao e descompensacédo de doencas de base
(Cruz et al., 2024; Katz-Agranov; Zandman-Goddard, 2021; Seyed Hosseini et al.,
2020). Alguns casos evoluem com pneumonia grave, edema pulmonar, sindrome do
desconforto respiratorio agudo (SDRA) ou disfuncdo orgéanica, com uma taxa de
mortalidade de 2,3% (Seyed Hosseini et al., 2020).
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Figura 1 — Complicacdes da COVID-19 aguda e COVID longa em mdltiplos 6rgéos.
Os receptores ACE-2 (receptor da enzima conversora de angiotensina-2) sdo expressos em grandes
quantidades nas células do trato respiratério superior e inferior, nas células do miocardio, células
epiteliais renais, enterdcitos e células endoteliais de mdltiplos érgdos. O SARS-CoV-2 liga-se ao
receptor ACE-2 nas células hospedeiras alvo, e consequentemente, é internalizado e ocorre a
replicacdo viral com o comprometimento de multiplos 6rgéos. AST: aspartato aminotransferase; ALT:
alanina aminotransferase; TEPT: Transtorno de estresse pés-traumético; OC: obsessivo-compulsivo.
Fonte: Adaptada e traduzida de BMJ. 2021;374:n1648

As manifestacfes renais incluem insuficiéncia renal aguda com aumento de
creatinina e reducao da taxa de filtragcdo glomerular devido necrose tubular aguda e
infiltrac@o de linfocitos, lesBes renais aguda, Glomeruloesclerose segmentar e focal
(Campos et al., 2020; Crook et al., 2021; Salette Rincon et al., 2021).

As manifestac¢des cardiovasculares incluem lesdo miocardica, miocardite, leséo
coronariana aguda, miocardiopatia, insuficiéncia cardiaca, arritmias agudas (fibrilagéo
atrial, bloqueio atrioventricular ou arritmias ventriculares), prolongamento do intervalo
QT, elevacédo do segmento ST e choque cardiogénico (Campos et al., 2020; Crook et
al., 2021; Salette Rincén et al., 2021).
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As manifestacdes do trato gastrointestinal incluem nauseas, vémitos, diarreia,
dor abdominal, hipo/anorexia. A diarreia pode anteceder os sintomas respiratorios.
Pode ocorrer isquemia mesentérica devido a lesdo microvascular na submucosa do
intestino delgado (Crook et al., 2021; Katz-Agranov; Zandman-Goddard, 2021; Salette
Rincon et al., 2021).

As manifestacdes hepaticas incluem hepatite aguda grave, hiperbilirrubinemia,
alteracdo nas funcdes hepéticas, elevacdo de aminotransferases, esteatose hepatica,
fibrose portal, infiltrages linfociticas, necrose e/ou trombose de veia hepatica central
(Crook et al., 2021; Salette Rincon et al., 2021).

As manifestacdes neurologicas incluem cefaleia, tontura, mialgia, fadiga,
anorexia, anosmia, ageusia, comprometimento cognitivo, insénia. Pode ocorrer AVC
isquémico ou hemorragico, e manifestar com convulsdes, confusdo mental, perda de
consciéncia, polineuropatia desmielinizante, encefalopatia tronco cerebral necrosante
e de ganglios da base (Crook et al., 2021; Salette Rincon et al., 2021).

As manifestacdes oculares incluem conjuntivite, e dermatoldgicas incluem
erupgdo cutanea eritematosa maculopapular, urticaria, vesiculas, lesdes cutaneas
acroisquémicas, petéquias e lesbes exantematicas e necroticas (Salette Rincon et al.,
2021).

No pancreas, pode ocorrer pancreatite, e no sistema enddcrino, hiperglicemia,
cetose euglicémica ou cetoacidose diabética, sendo mais grave nos previamente
diabéticos e obesos (Crook et al., 2021; Salette Rincon et al., 2021).

Essas manifestacdes demonstram a complexidade e a gravidade da COVID-
19, afetando multiplos sistemas do organismo e resultando em uma ampla gama de
sintomas e complicacdes. A presenca e persisténcia de sintomas na COVID longa
estdo correlacionados com a gravidade da doenca durante a COVID aguda,
resultando em piora da qualidade de vida, anormalidades pulmonares e radiograficas,

entre outras (Hu et al., 2021; Seyed Hosseini et al., 2020).

1.4 COVID LONGA

A COVID longa, também conhecida como sindrome pd6s-COVID (SPC) ou
Sindrome da COVID po6s-aguda, € amplamente descrita na literatura. Apos o quadro

de COVID aguda os pacientes podem apresentar sequelas ou outras complicacbes
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clinicas que podem durar semanas a meses ap0s a recuperacao inicial (Acosta-
Ampudia et al., 2022; Shukla; Misra, 2022).

Segundo o consenso Delphi da OMS, COVID longa é uma condi¢cdo pos-
COVID-19 que ocorre em individuos com historico de infeccdo provavel ou confirmada
por SARS-CoV-2, geralmente trés meses apos o inicio da COVID, com sintomas que
duram pelo menos dois meses e ndo podem ser explicados por um diagnostico
alternativo. Esses sintomas podem persistir desde o inicio da doeng¢a ou podem surgir
de novo, apos a recuperacdao inicial de um episédio agudo (Merad et al., 2022).

Dentro de poucas semanas, a maioria dos pacientes com COVID-19
recuperam-se completamente. A prevaléncia de COVID longa varia muito entre 0s
estudos. No entanto, cerca de 10-20% dos pacientes podem permanecer com
sintomas por mais de quatro semanas, mesmo com doenca leve, e alguns podem até
desenvolver novos sintomas(Acosta-Ampudia et al., 2022; Al-Aly, 2024; Shukla; Misra,
2022).

A COVID longa pode ser dividida em duas categorias. A primeira categoria € a
subaguda, que incluiu os pacientes que se mantem sintomaticos ou com alguma
anormalidade entre 4 e 12 semanas apos a infeccéo inicial. A segunda categoria inclui
pacientes com sintomas e anormalidades persistentes por mais de 12 semanas do
inicio do quadro, ap06s a exclusdo de outros diagnoésticos ou doencas, sendo
considerados como Sindrome pds-COVID/ COVID longa (Alves de Souza et al., 2022;
Carvalho et al., 2024).

A gravidade da COVID longa foi correlacionada com individuos do sexo
feminino, mais idosos, com IMC elevado, maior numero de sintomas durante a fase
aguda da doenca, presenca de comorbidades prévias (cardiovasculares, pulmonares
e neoplasicas) e, consequentemente, a gravidade da infeccdo aguda (Alves de Souza
et al., 2022; Dhingra et al., 2024; Solomon et al., 2021).

Estudos mostram que a carga cumulativa da COVID longa continuou a
aumentar, apesar da vacinacdo e dos quadros mais brandos de infeccdo aguda nas
ondas variantes recentes de COVID (Merad et al., 2022; Prata et al.,2024).

O comprometimento multi-6rgdos da COVID pode gerar um grande impacto na
qualidade de vida, saude e capacidade de trabalho, gerando diversos problemas
socais (Amdal et al., 2021).As possiveis causas da COVID longa séo persisténcia de
um reservatorio viral, desregulacdo endocrina, coagulopatias, resposta sorologica

anti-SARS-CoV-2 inadequada, desenvolvimento de autoanticorpos, estado
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inflamatorio persistente, reativacdo de outros virus (Virus Epstein-Barr — EBV) e
disbiose do microbioma (Alves de Souza et al., 2022; Blair et al., 2022; Dhingra et al.,
2024; Merad et al., 2022; Shukla; Misra, 2022).

Os sintomas persistentes mais relatados sao artralgias, cefaleia, mialgia, fadiga,
dispneia, queda de cabelo e tontura. Além do cansaco extremo, pode gerar problemas
psicolégicos como depressao, ansiedade e transtorno de estresse pos-traumatico
(TEPT), além de comprometimento da memobria, atencdo, insbnia e outras
complicagBes psiquiatricas graves. No entanto, alguns pacientes podem apresentar
quadros mais criticos, como miocardite e fibrose pulmonar (Alves de Souza et al.,
2022; Amdal et al., 2021; Blair et al., 2022; Shukla; Misra, 2022).

