
 

  

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO  
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRÃO PRETO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM IMUNOLOGIA BÁSICA E APLI-
CADA  

 
 
 
 

 
 

 VINÍCIUS EDUARDO PIMENTEL  
 

 
 
 

O desbalanço de CD36 e CD14 está correlacionado com os ní-
veis de acetilcolina, de mediadores lipídicos e com a gravidade 

em pacientes infectados com SARS-CoV-2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RIBEIRÃO PRETO 
2023 



UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO  
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRÃO PRETO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM IMUNOLOGIA BÁSICA E APLICADA  
 
 
 
 
 
 

VINÍCIUS EDUARDO PIMENTEL   
 
 
 

O desbalanço de CD36 e CD14 está correlacionado com os níveis de acetilcolina, de 
mediadores lipídicos e com a gravidade em pacientes infectados com SARS-CoV-2. 

 
 
 
 

 
 

Versão corrigida. A versão original encontra-se disponível tanto na 
Biblioteca da Unidade que aloja o Programa, quanto na Biblioteca 
Digital de Teses e Dissertações da USP (BDTD). 

 
 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-graduação em Imu-
nologia Básica e Aplicada da Faculdade de Medicina de Ribeirão 
Preto da Universidade de São Paulo, para obtenção de grau de Mes-
tre em Ciências  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RIBEIRÃO PRETO, SÃO PAULO 
2023 



Autorizo a reprodução e divulgação total ou parcial deste trabalho, por qualquer 
meio convencional ou eletrônico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a 
fonte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

PIMENTEL, Vinícius Eduardo 

O desbalanço de CD36 e CD14 está correlacionado com os níveis de 
acetilcolina, de mediadores lipídicos e com a gravidade em pacientes 
infectados com SARS-CoV-2. Ribeirão Preto, 2023. 

               352 p. : il. ; 30 cm 

 

Dissertação de Mestrado, apresentada à Faculdade de Medicina de Ribeirão 
Preto/USP. Área de concentração: Imunologia Básica e Aplicada.  

Orientador: Faccioli, Lúcia Helena 

 

1. COVID-19. 2. SARS-CoV-2. 3. CD14. 4. CD36. 5. Acetilcolina. 6. Me-
diadores lipídicos.  

 
 
 



 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO  

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRÃO PRETO 
POST-GRADUATE PROGRAM IN BASIC AND APPLIED IMMUNOLOGY 

 

MASTER'S THESIS 
 

Expertise: 
Immunology 

 
Presented by: 

 Vinícius Eduardo Pimentel   
 

Dissertation submitted for the degree of: 
 Master of Science 

 
The imbalance of CD36 and CD14 correlates with acetylcholine levels, lipid mediators 

and severity in patients infected with SARS-CoV-2. 
 

El desequilibrio entre CD36 y CD14 se correlaciona con los niveles de acetilcolina, los 
mediadores lipídicos y la gravedad en pacientes infectados por SARS-CoV-2. 

 
Le déséquilibre entre CD36 et CD14 est en corrélation avec les taux d'acétylcholine, les 
médiateurs lipidiques et la gravité de la maladie chez les patients infectés par le SRAS-

CoV-2.. 
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extera Domini fecit mirabilia et exaltauit 
me. Non moriar, sed vivam nuntiare 
opera Domini. Dominus graviter punivit 
me sed a morte pepercit. Aperi mihi sa-
cram ianuam, ut ingrediar ad confitendum 
Domini. Ostium Domini hæc est: non 

transibunt iusti per eam. Agnosco vos me audire et salvato-
rem meum fieri. Lapis ab architectis in angularem missus 
est. Hoc opus Domini factum est, hoc est mirabile in oculis 
nostris. Dextera Domini fecit mirabilia et exaltauit me. Non 
moriar, sed vivam nuntiare opera Domini. 
 

(Psalmus 117 Vigiliæ Paschalis) 
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RESUMO 
 
PIMENTEL, V. E. O desbalanço de CD36 e CD14 está correlacionado com os níveis 
de acetilcolina, de mediadores lipídicos e com a gravidade em pacientes infectados 
com SARS-CoV-2. 2022. 352 f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Medicina de 
Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023.  
 