1.4.1 Comprometimento pulmonar

Diante dos varios sintomas que podem persistir na COVID longa, a fadiga e
dispneia sdo os mais comuns, gerando limitaces graves como a reducdo da
capacidade de exercicio. Existem estudos que sugerem que a limitacdo da
capacidade de exercicio seja devido limitacao respiratéria, diminuicdo da massa e da
funcdo muscular esquelética gerando fraqueza muscular. Outros estudos sugerem
ainda a possibilidade de sequelas cardiacas e diminuicdo da capacidade de difusédo
(Sahin; Satar; Ergun, 2024; Sanchez-Ramirez et al., 2021; Schmidt; Piva; Sbruzzi,
2022).

Estudo anterior com COVID longa, avaliando espirometria e teste de
caminhada incremental para avaliar capacidade de exercicio mostrou que 18,8%
interromperam 0 exame por motivos respiratorios e 51,9% por fadiga nas pernas,
mostrando a importancia da reducéo da forca muscular na limitacdo. Além disso, foi
demonstrado que o0s pacientes apresentavam uma reducdo da capacidade vital
forcada (CVF) (Sahin; Satar; Ergtin, 2024).

Estudos no inicio da pandemia com avaliagdo imediatamente apos a alta
hospitalar mostraram reducéo da capacidade de difusdo de monoxido de carbono
(DLCO). Apos 30 dias da alta, 75% ainda permaneciam com alteragdo em fungéo
pulmonar, principalmente com redugéo da DLCO (Solomon et al., 2021). Outro estudo
realizado com 45 dias e 6 meses ap0s alta hospitalar de pacientes graves evidenciou

uma reducgao da capacidade vital lenta (CVL), da capacidade vital forcada (CVF), do
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volume expiratorio forgcado no primeiro segundo (VEF1), da capacidade pulmonar total
(CPT) e DLCO. Ao longo dos 6 meses houve uma melhora significativa dos valores,
porém ainda havia anormalidades residuais na funcao pulmonar (Bretas et al., 2022).

A alteragdo funcional encontrada na maioria dos estudos sao reducdo da
capacidade de difusédo, permanecendo a alteracdo em 6 e 12 meses de seguimento.
Essa alteracdo é maior nos pacientes que ficaram graves. Disturbio ventilatério
restritivo, definido por reducédo da CVF e/ou CPT, foi menos frequente (Lee; Yim; Park,
2022; Watanabe et al., 2022).

Estudo multicéntrico realizado no Brasil avaliou os pacientes apos 12 meses de
hospitalizacdo por COVID-19 e evidenciou que 19% persistiram com tosse e 43% com
dispneia, independente se foram internados em enfermaria ou UTI. Além disso, 27%
tinham padrdo ventilatério restritivo e 18% DLCO alterada apés 12 meses (Prata et
al., 2024).

O disturbio restritivo e reducdo da DLCO encontrado nos estudos esta
relacionado ao desenvolvimento de fibrose pulmonar. Além disso, é importante
lembrar que devido a invasao direta do SARS-CoV-2 no endotélio vascular, assim
como pelo estado de hipercoagulabilidade e aumento do risco de eventos
tromboembdlicos, esses pacientes podem manter sintomas e reduzir DLCO devido
fendbmenos tromboembdlicos (Prata et al., 2024; Solomon et al., 2021).

Também existem estudos mostrando que apds um ano de seguimento de
COVID, 32,6% dos pacientes permaneciam com alteragdes residuais na tomografia
de térax, incluindo principalmente, opacidades em vidro fosco e areas semelhante a
fiborose, com uma frequéncia maior nos pacientes que ficaram graves/criticos
(Watanabe et al., 2022). Os achados de fibrose pulmonar séo multifatoriais, incluindo
acdo direta do virus, reacdo inflamatéria sistémica, infec¢cdes associadas,
oxigenoterapia, ventilacdo mecanica e fatores genéticos, sendo responsaveis pela

persisténcia de sintomas respiratorios (Carvalho et al., 2024; Singh et al., 2023).

1.4.2 Marcadores inflamatorios

Quando o SARS-CoV-2 entra nas células do hospedeiro, sdo ativadas as
respostas imunes inata e adaptativa através da secrecdo de varias citocinas pro-

inflamatorias. Essa resposta imune a infecdo pelo SARS-CoV-2, na fase aguda da



20

COVID-19, gera uma desregulacdo sustentada nas células imunes, citocinas,
qguimiocinas e imunoglobulinas nos pacientes com COVID longa. Na infeccéo primaria,
a expresséo diferente dessas células e moléculas pode ter um valor preditivo para
identificar paciente em risco de desenvolver COVID longa (Espin et al., 2023).

Como citado anteriormente, ha uma variedade grande de sintomas na COVID
longa, e, diante de uma grande variedade de combinacdes de sintomas, o desafio tem
sido estratificar os pacientes em clusters especificos para um tratamento
personalizado de uma entidade patoldgica tdo heterogénea. Portanto, o desafio tem
sido encontrar biomarcadores especificos, para relacionar os clusters com os
mecanismos e patologias diferentes (Merad et al., 2022).

Diversos marcadores bioquimicos podem ser utilizados antes, durante e apds
o diagnostico de COVID-19 com os objetivos de triagem, avaliagdo de risco,
monitoramento e escolha da terapéutica adequada. Podem ser utilizados marcadores
hepaticos (AST, ALT, albumina, bilirrubina), renais (ureia, creatinina, taxa de filtracéo
glomerular), cardiacos (troponina T, BNP, CKMB, mioglobina, DHL) e de coagulacdo
(D-dimero). Além disso, podem ser utilizados marcadores inflamatérios
(procalcitonina, ferritina, PCR, IL-6, IL-10) (Almeida et al., 2021; Lima et al., 2023).

Os biomarcadores clinicos e progndsticos sdo importantes para melhorar o
conhecimento sobre uma doenca. Os marcadores inflamatorios associados a
prognostico, gravidade e desfecho ruim mais descritos nos estudos séo proteina C-
reativa (PCR), taxa de hemossedimentacao (VHS), ferritina e procalcitonina (PCT).
Além desses, 0s estudos mostram aumento da razéo neutréfilo-linfécito (RNL) (Alves
de Souza et al., 2022; Dias Alves, 2022; Lima et al., 2023).

A PCR, ferritina e procalcitonina sdo proteinas de fase aguda. A PCR é
secretada predominantemente pelo figado, apés 4 a 6 horas do estimulo, com pico
em 36 a 50 horas, levando dias para retornar ao normal, portanto, € um bom preditor
de gravidade e de complicacdes. A ferritina é secretada na presenca de citocinas
inflamatorias e em estados de hiperinflamagcdo (com aumento de citocinas pro-
inflamatorias IL-1, IL-6, TNF-a, quimiocina IL-8 e citocina anti-inflamatoria IL-10), fica
aumentada e predizem pior gravidade e mortalidade. A procalcitonina esta presente
no interior das células C da tiredide, e em situacdes de estresse (infec¢éo), pode ficar
elevada predizendo maior gravidade e aumento de o6bito intra-hospitalar (Lima et al.,
2023).
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Uma revisdo sistematica de 2023 mostrou que 0s biomarcadores mais
frequentemente relatados na COVID longa foram interleucina-6 (IL-6), proteina C-
reativa (PCR), IL-10, interferon (IFN)-y, antiplasmina a2 (a2AP), fator von Willebrand
(VWF) e células reguladoras T (Treg) (Espin et al., 2023).