Em dezembro de 2019 houve a primeira notificação oficial acerca de numerosos casos de 
um tipo de pneumonia de etiologia desconhecida. Em 31 janeiro de 2020 foi declarado 
Estado de Emergência de Saúde Pública de Importância Internacional devido a esse novo 
agente etiológico, denominado Coronavírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave 2. 
Sob um estado de emergência sem precedentes, a comunidade científica mundial se de-
bruçava nos estudos sobre a COVID-19, especialmente na compreensão da doença e no 
desenvolvimento vacinal. Sendo assim, esse estudo visa auxiliar no entendimento da do-
ença e avanço científico na área, portanto, o objetivo principal foi avaliar a influência da 
infecção por SARS-COV-2 na expressão dos correceptores CD14 e CD36 em forma 
membranar e solúvel. Para isso, foi realizado um estudo observacional, analítico e trans-
versal entre junho e novembro de 2020 com 368 indivíduos entre 13 e 96 anos, divididos 
em grupo controle e positivos para Covid-19. Com isso, foi possível concluir que os níveis 
de CD14 e CD36 membranares diminuem em monócitos de aspirado traqueal de pacien-
tes críticos com Covid-19, mas não em outras doenças, além disso, os monócitos perifé-
ricos expressam de forma inversamente proporcional correceptores CD14 e CD36 con-
forme a gravidade da doença. Estes achados demonstram que CD14 e CD36 podem ser 
melhores estudados como biomarcadores para a COVID-19 e adotados como alvos tera-
pêuticos, pois quando atuam simultaneamente, sugerem uma diferença significativa entre 
COVID-19 e outras patologias. Na diferenciação de produto celular, mediadores lipídicos 
ou citocinas que influenciam na inflamação sistêmica e pulmonar, foi verificado que a 
COVID-19 induz perturbações nas vias de biossíntese de ácidos graxos e leva ao aumento 
significativo de ácido araquidônico plasmático livre em pacientes críticos, além de induzir 
também o aumento dos níveis de acetilcolina plasmática e no aspirado traqueal, nesse 
sentido, ficou claro a relação diretamente proporcional da concentração de ACh em fun-
ção da COVID-19 grave. Em relação aos níveis de citocinas plasmáticas os achados mais 
significativos sugeriram que altos níveis de TA de AA, 5-HETE e 12-HETE, foram posi-
tivamente correlacionados com os elevados valores de IMC, enquanto 5-oxo-ETE mos-
traram uma correlação positiva com o período de hospitalização dos pacientes. Os monó-
citos periféricos também demonstraram variação, apresentando que acetilcolina e sCD14 
estavam altos na admissão hospitalar, situação grave, crítica e óbito, enquanto tiveram 
uma redução nos casos de alta hospitalar, contrariamente ao sCD36 que foi indetectável 
nos casos graves e críticos e tiveram um aumento na alta hospitalar. 
 
Palavras-chave: COVID-19. CD14. CD36. Mediadores Lipídicos. Acetilcolina. 
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ABSTRACT 

 
PIMENTEL, V. E. The imbalance of CD36 and CD14 correlates with acetylcholine 
levels, lipid mediators and severity in patients infected with SARS-CoV-2. 2022. 352 
f. Master's Thesis - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 
Ribeirão Preto, 2023. 

In December 2019, there was the first official notification about numerous cases of pneu-
monia of unknown etiology. On January 31, 2020, a State of Public Health Emergency of 
International Importance was declared due to this new etiological agent, called Severe 
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2. Under an unprecedented state of emergency, 
the world scientific community was engaged in studies on COVID-19, especially in un-
derstanding the disease and vaccine development. Therefore, this study aims to aid in the 
understanding of the disease and scientific advancement in the area. Therefore, the main 
objective was to evaluate the influence of SARS-COV-2 infection on the expression of 
CD14 and CD36 in membranous and soluble form. For this, an observational, analytical 
and cross-sectional study was carried out between June and November 2020 in 368 indi-
viduals between 13 and 96 years, divided into control and positive group for Covid-19. 
With this, it was possible to conclude that the levels of membrane CD14 and CD36 de-
crease in monocytes of tracheal aspirate from critically ill patients with Covid-19, but not 
in other diseases, moreover, peripheral monocytes express inversely proportionally cor-
receptors CD14 and CD36 according to the severity of the disease. These findings demon-
strate that CD14 and CD36 may be better studied as biomarkers for COVID-19 and 
adopted as therapeutic targets, because when juxtaposed, they suggest a significant dis-
tinction between COVID-19 and other pathologies. In the differentiation of cellular prod-
uct, lipid mediators or cytokines influencing systemic and pulmonary inflammation, it 
was found that COVID-19 induces disturbances in fatty acid biosynthesis pathways and 
leads to a significant increase of plasma free arachidonic acid in critically ill patients, 
besides also inducing an increase of plasma acetylcholine levels and in tracheal aspirate, 
in this sense, it was clear the direct proportional relation of ACh concentration as a func-
tion of severe COVID-19. Regarding plasma cytokine levels the most significant findings 
suggested that high TA levels of AA, 5-HETE and 12-HETE, were positively correlated 
with high BMI values, while 5-oxo-ETE showed a positive correlation with the hospital-
ization period of the patients. Peripheral monocytes also showed variation, showing that 
acetylcholine and sCD14 were high at hospital admission, severe, critical situation and 
death, while they had a reduction at hospital discharge, contrary to sCD36 that was zero 
at severe and critical cases and had an increase at hospital discharge. 

 

Keywords: COVID-19. CD14. CD36. Lipid Mediators. Acetylcholine 
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RESUMEN 

 
PIMENTEL, V. E. El desequilibrio entre CD36 y CD14 se correlaciona con los niveles 
de acetilcolina, los mediadores lipídicos y la gravedad en pacientes infectados por 
SARS-CoV-2. 2022. 352 f. Tesis de Maestría - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

 
 
En diciembre de 2019 se produjo la primera notificación oficial sobre numerosos casos 
de un tipo de neumonía de etiología desconocida. El 31 de enero de 2020, se declaró el 
Estado de Emergencia de Salud Pública de Importancia Internacional debido a este nuevo 
agente etiológico, denominado Coronavirus del Síndrome Respiratorio Agudo Severo 2. 
Bajo un estado de emergencia sin precedentes, la comunidad científica mundial se dedicó 
a realizar estudios sobre el COVID-19, especialmente en la comprensión de la enferme-
dad y el desarrollo de vacunas. Por lo tanto, este estudio pretende ayudar a la comprensión 
de la enfermedad y al avance científico en el área, por lo que el objetivo principal fue 
evaluar la influencia de la infección por SARS-COV-2 en la expresión de CD14 y CD36 
en forma membranosa y soluble. Para ello, se realizó un estudio observacional, analítico 
y transversal entre junio y noviembre de 2020 en 368 individuos de entre 13 y 96 años, 
siendo divididos en grupo control y positivo para Covid-19. Con ello, se pudo concluir 
que los niveles de CD14 y CD36 de membrana disminuyen en los monocitos del aspirado 
traqueal de pacientes críticos con Covid-19, pero no en otras enfermedades, además, los 
monocitos periféricos expresan de forma inversamente proporcional los correceptores 
CD14 y CD36 según la gravedad de la enfermedad. Estos hallazgos demuestran que 
CD14 y CD36 pueden ser mejor estudiados como biomarcadores de COVID-19 y adop-
tados como objetivos terapéuticos, ya que cuando se yuxtaponen, sugieren una distinción 
significativa entre COVID-19 y otras patologías. En la diferenciación del producto celu-
lar, mediadores lipídicos o citoquinas que influyen en la inflamación sistémica y pulmo-
nar, se encontró que COVID-19 induce alteraciones en las vías de biosíntesis de los ácidos 
grasos y conduce a un aumento significativo del ácido araquidónico libre en plasma en 
los pacientes críticos, además de inducir también un aumento de los niveles de acetilco-
lina en plasma y en el aspirado traqueal, en este sentido, quedó clara la relación directa-
mente proporcional de la concentración de ACh en función de COVID-19 grave. En 
cuanto a los niveles de citoquinas en plasma, los hallazgos más significativos sugieren 
que los niveles elevados de AT de AA, 5-HETE y 12-HETE, se correlacionaron positiva-
mente con los valores elevados de IMC, mientras que la 5-oxo-ETE mostró una correla-
ción positiva con el periodo de hospitalización de los pacientes. Los monocitos periféricos 
también mostraron variación, mostrando que la acetilcolina y la sCD14 eran elevadas en 
el ingreso hospitalario, en la situación grave, en la crítica y en la muerte, mientras que 
tenían una reducción en el alta hospitalaria, al contrario que la sCD36 que era nula en los 
casos graves y críticos y tenía un aumento en el alta hospitalaria. 