Os individuos que desenvolveram COVID longa, durante a fase aguda da
doenca, apresentaram regulacdo positiva das citocinas e quimiocinas IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-17, IFN-y, CCL5/RANTES e CCL360 em comparagdo com OS grupos
controle. A IL-2 (importante para a proliferacéo e autotolerancia das células T) e a IL-
17 (relacionada a inflamacéo e autoimunidade) também estavam aumentadas na fase
aguda. A citocina pro-inflamatdria IL-6 exibiu niveis elevados persistentes até sete
meses em pacientes com COVID longa. O IFN-y (essencial para a defesa antiviral)
permaneceu elevado por dois meses apos a infec¢do. Achados contraditorios foram
encontrados para IL-4 (anti-inflamatoria) e IL-10 (inibe a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias), com variagdes nos niveis entre diferentes estudos. GM-CSF e CCL4
diminuiram durante a infec¢do por COVID-19 em pacientes que manifestaram COVID
longa (Espin et al., 2023).

Células imunoldgicas, como linfocitos CD8+ e CD4+, juntamente com células
NK e niveis elevados de marcadores inflamatorios como PCR e IL-6, estédo associados
a COVID longa e as sequelas pulmonares. Estudos destacam associacdes entre
niveis elevados de citocinas especificas e o comprometimento pulmonar residual,
reforcando a relevancia do monitoramento de biomarcadores na recuperacdo da
COVID-19 (Espin et al., 2023; Mancilla-Ceballos et al., 2023).

Portanto, reconhecer o perfil inflamatério dos pacientes com COVID e
determinar os fatores que afetam a capacidade pulmonar, e conseguir prever quais
pacientes estdo em risco para essas complicacdes respiratorias e disfuncdo pulmonar
sdo de extrema importancia para gerenciar o manejo do tratamento. Assim, é
necessario entender os fenétipos de pacientes com COVID-19 baseado em
marcadores inflamatérios que podem ser avaliados atraves de material biolégico com
coleta menos invasiva (p.ex. sangue ou saliva) e predizer quais podem evoluir com
disfuncéo pulmonar a longo prazo, guiando as estratégias terapéuticas e minimizando

0S riscos para os pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a associacao entre fatores clinicos iniciais e perfil inflamatoério na
fase aguda da COVID-19 e a recuperacao funcional pulmonar apés um ano da alta

hospitalar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar o perfil dos pacientes hospitalizados por COVID-19 quanto aos
aspectos clinicos e sociodemogréficos;

Caracterizar os perfis inflamatérios de pacientes hospitalizados por COVID-19
com base nos biomarcadores Thl, Th2 e Thl7;

Determinar os fatores preditores associados a funcao pulmonar apés um ano
da alta hospitalar por COVID-19.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo observacional do tipo coorte prospectivo com
pacientes admitidos em um hospital terciario no sul do Brasil com infec¢do por COVID-
19 entre junho e novembro de 2020. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital S&o José sob o protocolo de niumero 31384620.6.1001.5364.
Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

antes da inclusao no estudo.

3.2 LOCAL DO ESTUDO

Este estudo foi realizado nos pacientes admitidos na enfermaria ou unidade de
terapia intensiva (UTI) de um hospital terciario no sul do Brasil de junho a novembro
de 2020.

3.3 POPULACAO

A populacéo de estudo foi composta por pacientes internados na enfermaria ou
UTI de um hospital terciario com confirmacao laboratorial de COVID-19 no periodo de
junho a novembro de 2020.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos no estudo todos os pacientes com 18 anos ou mais, admitidos
em um hospital terciario do extremo sul catarinense com diagndstico laboratorial
confirmado de COVID-19 através de reacdo de transcriptase reversa ou teste rapido
de antigeno, e necessitando de suplementacéo de oxigénio, ventilacdo nao invasiva
ou ventilagdo mecanica devido a pneumonia por COVID-19.

Foram excluidos no estudo os pacientes com doengas cronicas graves (doenca
renal crénica em hemodidlise, cirrose Child-Pugh C, doenca pulmonar obstrutiva

cronica grave, insuficiéncia cardiaca grave), portadores de doencas que afetam a
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resposta inflamatéria (Ex. uso crénico de imunossupressores, portadores de cancer
ou HIV positivos sem controle da doenca) e pacientes em cuidados paliativos ou com

expectativa de vida menor do que 24 horas.

3.5 DESFECHOS

Os desfechos foram as varidveis de funcado pulmonar (DLCO, CPT, VEF1,
PIméx) apés um ano da alta hospitalar por COVID-19.

3.6 PROCEDIMENTOS

Os pacientes admitidos na enfermaria ou UTI com diagnéstico confirmado de
COVID-19 foram avaliados quanto aos critérios de inclusdo e excluséo, e assim, foi
definido se eram elegiveis para o estudo. Esses pacientes foram convidados a
participar do estudo na admissdo hospitalar. Apés a explicacdo sobre o estudo,
aceitacao e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), foram

iniciados os procedimentos do estudo.

3.6.1 Durante a internagao hospitalar

Apbés a inclusdo do paciente no estudo, foram coletadas informacbes
sociodemogréficas e clinicas foram coletadas diretamente com paciente, com o
responsavel pelo paciente ou pelo prontuario eletrénico do hospital. As variaveis
coletadas foram idade, sexo, peso (quilogramas), altura (metros), indice de massa
corpérea (Kg/m?), tempo de internacdo hospitalar e uso de corticosterdide sistémico
durante internacdo. A presenca de comorbidades pré-hospitalares foram coletadas e
avaliadas pelo indice de comorbidades de Charlson. O escore SAPS Il (Simplified
Acute Physiology Score 3) foi avaliado para prever o risco de morte dos pacientes em
UTI. O escore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) foi utilizado para avaliar
disfuncao organica.

Além disso, foram coletadas amostras de sangue venoso em até 24 horas apos
a admissao hospitalar. Os niveis de APRIL, BAFF, BLC (CXCL13), CD30, ENA-78
(CXCL5), Eotaxin-2 (CCL24), Eotaxin-3 (CCL26), FGF-2, Fractalkine (CX3CL1), IL-
16, IL-2R (CD25), IL-20, I-TAC (CXCL11), MCP-2 (CCL8), MCP-3 (CCL7), MDC
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(CCL22), MIF, MIG (CXCL9), TNF-RIl, TRAIL (CD253), TSLP, TWEAK, CD40L
(CD154), Eotaxin (CCL11), Gro-alpha (CXCL1), G-CSF (CSF-3), GM-CSF, HGF, IFN-
alpha, IP-10 (CXCL10), IFN-y , IL-1-alpha, IL-1-beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8 (CXCLS8), IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17A (CTLA-8), IL-18, IL-21, I1L-22,
IL-23, IL-27, IL-31, LIF, M-CSF, MCP-1, (CCL2), MIP-1-alpha (CCL3), MIP-1-beta
(CCL4), MIP-3-alpha (CCL20), MMP-1, NGF-beta, SDF-1-alpha (CXCL12), SCF, TNF-
alpha, TNF-beta emVEGF-A foram mensurados usando o Immune Monitoring 65-Plex
Human ProcartaPlex™Panel (Cat. # EPX650-16500-901), da Thermo Fisher
Scientific, (Waltham, MA, USA) no sistema Luminex MAGPIX® (Luminex Corporation
-Austin, TX, USA).

3.6.1.1 Indice de comorbidades de Charlson.

Durante a internacao foram avaliadas as comorbidades pré-hospitalares nos
prontuarios eletrdnicos, e pontuado pelo indice de comorbidades de Charlson (ICC)
que foi calculado conforme a descri¢ao original (Charlson et al., 1987).