 

Palabras-clave: COVID-19. CD14. CD36. Mediadores lipídicos. Acetilcolina 
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RÉSUMÉ 
 

PIMENTEL, V. E. Le déséquilibre entre CD36 et CD14 est en corrélation avec les 
taux d'acétylcholine, les médiateurs lipidiques et la gravité de la maladie chez les 
patients infectés par le SRAS-CoV-2. 352 f. Thèse de maîtrise - Faculdade de Medicina 
de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 
 
 
En décembre 2019 a eu lieu la première notification officielle concernant de nombreux 
cas d'un type de pneumonie d'étiologie inconnue. Le 31 janvier 2020, un état d'urgence 
de santé publique d'importance internationale a été déclaré en raison de ce nouvel agent 
étiologique, appelé Coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévère. Dans le cadre 
d'un état d'urgence sans précédent, la communauté scientifique mondiale s'est engagée 
dans des études sur le COVID-19, notamment dans la compréhension de la maladie et le 
développement de vaccins. L'objectif principal était donc d'évaluer l'influence de l'infec-
tion par le SRAS-COV-2 sur l'expression du CD14 et du CD36 sous forme membranaire 
et soluble. Pour cela, une étude observationnelle, analytique et transversale a été réalisée 
entre juin et novembre 2020 auprès de 368 individus âgés de 13 à 96 ans, divisés en 
groupe témoin et groupe positif pour Covid-19. Avec cela, il a été possible de conclure 
que les niveaux de membrane CD14 et CD36 diminuent dans les monocytes de l'aspirat 
trachéal des patients gravement malades avec Covid-19, mais pas dans d'autres maladies, 
de plus, les monocytes périphériques expriment inversement proportionnellement les co-
récepteurs CD14 et CD36 selon la sévérité de la maladie. Ces résultats montrent que le 
CD14 et le CD36 pourraient être mieux étudiés en tant que biomarqueurs du COVID-19 
et adoptés comme cibles thérapeutiques, car lorsqu'ils sont juxtaposés, ils suggèrent une 
distinction significative entre le COVID-19 et d'autres pathologies. Dans la différencia-
tion des produits cellulaires, des médiateurs lipidiques ou des cytokines influençant l'in-
flammation systémique et pulmonaire, on a constaté que le COVID-19 induit des pertur-
bations dans les voies de biosynthèse des acides gras et entraîne une augmentation signi-
ficative de l'acide arachidonique libre dans le plasma chez les patients gravement mala-
des, en plus d'induire également une augmentation des niveaux d'acétylcholine dans le 
plasma et dans l'aspirat trachéal, dans ce sens, il était clair que la relation proportionnelle 
directe de la concentration d'ACh en fonction du COVID-19 sévère. En ce qui concerne 
les taux de cytokines plasmatiques, les résultats les plus significatifs suggèrent que des 
taux élevés d'AA, de 5-HETE et de 12-HETE sont positivement corrélés avec des valeurs 
élevées d'IMC, tandis que le 5-oxo-ETE a montré une corrélation positive avec la période 
d'hospitalisation des patients. Les monocytes périphériques ont également présenté des 
variations, montrant que l'acétylcholine et les sCD14 étaient élevés à l'admission à l'hô-
pital, dans les cas graves, dans la situation critique et au moment du décès, alors qu'ils 
avaient une réduction à la sortie de l'hôpital, contrairement aux sCD36 qui étaient nuls 
dans les cas graves et critiques et avaient une augmentation à la sortie de l'hôpital. 
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Naïve  Virgens, ingênuo(a) 

NB1  Laboratório de Biossegurança Nível 1 

NB2  Laboratório de Biossegurança Nível 2 

NB3  Laboratório de Biossegurança Nível 3 

ng  Nanograma 



 

NH4Cl  Cloreto de amônio 

NH4OH  Hidroxido de Amonio 

NK  Células Natural Killers 

NLR  Relação Neutrófilo-Linfócito 

NLRP3  Domínio pirina da família NLR contendo 3, do inglês NLR 
family pyrin domain containing 3 

NLRs  Receptores do tipo NOD, do inglês NOD-like receptors 

nm  Nanometros 

NNCS  Sistema colinérgico não neuronal, Do inglês, non-neuronal 
cholinergic system 

nº  Número 

NOD  Domínio de oligomerização ligante de nucleotídeo 

Notæ  Nota, observação. 

nsp  Proteínas não estruturais, do inglês non-structural protein 

O2  Oxigênio 

ºC  Grau Célsius 

OKM5  Antígeno de diferenciação leucocitária CD36 

OLAH  Oleoil-ACP hidrolase, gene 

OMS  Organização mundial da saúde 

Op. cit.  Opus citatum; obra citada na mesma página 

OXER1  oxoeicosanóide 1, gene 

oxLDL  Proteínas de baixa densidade oxidada, do inglês oxidation of 
low-density lipoprotein 

Pa  Pascal 

PAC  Mediador peptidergico da invervação pacaérgica 

PAMPs  Padrões moleculares associados a patógenos 

PaO2  Pressão parcial de oxigênio 



 

Passim  Aqui e ali; em diversas passagens de uma obra 

PBMC  Cf. PMN 

PBS  solução salina tamponada com fosfato 

PBS  Solução salina tamponada com fosfato 

PCR  Proteína C reativa 

PECR  peroxissomal trans-2-enoil-CoA redutase, gene 

pg  Picograma(s) 

PGE2  Prostaglandina E2 

pIpC  Ácido poliinosina-policitidílico, do inglês polyinosine-
polycytidylic acid 
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fios) 
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ppm  Parte por milhão 
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PTGS1  Prostaglandina-endoperóxido sintase 1, gene 

RBD  Domínio de ligação ao receptor, do inglês Receptor Binding 
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SPE  Extração lipídica em fase sólida, do inglês solid phase ex-
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SUS  Sistema Único de Saúde 

T CD4+  Linfócitos do tipo T CD4+ (auxiliar) 

T CD8+  Linfócitos do tipo T CD8+ (citotóxico) 

TA  Aspirado traqueal, do inglês Tracheal aspirate 

TCRγδ +  Receptor de Linfócitos T γδ positivo 

THEM4  Tioesterase 4, gene 

TLR3  Receptores do tipo Toll 3, Toll Like Receptor 3 

TLR4  Receptores do tipo Toll 4, Toll Like Receptor 4 

TLR5  Receptores do tipo Toll 5, Toll Like Receptor 5 

TLR7  Receptores do tipo Toll 7, Toll Like Receptor 7 
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TMPRSS2  Serina protease transmembrana 2, Transmembrane Serine 
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TNF  Fator de necrose tumoral 
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™  Trade Mark Sign 
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v/v  volume por volume 
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ganization 

WT  Selvagem, do inglês Wild-type 
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INTRODUÇÃO 
 

“A esperança tem duas filhas lindas, a indignação e 
a coragem; a indignação nos ensina a não aceitar as 
coisas como estão; a coragem, a mudá-las”. 
 