O ICC é amplamente utilizado como preditor de progndstico e sobrevivéncia a
longo prazo. Trata-se de um instrumento de avaliacdo da gravidade que considera
comorbidades ou diagndsticos secundarios, atribuindo um risco adicional de
mortalidade ao paciente. Ele é importante em estudos para a identificacdo, durante a
inclusdo no estudo, de doencas que representam uma ameaca significativa
independente a sobrevivéncia. Esse indice inclui 19 doenc¢as, como mostra a Tabela
1, baseadas na forca de suas associacdes com a mortalidade, atribuindo-se um peso
especifico para cada condi¢do. Os pesos sado distribuidos da seguinte forma: peso 1
para infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca vascular
periférica, doenca cerebrovascular, deméncia, doenca pulmonar crbnica, doenca do
tecido conjuntivo, Ulcera, doenca hepatica leve e diabetes; peso 2 para hemiplegia,
doenca renal moderada ou severa, diabetes com complicagbes, qualquer tumor,
leucemia e linfoma; peso 3 para doenca hepatica moderada ou severa; e peso 6 para
tumor metastatico sélido e AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida). O escore
final é obtido pela soma dos pesos atribuidos. Este escore pode ser combinado com

a idade para formar um indice Unico, acrescentando uma pontuacao especifica para
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cada periodo de dez anos a partir dos 50 anos (Charlson et al., 1987; Tuty

Kuswardhani et al., 2020).

Tabela 1 - indice de Comorbidade de Charlson

ltem Pontos

ldade

50 a 59 anos +1

60 a 69 anos +2

70 a 79 anos +3

>= 80 anos +4
Infarto do miocardio +1
Insuficiéncia cardiaca congestiva +1
Doenca vascular periférica +1
Evento cardiovascular ou ataque isquémico transitorio +1
Deméncia +1
Doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) +1
Doenca do tecido conjuntivo +1
Ulcera péptica +1
Doenca hepética

Leve +1

Moderada a severa +3
Diabetes

N&o complicada +1

Com lesao em 6rgaos alvo +2
Hemiplegia +2
Doenca renal cronica moderada a severa +2
Tumor sélido

Localizado +2

Metastatico +6
Leucemia +2
Linfoma +2
AIDS +6

AIDS: Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida. Fonte: Charlson (1987, p. 377).

3.6.1.2 Escore SAPS Il

O escore SAPS lll (Simplified Acute Physiology Score 3) é uma ferramenta de

estratificagdo de risco amplamente utilizada em unidades de terapia intensiva (UTI)

para estimar a mortalidade hospitalar de pacientes criticos. Dentre as variaveis

contempladas no SAPS Il estdo dados demograficos (idade, comorbidades),
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parametros fisiolégicos (como temperatura, pressao arterial, frequéncia respiratoria,
funcao renal e nivel de consciéncia), o diagndstico principal e as condi¢des clinicas

prévias a internacao.

O escore SAPS Il é calculado a partir de uma formula logistica e apresenta
dois componentes principais: 0 escore bruto e a probabilidade estimada de
mortalidade hospitalar. A pontuacdo pode variar de zero a 217 pontos. Quanto maior
a pontuacao, maior € a mortalidade. SAPS Ill maior que 80 pontos a mortalidade &
cerca de 70% e pontuacdo menor que 40 a mortalidade € menor que 10%. Essa
estimativa € ajustada por modelos regionais para aumentar sua aplicabilidade em
diferentes contextos geogréficos e sistemas de saude. O uso do SAPS 3 na pratica
clinica e na pesquisa permite a estratificacdo prognéstica individual e a avaliacdo da
performance assistencial de UTIls por meio do calculo do indice de mortalidade
padronizada. O uso do SAPS 3 na pratica clinica e na pesquisa permite ndo apenas
a estratificacdo prognéstica individual, mas também a avaliacdo da performance
assistencial de UTIs por meio do célculo do indice de mortalidade padronizada.O uso
do SAPS 3 na prética clinica e na pesquisa permite ndo apenas a estratificacao
prognéstica individual, mas também a avaliacdo da performance assistencial de UTls
por meio do célculo do indice de mortalidade padronizada (Moreno et al., 2005;
Soares, 2006).

3.6.1.3 Escore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment)

Para avaliar a disfuncdo organica nos pacientes hospitalizados, utilizou-se o
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA). Esse escore € uma ferramenta pratica
e eficiente para a presenca de disfuncdo de 6rgdos em pacientes criticos. O SOFA
analisa seis sistemas principais, conforme detalhado na tabela 2: o sistema
respiratorio (baseado na relacdo PaO2/FiO2), neuroldgico (avaliado pela escala de
coma de Glasgow), cardiovascular (dependendo da presséao arterial média ou do uso
de medicamentos vasopressores), hepatico (de acordo com os niveis de bilirrubina),
de coagulacao (considerando a contagem de plaquetas) e renal (baseado nos niveis
de creatinina ou no débito urinério). Cada sistema tem pontuagfes que variam de zero

a quatro, podendo pontuar de zero a 24 pontos. Quanto maior a pontuagao, maior a
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gravidade da disfungéo organica e maior a mortalidade dos pacientes (Lambden et al.,

2019; Vincent et al., 1996).

Tabela 2 — Sequential Organ Failure Assessment

SOFA 0 1 2 3 4
escore
Respiracgao
PaO2/FiO2, > 400 <400 <300 <200 com | <100 com
mmHg suporte suporte
respiratorio | respiratorio
Coagulacao
Plaquetas x > 150 <150 <100 <50 <20
103/mm3
Hepatico
Bilirrubina, <1,2 12-19 2,0-59 6,0-11,9 >12
mg/dl
Cardiovascu
-lar Sem PAM < Dopamina | Dopamina > Dopamina >
Hipotensao hipotensdo A 70 mmHg <5ou Sou 15 ou
dobutamina | epinefrina < | epinefrina >
(qualquer 0,1 ou 0,1 ou
dose)* norepinefrina norepinefrina
<0,1* >0,1*
Sistema
nervoso 15 13-14 10-12 6-9 <6
central
Escala de
Coma de
Glasgow
Renal
Creatinina, <1,2 12-19 20-34 3,5-49o0u >50u<
mg/dl ou <500 ml por | 200 ml por
diurese dia dia

SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; PaO2: presséo parcial de oxigénio; FiOz: fracao inspirada
de oxigénio; PAM: pressao arterial média. *Agentes adrenérgicos administrados por pelo menos 1 hora
(dose em micrograma/kg — min). Fonte: Vincent (1996, p. 708).

3.6.2 Seguimento a longo prazo

No momento da alta hospitalar, o paciente e seu responsavel foram informados

que a equipe de pesquisa faria contato visando acompanhar sua evolucdo apos

completar um ano, e foi confirmado os contatos telefénicos. Apds a alta hospitalar
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foram realizados contatos telefénicos de acompanhamento mensalmente, contados a
partir da saida do paciente do hospital, visando manter o vinculo com o participante e
evitar perda de amostra.

Apbs 6 e 12 meses de alta hospitalar, todos participantes foram convidados a
se apresentar no Centro de Pesquisa do hospital que havia sido internado, para
realizar nova avaliacao clinica, prova de funcé&o pulmonar completa, pletismografia e

difusdo de monoxido de carbono.

3.6.3 Pletismografia pulmonar com medida de difusao de monéxido de carbono

Os exames de funcdo pulmonar foram realizados seis meses e um ano apos a
alta hospitalar por fisioterapeuta treinado e experiente em fungdo pulmonar, sob
supervisao de médico pneumologista, responsavel também pela analise final e laudo
do exame. Os exames foram feitos em pletismografo de presséo variavel VIASYS
Respiratory Care (Vyaire, Mettawa, IL, EUA), seguindo as diretrizes da American
Thoracic Society (ATS)/ European Respiratory Society. Antes da realizacédo de cada
exame, o0 equipamento foi calibrado de forma adequada. Os seguintes parametros
foram obtidos: volume expiratério forcado no primeiro segundo (VEF1), capacidade
pulmonar total (CPT), DLCO, pressao inspiratoria maxima (PImax). As medidas de
VEF1 e CPT foram expressas em valores absolutos e em percentual do previsto para
a populacéo brasileira(Alberto et al., 2007; Lessa; De Castro Pereira; Soares, 2021).
A resisténcia de via aérea foi expressa em centimetros de agua por litro por segundo
(cmH20/L/s). Para a PImax, cada participante foi solicitado a realizar cinco manobras,
com o objetivo de igualar as duas maiores dentro de 10 cmH20, e as maiores PIméax
e PEmax do teste de cada participante foi utilizada para andalise. Essas variaveis foram
expressas como porcentagens dos valores normais previsto. Foram considerados

valores normais aqueles iguais ou superiores a 80% dos valores preditos.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

3.7.1 Estatistica descritiva

Os dados sao apresentados como média e desvio padréao (DP) para variaveis

normalmente distribuidas, mediana e intervalo interquartil (IQR) para variaveis
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assimétricas ou nao normalmente distribuidas e contagem (%) para dados
categéricos. A normalidade da distribuicdo das variaveis foi realizada pela analise da

assimetria e curtose, analise visual do histograma e pelo teste de Shapiro-Wilk.