(Aurélio Agostinho de Hipona) 



INTRODUÇÃO  |  34 
 

 

 
1.1.Histórico 

 

No início de nossos trabalhos, e da escrita desta monografia, em 03 de maio de 

2020, o Brasil apresentava 101.147 contaminados e 7.025 mortos13 [grifo nosso].  

Este século viu a disseminação global de dois coronavírus anteriormente desco-

nhecidos. Em novembro de 2002, o primeiro caso conhecido de Síndrome Respiratória 

Aguda Grave (SARS14), ocorreu em Foshan, China [1]. Novos casos surgiram na China 

continental e, em fevereiro de 2003, mais de 300 casos foram relatados, cerca de um terço 

dos quais em profissionais de saúde [1]. Indivíduos que foram infectados e posteriormente 

viajaram, espalharam o surto para Hong Kong [2] e de lá para o Vietnã, Canadá e vários 

outros países [3].  

Em março de 2003, a Organização Mundial de Saúde (OMS) estabeleceu uma 

rede de laboratórios para determinar o agente causador da SARS. Um esforço global no-

tável levou à identificação do Coronavírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave 

(SARS-CoV15), no início de abril daquele ano [4]–[6]. Em julho de 2003 e após um total 

de 8.096 casos notificados, incluindo 774 mortes em 27 países [7], não foram detectadas 

mais infecções e a pandemia de SARS foi declarada encerrada. Cinco casos adicionais de 

SARS, resultantes de transmissão zoonótica, ocorreram em dezembro de 2003 a janeiro 

de 2004 [8], mas nenhum caso humano de SARS foi detectado desde então. Medidas de 

controle de infecção, em vez de intervenções médicas, acabaram com a pandemia de 

SARS. No entanto, alguns vírus semelhantes ao SARS-CoV encontrados em morcegos 

demonstraram, em meados da década passada, serem capazes de infectar células humanas 

sem adaptação prévia [9], [10], indicando, desde 2013, que a SARS poderia ressurgir. 

Em junho de 2012, 10 anos após o primeiro surgimento do SARS-CoV, um ho-

mem na Arábia Saudita morreu de pneumonia aguda e insuficiência renal. Um novo co-

ronavírus, o Coronavírus da Síndrome Respiratória do Oriente Médio (MERS-CoV16), 

foi isolado de seu escarro [11]. Um conjunto de casos de doença respiratória grave ocor-

reu em abril de 2012 em um hospital na Jordânia e foi diagnosticado retrospectivamente 

 
13 G1 (São Paulo) Brasil tem 7.025 mortes e 101.147 casos confirmados por coronavírus, diz ministé-
rio. País registrou 275 mortes a mais nas últimas 24 horas. Disponível em: https://g1.globo.com/bemes-
tar/coronavirus/noticia/2020/05/03/brasil-tem-7025-mortes-e-101147-casos-confirmados-por-coronavi-
rus-diz-ministerio.ghtml. Acesso em: 20 maio 2020. 
14 Do inglês, Severe Acute Respiratory Syndrome; 
15 Do inglês, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus; 
16 Do inglês, Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus; 
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como Síndrome Respiratória do Oriente Médio (MERS17) (Hijawi et al., 2013), e um 

conjunto de três casos de MERS no Reino Unido foi identificado em setembro de 2012 

[12]. O MERS-CoV continuou a surgir e se espalhar para países fora da Península Arábica 

como resultado de viagens de pessoas infectadas; muitas vezes, esses casos importados 

de MERS resultaram em transmissão nosocomial. Em maio de 2015, uma única pessoa 

retornando do Oriente Médio iniciou um surto hospitalar de MERS na Coreia do Sul que 

envolveu 16 hospitais e 186 pacientes [13]. Até 26 de abril de 2016, havia 1.728 casos 

confirmados de MERS, incluindo 624 mortes em 27 países [14]. 

Em 31 de dezembro de 2019, houve a primeira notificação oficial a OMS acerca 

de numerosos casos de um tipo de pneumonia de etiologia desconhecida, na cidade de 

Wuhan, China [15]. Em 31 de janeiro de 2020 a OMS declarou Estado de Emergência de 

Saúde Pública de Importância Internacional [16], e imediatamente apontado o agente eti-

ológico como sendo um β-Coronavírus, diferentemente daqueles que ocasionaram os sur-

tos de SARS e MERS. Este novo agente etiológico, foi denominado Coronavírus da Sín-

drome Respiratória Aguda Grave 2 (SARS-CoV-218). Em fevereiro de 2020 a OMS no-

meou a síndrome como Doença do Coronavírus 2019 (COVID-1919) [17]. 

Apesar dos esforços em conter a doença em 11 de março de 2020 a OMS declarou 

Estado Pandêmico para a COVID-19, em um quadro com mais de 118.000 casos em 114 

países e mais de 4.000 mortes decorrentes da doença [18]. Em poucos dias a Europa se 

tornou o epicentro da pandemia [19], seguido da explosão de casos nos Estados Unidos, 

sendo a cidade de Nova York o centro dos casos no país. Enquanto isso a epidemia se 

espalhou por países da América Latina, incluindo o Brasil [20]. 

No Brasil, em 3 de fevereiro de 2020 foi declarado Estado de Emergência em 

Saúde Pública de Importância Nacional (ESPIN) pelo Ministério da Saúde [21]. Três dias 

depois foi sancionada a Lei n° 13.979 que dispunham as medidas que poderiam ser ado-

tadas para o enfrentamento do ESPIN decorrente da COVID-19 [22], entre as medidas 

dispostas no decreto destaque para:  

I. Isolamento: separação de pessoas doentes ou contaminadas, ou de bagagens, 

meios de transporte, mercadorias ou encomendas postais afetadas, de outros, de 

maneira a evitar a contaminação ou a propagação do coronavírus e; 

 
17 Do inglês, Middle East Respiratory Syndrome. 
18 Do inglês, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2.  
19 Do inglês, Coronavirus Disease 2019 
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II. Quarentena: restrição de atividades ou separação de pessoas suspeitas de conta-

minação das pessoas que não estejam doentes, ou de bagagens, contêineres, ani-

mais, meios de transporte ou mercadorias suspeitos de contaminação, de maneira 

a evitar a possível contaminação ou propagação do coronavírus. 

 

O primeiro caso confirmado de COVID-19 no país foi anunciado pelo Ministério 

da saúde no dia 26 de fevereiro de 2020, no estado de São Paulo [23], e 5 meses depois o 

Brasil se tornou o segundo país com mais casos da doença no mundo [24]. Em 27 de 

março de 2020 foi oficializado pelo Ministério da Saúde por meio de nota informativa (nº 

9/2020-SE/GAB/SE/MS) o uso de cloroquina e hidroxicloroquina em pacientes com sin-

tomas leves, graves e moderados classificados e caracterizados no documento [25], e 

mesmo mostrando-se medicamentos ineficazes, o Ministério da Saúde continua até o pre-

sente momento, após 2 anos do início da pandemia, a recomendar o uso destes medica-

mentos [26]. 

Sob um estado de emergência sem precedentes, a comunidade científica mundial 

se debruçava nos estudos sobre a COVID-19, especialmente na compreensão da doença 

e no desenvolvimento vacinal. No Brasil, sob inercia do Governo Federal, os dois princi-

pais institutos de pesquisas, Instituto Butantan (São Paulo, Brasil), e a Fundação Oswaldo 

Cruz (Fiocruz) (Rio de Janeiro, Brasil), celebraram acordos com a biofarmacêutica Sino-

vac Biotech (Pequim, China), e com o conglomerado farmacêutico AstraZeneca (Cam-

bridge, Reino Unido), respectivamente, para o desenvolvimento de vacinas e transferên-

cias de tecnologias (ANVISA, 2021). Em janeiro de 2021 a Agência Nacional de Vigi-

lância Sanitária (ANVISA) aprovou o uso emergencial destas vacinas e deu-se início a 

Campanha Nacional de Imunização contra a COVID-19. 