3.7.2 Clusterizagao nao-hierarquica

Clusterizagao por k-means foi realizada baseada nos niveis plasmaticos de
citocinas relevantes de resposta Th1 (INF-y , TNF-q, IL-2, IL-12, IL-18), Th2 (IL-4, IL-
5, IL-10, IL-13) e Th17 (IL-17A, IL-21, IL-22, IL-23), com um numero de cluster étimo
definido como dois. Os clusters foram classificados pela média dos escores Z dos
niveis das 13 proteinas em resposta T"9" e resposta T'°%. Apds foram comparadas
as variaveis sociodemograficas, clinicas e niveis dos demais biomarcadores
inflamatorios séricos com os dois clusters utilizando teste-t ou Mann-Whitney-U para
variaveis continuas ou qui-quadrado para variaveis categoricas.

Como nossa intencdo é determinar se diferentes variaveis independentes
(caracteristicas dos pacientes ao serem admitidos no hospital) podem predizer as
variaveis dependentes (funcao pulmonar) em 12 meses apos a alta hospitalar em
diferentes clusters de pacientes conforme seu perfil de biomarcadores inflamatorios
realizamos um modelo misto linear (tendo em vista que a fungao pulmonar foi medida
também 6 meses apds a alta hospitalar, e a evolugao temporal desta pode influenciar
o desfecho). Assim, criamos modelos para cada um dos desfechos de fungao
pulmonar. As variaveis independentes para ambos os modelos foram idade, sexo,
tempo de internacéo, escore SOFA, a que cluster pertencia o individuo, avaliagéo de
comorbidades pelo escore Charlson e o tempo quando foi realizada a avalicao da
funcdo pulmonar. O paciente individual foi incluido como efeito randémico.

Os modelos mistos lineares foram realizados no software Spyder (python 3.11)
utilizando o pacote statsmodels. Todas as demais analises foram realizadas no
software SPSS versao 23.0. As figuras foram elaboradas no software GraphPad
Prism 10.0.
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4. RESULTADOS

ApGs a avaliacdo dos pacientes admitidos na enfermaria ou UTI do hospital de
estudo no periodo de junho a novembro de 2020, como mostra a figura 2, foram
analisados os critérios de inclusédo e exclusdo, a amostra resultou em 167 pacientes.
Entretanto, no decorrer do estudo, 56 morreram durante a hospitalizacdo ou
acompanhamento. Diante da necessidade de avaliagdo pulmonar em 6 e 12 meses
apos a alta hospitalar, foram avaliados nesse estudo 59 pacientes. A Tabela 3 mostra
uma analise detalhada das caracteristicas sociodemogréficas e clinicas dos pacientes
incluidos no estudo. A média de idade dos participantes foi de 54 anos (DP + 10), com
predominio do sexo masculino (61%). O indice de Massa Corporal (IMC) médio foi de
27 kg/m? que corresponde a sobrepeso. O tempo médio de internacédo hospitalar foi
de 21 dias, sendo que, 78% fizeram uso de corticoide sistémico durante a internacgéo.
A média do Escore SAPS lll foi 48 (DP + 12) e do Escore de Comorbidades de
Charlson foi de 1. No escore SOFA total a média foi de 4,4 (DP =+ 1,8), e no critério
SOFA respiratorio foi 3.

A partir da clusterizagdo dos participantes utilizando o algoritmo k-means
baseado nos niveis plasmaticos de citocinas associadas aos perfis Th1, Th2 e Th17,
foram identificados dois padrdes distintos de pacientes. Estes clusters foram
classificados, com base na média dos escores-Z dos niveis de cada um dos 13
biomarcadores utilizados na andlise para a clusterizagdo, como T9" (32% casos) e
TLow (68% casos), conforme ilustrado na Figura 3. O cluster THi9" apresentou, de modo
geral, niveis plasmaticos mais elevados para todas as citocinas avaliadas. No entanto,
somente 03 citocinas Th1, 02 citocinas Th2 e 01 citocina Th17 apresentam diferenca

significativa estatisticamente.
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Figura 2 — Fluxograma da selegéo da amostra do estudo

Participantes elegiveis
(n =59)

Tabela 3 — Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo
Média + DP, Mediana (IQR) ou valor (%)

Caracteristicas

Idade, anos
Género, masculino
IMC

SAPS Il

CClI

SOFA total

SOFA respiratério

Uso de corticoide, sim

Tempo de internagao, dias

THigh cluster

Tlow cluster

54 + 10
36 (61)
27 (6)
48 + 12

1(1)
44+18
3 (1)
46 (78)
21 (48)
19 (32)
40 (68)

CCl: Escore de comorbidades de Charlson; DP: Desvio Padr&o; IMC: indice de massa corporal; IQR:
Amplitude interquartil; SAPS: Escore Fisiolégico Agudo Simplificado; SOFA: Avaliagdo sequencial da

disfuncéo organica.

As citocinas que apresentaram niveis estatisticamente significativos mais

elevados no cluster THig" foram: IFN-y (interferon-gama), IL-12p70 (interleucina-12-

70), e IL-18 (interleucina-18), representando o perfil Th1; IL-4 (interleucina-4) e IL-

13 (interleucina-13), representando o perfil Th2; e IL-17A (interleucina-17A), do

perfil Th17.



33

2.0
INF-gamma - *
TNF-aIpha * 1.5
Thl L2 4
IL-12p70 - * Lo
IL-18 4 *
105
IL-4 4 %
Th2 IL-5 - 40
IL-10
F 1 -05
IL-13 4 *
IL-17A 4 *
-~ 41 -1.0
IL-21
Thl7
IL-22 - P 1S
IL-23
-2.0

T-high—+
T-low

Figura 3 — Heat-map da distribuicdo dos niveis das citocinas Th1, Th2 e Th17 entre
os clusters determinados por k-means. * denota diferenca estatisticamente significativa entre os dois

grupos para p < 0,05.

Com o intuito de caracterizar de forma mais abrangente os dois clusters
identificados, foram comparados entre os grupos as varidaveis sociodemograficas,
clinicas e os niveis plasmaticos de outros 52 biomarcadores inflamatérios, associados
a diferentes fungdes (Tabela 4 e Figura 4). Observou-se que as caracteristicas
sociodemograficas e clinicas dos participantes sdo semelhantes entre os clusters de
pacientes categorizados como THigh e T-o% n3o havendo diferencgas estatisticamente
significativas entre eles nesses dominios.

Por outro lado, uma analise detalhada dos niveis plasmaticos de outros
marcadores inflamatérios revelou diferengas significativas entre os clusters.
Especificamente, percebemos que 11 de 20 citocinas (Figura 3A), 08 de 18
quimiocinas (Figura 3B), 02 de 06 fatores de crescimento (Figura 3C) e 01 de 08
receptores soluveis (Figura 3D) apresentaram niveis plasmaticos significativamente
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distintos entre os grupos. Em todos os casos, os niveis dessas proteinas inflamatdrias
foram mais elevados no cluster Thid", Esses achados reforcam a robustez da

segmentacéo realizada pelo algoritmo k-means.

Tabela 4 - Caracteristicas dos pacientes comparando diferentes clusters

determinados por k-means
Caracteristicas THigh (n=19) TLow (n=40) Valor de p
Idade, anos 55+ 11 52+ 11 0.308
Género, masculino 11 25 0,735
IMC 27 (14) 29 (31) 0.108
SAPS I 47 + 8 50 + 14 0.583
CClI 2 (5) 1(4) 0.774
SOFA total 28+1.5 3.1+21 0.644
SOFA respiratoério 3(4) 2 (3) 0.255
Uso de corticoide, sim 13 33 0.223
Tempo de internagao, dias 19+ 13 15+ 12 0.359

CCI: Escore de comorbidades de Charlson; IMC: indice de massa corporal; IQR: Amplitude interquartil;
SAPS: Escore Fisioldgico Agudo Simplificado; SOFA: Avaliagdo sequencial da disfungéo organica.
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Figura 4 — Heat-map da distribuicdo dos niveis de (A) citocinas, (B) quimiocinas, (C)
fatores de crescimento, (D) receptores soluveis entre os clusters determinados por k-
means. * denota diferencga estatisticamente significativa entre os dois grupos para p < 0,05.

Ap6s a definicdo dos clusters, baseado no perfil de biomarcadores
inflamatodrios, foi utilizado um modelo estatistico misto linear para determinar se
diferentes caracteristicas dos pacientes ao serem admitidos no hospital com COVID-
19 (variaveis independentes) podem predizer a fungdo pulmonar (variaveis
dependentes) aos 12 meses apds a alta hospitalar. Optou-se por utilizar modelos que
pudessem capturar essa variagao intraindividual ao longo do tempo pois, a fungao
pulmonar foi avaliada aos 6 e 12 meses apoés a alta hospitalar.

Foram desenvolvidos quatro modelos separados, nos quais as variaveis
dependentes foram, respectivamente, a capacidade de difusdo do mondxido de
carbono (DLCO), capacidade pulmonar total (CPT), volume expiratério forgado no
primeiro segundo (VEF1) e pressado inspiratéria maxima (PIM). As variaveis
independentes incluidas em ambos os modelos foram: idade, sexo, tempo de

internagdo hospitalar, escore de comorbidades de Charlson e escore SOFA na
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admissao, classificagdo do paciente quanto ao cluster (com base em seu perfil de
biomarcadores inflamatérios, Th9" ou T'°%), e, o tempo em que a avaliagdo da fungdo
pulmonar foi realizada (6 ou 12 meses). O paciente individual foi incluido como efeito
randémico.

Essa abordagem visou avaliar de forma robusta a associagao entre fatores
clinicos iniciais, perfis inflamatérios e a recuperagao funcional pulmonar, considerando
a heterogeneidade entre os pacientes e a evolugao temporal da fungéo respiratoria
apods a hospitalizagao.

Na andlise multivariada dos fatores associados a difusdo ao mondxido de
carbono (DLCO) medida 12 meses apos alta hospitalar, foi avaliada a idade, sexo,
CCI, SOFA, tempo de seguimento e cluster, conforme mostra a tabela 5. As variaveis
demogréficas (idade e sexo) isoladamente n&do mostraram significancia estatistica na
DLCO. Com relacao a variavel sexo, observamos que o sexo feminino apresentou
menor a difusao (coeficiente B -1,92), porém nao foi significativamente estatistico essa
relagéo (p=0,39). No escore de comorbidades de Charlson, observa-se que apesar
do coeficiente B positivo (+1,93), no intervalo de confianga houve tanto efeitos
positivos quanto negativos, porém, ndo houve significancia estatistica (p=0,20). Ao
analisar o escore SOFA, observou-se um efeito negativo consistente nessa relagéao
com uma significancia estatistica (coeficiente B -1,42), ou seja, para cada ponto
adicional no escore SOFA na admissdo hospitalar, houve uma redugdo de 1,42
unidades na DLCO aos 12 meses. Quanto ao tempo de seguimento, ndo houve
nenhuma evidéncia de associacdo com a DLCO, ou seja, o tempo nao interferiu na
variavel DLCO. Com a clusterizagdo, nota-se que o cluster TH9" que apresenta
maiores niveis de citocinas inflamatorias, apresentam uma DLCO em média 6,77
unidades menor em 12 meses em comparagdo com o cluster T°¥, sendo essa

associagao estatisticamente significativa (B = —6,77;).
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Tabela 5 — Fatores preditores da difusdo pulmonar medida 12 meses apds a alta
hospitalar.
Variavel Coeficiente Intervalo de Valor de p

confianga 95%

Idade -0.21 [-0.51, 0.07] 0.15
Sexo -1.92 [-6.36, 2.51] 0.39
CCl +1.93 [-1.04, 4.91] 0.20
SOFA -1.42 [-2.74, -0.09] 0.03
Tempo do seguimento < 0.001 NA 1.0

Cluster -6.77 [-11.39, -2.14] 0.004

CCI: Escore de comorbidades de Charlson; IMC: indice de massa corporal; IQR: Amplitude interquartil;
SAPS: Escore Fisiolégico Agudo Simplificado; SOFA: Avaliagdo sequencial da disfungéo organica.

Ao avaliar preditores associados a capacidade pulmonar total (CPT) medida 12
meses apds a alta hospitalar, como mostra a tabela 6, observamos que dentre as
variaveis analisadas, apenas a estratificacdo por cluster (TH9" e TLoW) demonstrou
associagdo estatisticamente significativa com a CPT. O cluster THi9" apresentou niveis
de CPT significativamente maiores quando comparados ao cluster T (B = +4,60).
As outras variaveis, como idade (8 = -0,07), sexo (B = +0,36), escore de comorbidades
de Charlson (B = +1,26) e escore SOFA (B = -0,15) ndo apresentaram associacao
estatisticamente significativa com a CPT no periodo avaliado, e o tempo de
seguimento ndo modificou os valores de CPT (3 < 0,001).

Na andlise multivariada, na tabela 7, para avaliar fatores associados ao volume
expiratorio forcado no primeiro segundo (VEF1l) medido ap6s 12 meses da alta
hospitalar, identificou-se o indice de comorbidades de Charlson (CCIl) como o unico
preditor com associacdo estatisticamente significativa. Diferente do esperado, os
pacientes com maiores escores de CCI, ou seja, com mais comorbidades,
apresentaram um VEF1 maior. As demais variaveis como, idade ( = -0,05), sexo (B
= +2,03), escore SOFA (B = -0,58), tempo do seguimento (B = +1,07) e cluster (B =

+1,07) ndo apresentaram associacdes estatisticamente significativas com o VEFL1.
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Tabela 6 — Fatores preditores da capacidade pulmonar total medida 12 meses apos a

alta hospitalar.

Variavel Coeficiente Intervalo de Valor de p
confianca 95%

Idade -0.07 [-0.31, 0.16] 0.55
Sexo +0.36 [-3.27, 4.00] 0.84
CClI +1.26 [-1.18, 3.70] 0.31
SOFA -0.15 [-1.24, -0.93] 0.77
Tempo do seguimento < 0.001 NA 1.0
Cluster +4.60 [0.81, 8.40] 0.017

CCI: Escore de comorbidades de Charlson; IMC: indice de massa corporal; IQR: Amplitude interquartil;
SAPS: Escore Fisiolégico Agudo Simplificado; SOFA: Avaliacdo sequencial da disfuncdo organica.

Tabela 7 — Fatores preditores do VEF1 medido 12 meses apds a alta hospitalar.

Variavel Coeficiente Intervalo de Valor de p
confianga 95%
Idade -0.05 [-0.25, 0.14] 0.59
Sexo +2.03 [-1.04, 5.10] 0.19
CClI +2.59 [0.53, 4.65] 0.01
SOFA -0.58 [-1.36, 0.19] 0.13
Tempo do seguimento 1.07 [-2.09,4.24] 0.50
Cluster +1.07 [-2.09, 4.24] 0.50

CCl: Escore de comorbidades de Charlson; IMC: indice de massa corporal; IQR: Amplitude interquartil;
SAPS: Escore Fisioldgico Agudo Simplificado; SOFA: Avaliagdo sequencial da disfungéo organica.

Por fim, foram avaliados os preditores associados a pressao inspiratoria

maximo (PIM) medida 12 meses apoés a alta hospitalar, como mostra a tabela 8. O

sexo foi 0 Unico preditor independente da PIM, com significancia estatistica, ou seja,
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pacientes do sexo feminino apresentaram valores significativamente menores de PIM
em comparagado aos do sexo masculino (8 = -8,52). A variavel idade apresentou
correlacdo positiva com a PIM, porém, € necessario cautela na interpretacdo pois
apresentou um valor de p limitrofe (p=0,05). O indice de comorbidades de Charlson
(B = -1,94), o escore SOFA (B = -0,57) e cluster (B = +0,76) ndo apresentaram
associacdo estatisticamente significativa. Na avaliacdo do tempo 6 e 12 meses
também ndo houve associacao estatistica com a PIM, ou seja, ndo houve variagdo no

valor da PIM durante o seguimento.

Tabela 8 — Fatores preditores da PIM medida 12 meses apds a alta hospitalar.
Variavel Coeficiente Intervalo de Valor de p

confianga 95%

Idade +0.34 [-0.001, 0.68] 0.05
Sexo -8.52 [-13.75, -3.30] 0.002
CClI -1.94 [-5.45, 1.56] 0.27
SOFA -0.57 [-1.89, 0.74] 0.38
Tempo do seguimento <0.0001 NA 1.00
Cluster +0.76 [-4.62,6.14] 0.78

CCI: Escore de comorbidades de Charlson; IMC: indice de massa corporal; IQR: Amplitude interquartil;
SAPS: Escore Fisiol6gico Agudo Simplificado; SOFA: Avaliagdo sequencial da disfuncao orgéanica.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como principal finalidade investigar se existem
fendtipos inflamatérios diferentes de pacientes com COVID-19, a repercussédo na
funcdo pulmonar a longo prazo, e encontrar preditores de risco para impacto nos
desfechos de func&o pulmonar em um ano apos a internacdo hospitalar por COVID-
19.

Esse estudo mostrou que o perfil de pacientes hospitalizados por COVID-19 foi
masculino (61%), com média de idade de 54 anos e com sobrepeso (IMC médio 27
Kg/m?), condizente com a maioria dos estudos (Benedetto et al., 2023; De Azevedo et
al., 2022; Sahin; Satar; Ergin, 2024). Como esse estudo incluiu pacientes com
necessidade de oxigénio suplementar, ventilagcdo ndo invasiva e ventilacao invasiva,
cerca de 78% dos casos fizeram uso de corticosteroide sistémico, provavelmente pela
gravidade dos casos. O tempo prolongado de internacdo hospitalar (média de 21
dias), condiz com outros estudos (Sahin; Satar; Ergin, 2024; Schmidt; Piva; Sbruzzi,
2022).

O escore SOFA total foi em média 4,4 pontos, porém, com média de 3 pontos
no SOFA respiratério, mostrando uma disfuncdo organica com predominio de
comprometimento no sistema respiratorio. Estudo realizado por Macuzo et al (2021),
mostrou uma média do SOFA de 2,3 (DP + 2,1) em pacientes hospitalizados por
COVID-19 (Mancuzo et al., 2021). Estudo realizado na China com paciente graves
hospitalizados, com perfil de idade e sexo semelhantes, mostrou escore SOFA
mediana 3 (DP = 1) nos casos graves (Yang et al., 2021).

Ao realizar a clusterizacdo ndo-hierarquica, foram encontrados dois clusters
distintos baseados no perfil de citocinas inflamatdrias associadas aos perfis Thl, Th2
e Thl7, sugerindo que existe um fendtipo de pacientes com COVID-19 que
apresentam um estado hiperinflamatério, que pode estar associado a “tempestade de
citocinas”, diferente de outros estudos que encontraram um namero maior de cluster
Otimos como citado abaixo.

Um estudo realizou uma clusterizagdo hierarquica baseada nos niveis
plasmaticos de 42 biomarcadores diversos, e encontrou trés clusters distintos,
denominados cluster de ativacdo imune limitada, cluster de ativacdo imune inata, e
cluster de ativagcdo imune sistémica (Dhingra et al.,, 2024). Esses -clusters

apresentaram niveis contrastantes de inflamac&o e com perfil clinico e demogréfico
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distintos. Isso diverge do nosso estudo, que apesar de mostrar dois clusters distintos,
sendo o cluster denominado T"9" com citocinas elevadas, o perfil demografico e clinico
dos participantes era semelhantes nos nossos clusters, mostrando que, mesmo
semelhantes clinicamente, € necessario diferenciar o perfil inflamatorio dos pacientes
para uma provavel conducéo terapéutica diferente.

Outro estudo multicéntrico na Irlanda encontrou 4 clusters distintos, sendo um
com baixa inflamacao; o cluster 2 de reparo tecidual, com ativacdo Thl e Th2 e niveis
elevados de fatores de crescimento, mostrando uma resposta inflamatéria sistémica
adequada com resposta regulatéria proporcional; o cluster 3 de lesédo tecidual,
apresentou niveis elevados de marcadores precoces de lesao epitelial alveolar, com
maior risco de desenvolver doenca grave e o cluster 4 com inflamacao sistémica, que
desenvolveram a tipica tempestade de citocinas, com alto risco também de
desenvolver doenca grave, entretanto, também estava aumentado as citocinas
imunomodulatérias, que podem limitar a gravidade (Kenny et al., 2024).

Ao complementar a analise de clusterizagdo nesse estudo através da analise
de mais 52 biomarcadores inflamatérios, houve uma diferenga estatistica significativa
no nivel dos biomarcadores entre os clusters, reforcando o achado inicial dos clusters
por K-means, pois os 22 biomarcadores elevados, foram novamente no cluster T"o",
Isto reforca a possibilidade dos pacientes do cluster T"9" apresentarem um estado
pré-inflamatério sistémico mais acentuado. Os biomarcadores elevados no cluster
Thish em relagéo ao outro cluster foram: as citocinas INF-a, IL-1a, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-15, IL-31, LIF, MSCF e TNF-beta; as quimiocinas CCL2, CCL11, CCL20, CXCL9,
CXCL-10, CXCL-11, CXCL-12 e CX3CL1; os fatores de crescimento SCF e VEGFa; e
o receptor soluvel CD30.

Estudos prévios mostraram que IFN-y, IL-4 e IL-8 tem papel na progresséo da
COVID-19, causando uma resposta inflamatéria exagerada (IFN-y, IL-8) ou nos
processos de regeneragao e modulagao imunoldgica que ocorrem na fase tardia da
doencga (IL-4) (Leal et al., 2024). Outro estudo mostrou que existe uma associagao
bem definida entre citocinas e COVID-19 grave (aumento de IL-2, IL-6, TNFa, IL-1B e
IL-10), além de IP-10, G-CSF e IL-33 (Hawerkamp et al., 2023).

Estudo mostrou que a modulagdo da resposta imune e suas modificacbes
causadas pela infeccdo tém importante papel no desfecho clinico do paciente.
Diversas citocinas (IL-13, IL-1RA, IL-6 IL-7, IL-8, IL-9, IL-10) e os marcadores
inflamatérios associados (LDH, GM-CSF, IFN-y, IP10, TNF-a, e VEGF) nos auxiliam
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na compreensao de como o SARS-CoV-2 deprime a resposta imune sadia e predispde
a um estado pré-inflamatério e auto-reativo, propagando a inflamagao e favorecendo
danos teciduais em multiplos 6rgaos (Leal et al., 2024).

Neste sentido, apds a definicdo dos clusters inflamatérios, foi realizado um
modelo misto linear para avaliar de forma robusta a associagcédo entre as variaveis
clinicas iniciais, perfis inflamatorios e a recuperacao funcional pulmonar no COVID
longa (apds 1 ano da alta hospitalar).

Na analise multivariada da funcédo pulmonar apés 12 meses da alta hospitalar
por COVID-19, observou-se que o aumento da idade esteve associado a redugao da
DLCO, da capacidade pulmonar total (CPT) e do volume expiratério forcado no
primeiro segundo (VEF1). No entanto, essas associagbes n&o atingiram significancia
estatistica, o que sugere uma tendéncia que pode estar relacionada ao
envelhecimento natural da fungdo pulmonar, mas sem confirmagao robusta neste
conjunto amostral. Curiosamente, a pressao inspiratéria maxima (PImax) apresentou
comportamento inverso: o aumento da idade associou-se a valores mais elevados de
Plmax, com significancia estatistica limitrofe (p = 0,05). Esse achado pode refletir uma
preservagao ou compensacgao da forgca muscular respiratéria em idosos sobreviventes
a COVID-19, embora também possa estar relacionado a viés amostral ou diferengas
na reabilitagao pods-alta.

No que se refere ao sexo bioldgico, verificou-se que o sexo feminino apresentou
valores significativamente mais baixos de PImax em comparagdo aos homens
(diferenca média de 8 unidades, p = 0,002), o que aponta para possivel maior
comprometimento da musculatura inspiratdria em pacientes do sexo feminino. Embora
tenham sido observadas outras variagdes em funcéo do sexo, como reducédo da DLCO
e aumento da CPT e do VEF1 em mulheres, nenhuma dessas diferengas foi
estatisticamente significativa. Esses achados estdo em consonéncia com a literatura
recente, que descreve normalizacdo dos parametros espirométricos e da forga
muscular respiratéria mesmo na presenga de sintomas persistentes como fadiga e
dispneia em pacientes do sexo feminino apds infec¢ao por SARS-CoV-2 (Rebougas,
2024; De Sousa et al., 2024).

A relacao entre a gravidade da COVID-19 aguda e as sequelas pulmonares
tardias foi explorada por meio da pontuagao no escore SOFA, amplamente utilizado
para quantificar disfungdo organica em pacientes criticos. Neste estudo, observou-se

que o aumento de 1 ponto no escore SOFA esteve associado a uma redugcdo média
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de 1,4 unidades na DLCO, com significancia estatistica (p = 0,03), evidenciando o
impacto negativo da disfungdo multissistémica sobre a troca gasosa pulmonar.
Embora tendéncias de redugdo também tenham sido observadas para CPT, VEF1 e
PImax, essas nao foram estatisticamente significativas. Esses dados corroboram com
achados prévios que associam escores elevados no SOFA com maior gravidade da
COVID-19 e maior risco de desenvolvimento de sintomas persistentes ou COVID
longa (Esmaeili Tarki et al., 2023; Yang et al., 2021; Zhou et al., 2020).

Um achado inesperado foi a associagé&o entre maior escore de comorbidades
pelo indice de Charlson (CCl) e valores mais altos de VEF1 (p = 0,01). Essa correlagao
positiva contraria a expectativa de que o aumento do numero de comorbidades se
associaria a pior fungédo pulmonar, podendo refletir viés de sobrevivéncia ou subgrupo
de pacientes com acompanhamento mais rigoroso e maior adesao a intervengdes de
reabilitacdo, o que teria contribuido para a preservacao da funcao ventilatoria.

Quanto ao tempo de seguimento, os parametros de fungéo pulmonar avaliados
(DLCO, CPT, VEF1 e PImax) ndo apresentaram diferenca significativa entre os
exames realizados aos 6 e 12 meses ap0s a alta hospitalar. Isso sugere uma
estabilizacao funcional a partir do sexto més de recuperagado, mesmo entre pacientes
que continuam a relatar sintomas respiratorios persistentes. Tal padrao ja foi descrito
em estudos anteriores, que demonstram que, apesar de até 70% dos pacientes
referirem dispneia apos 6 meses, os parametros espirométricos e de forca muscular
respiratoria frequentemente se mantém dentro da normalidade (Schmidt, Piva e
Sbruzzi, 2022; Reboucgas, 2024; De Sousa et al., 2024).

Por fim, na analise de cluster, observa-se que ser do cluster com citocinas
inflamatdrias aumentadas (cluster T"9") reduziu cerca 7 unidades a DLCO (p=0,004).
Além disso, contraditoriamente, aumentou a CPT cerca de 5 unidades (p=0,017)
sugerindo uma maior recuperagdo da CPT apos 12 meses no cluster TH9", Diante do
fato que os paciente mais criticos evoluem com mais fibrose pulmonar, espera-se que
a CPT estaria reduzida, porém, esses quadros também reduzem troca gasosa
(DLCO), compativel com o que foi encontrado no nosso estudo.

Com relagédo ao VEF1 e Plmax, ser do cluster T"s" houve correlagdo positiva,
porém sem significancia estatistica. Esses achados reforcam a importancia da
resposta inflamatoria sistémica como determinantes da recuperagdo pulmonar no

longo prazo.
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Confirmando a hipétese deste estudo, existem pacientes com perfil clinico e
demografico semelhantes, porém, com fendtipos diferentes baseado no perfil
inflamatdrio, e o fendtipo com biomarcadores inflamatérios elevados apresentou pior
troca gasosa, que pode justificar os sintomas respiratérios persistentes na COVID
longa.

O presente estudo tem como limitagbes um tamanho de amostra reduzido
devido aos o6bitos e perda de seguimento para realizagdo de fungdo pulmonar aos
doze meses e foi restrito a um unico hospital, limitando a generalizagdo dos achados.
Além disso, durante a avaliacdo nao foi realizado coleta de dados sobre reabilitacao,
tabagismo, uso de medicamentos inalatérios e suporte pos-hospitalar, que podem
interferir nos desfechos respiratorios e funcéo pulmonar. Houve ainda a limitacédo de
estudos correlacionando perfis inflamatoérios e preditores de fungado pulmonar para

comparagao.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que ha uma associagao significativa entre os
perfis inflamatorios sistémicos na fase aguda da COVID-19 e a fungdo pulmonar um
ano apos a alta hospitalar. Através da clusterizacdo de pacientes com base em
citocinas dos perfis Thl, Th2 e Th17, foi possivel identificar dois grupos distintos: um
grupo com alta expressao inflamatoria (TH9") e outro com baixa expresséao inflamatoria
(Ttow). Pacientes pertencentes ao grupo TH9" apresentaram piores indices de
capacidade de difusdo pulmonar (DLCO) apo6s 12 meses, reforcando a hipotese de
gue o estado hiperinflamatorio inicial pode influenciar negativamente a recuperacao

funcional pulmonar no longo prazo.

Entre os fatores analisados, o escore SOFA na admissao hospitalar também se
mostrou um preditor independente de pior funcdo pulmonar, especificamente com
impacto negativo sobre a DLCO. Esses achados indicam que a gravidade clinica
durante a fase aguda da doenca e a resposta imunologica exacerbada, representada
por niveis elevados de citocinas inflamatérias, estdo associadas a sequelas
respiratorias tardias. Tal evidéncia € coerente com a literatura recente sobre COVID
longa e contribui para o entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes

as disfuncdes pulmonares crbnicas observadas nesses pacientes.

Os resultados deste estudo destacam a existéncia de diferentes vias
inflamatérias na COVID-19, gerando fendétipos distintos com consequéncias variaveis
para a recuperacado pulmonar. Esses achados representam uma contribuicédo valiosa
para a medicina de precisdo, ao fornecer subsidios para identificar pacientes com
maior risco de desenvolver disfun¢cdes pulmonares tardias. Além disso, reforcam a
importancia da avaliagdo precoce de biomarcadores inflamatérios durante a
internacdo como ferramenta progndéstica, possibilitando o planejamento de
intervencdes terapéuticas mais personalizadas e o aprimoramento de estratégias de
reabilitacdo na COVID longa, com foco na estratificacdo de risco e na melhoria da

qualidade de vida dos sobreviventes.
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