Frente ao crescimento exponencial de casos e mortes decorrentes da COVID-19, 

o Brasil enfrentou um colapso nos sistemas de saúde [27]. Segundo dados divulgados, em 

março de 2021 a situação foi classificada como extremamente crítica, em 24 das 27 uni-

dades federativas, incluindo o Distrito Federal, com taxas de ocupação iguais ou superi-

ores a 80% nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI) [28]. Nessa ambiência, apesar das 

taxas inferiores a 100% havia filas de espera por leitos, configurando o colapso no sistema 

de saúde [29]. 

Ainda, em fevereiro de 2021, foi realizado um estudo pioneiro no mundo, o Pro-

jeto S, realizado pelo Instituto Butantan acerca da eficiência da vacina CoronaVac [30] . 

No referido trabalho, quase todos os adultos residentes na cidade de Serrana, na região 
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metropolitana de Ribeirão Preto, São Paulo, receberam as duas vacinas necessárias entre 

os meses de fevereiro e abril [31]. Os resultados da pesquisa apontaram a queda dos casos 

sintomáticos de COVID-19 em 80%, as internações, 86%, e as mortes, 95% após a se-

gunda vacinação do último grupo [32]. Adicionalmente, a pesquisa também demonstrou 

a queda de incidência da doença em relação as cidades vizinhas e, que, a vacinação pro-

tegia além dos vacinados, também as pessoas não vacinadas [32].  

Cerca de dois anos e meio após o início da pandemia (junho de 2022), cerca de 

60% da população mundial apresenta a vacinação completa contra a COVID-19, ou seja, 

com pelo menos duas doses da vacina e, 65,7% da população apresenta ao menos uma 

dose [33]. Já no Brasil, segundo dados do Ministério da saúde, cerca de 78,3% da popu-

lação se encontra com a vacinação completa, passando dos mais de 31 milhões de casos 

confirmados e mais de 650 mil óbitos confirmados [34].  

Visto as informações apresentadas é evidente que a pandemia da COVID-19 re-

sultou e, resultará em impactos ainda não dimensionados na sociedade. Assim, estudos 

que visem elucidar os mecanismos da doença e seus efeitos, além de apontar soluções, 

são de extrema importância do ponto de vista científico, clínico e social.  

 

1.2.SARS-CoV-2  

 

Os Coronavírus pertencem a família Coronaviridae e são vírus de RNA de fita 

simples de sentido positivo envelopados [35]. Todos os Coronavírus altamente patogêni-

cos, incluindo SARS-CoV-2, pertencem ao gênero Betacoronavirus, grupo 2 [35]. A se-

quência do genoma SARS-CoV-2 compartilha aproximadamente 80% de identidade de 

sequência com SARS-CoV e cerca de 50% com MERS-CoV [36], [37]. Dois terços de 

seu genoma codificam 16 proteínas não estruturais (nsp20) que compõem o complexo de 

replicase [38]. O terço restante codifica 9 proteínas acessórias e 4 proteínas estruturais: 

Spike (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsídeo (N). Destas a proteína Spike é 

a responsável por mediar a entrada do SARS-CoV-2 nas células hospedeiras [39], e ainda 

seu gene codificante é altamente variável quando comparado ao SARS-CoV, comparti-

lhando menos de 75% de identidade de nucleotídeo [35], [36], [40]. A proteína Spike tem 

um domínio de ligação ao receptor (RBD21) que medeia o contato direto com um receptor 

 
20 Do inglês, non-structural protein 
21 Do inglês, Receptor Binding Domain 
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celular, enzima conversora de angiotensina 2 (ACE222) (Figura 1), e um sítio de cliva-

gem polibásico S1/S2 que é clivado proteoliticamente pela catepsina L celular e pela se-

rina protease transmembrana 2 (TMPRSS223) [40], [41]. A TMPRSS2 facilita a entrada 

viral na superfície da membrana plasmática, enquanto a catepsina L ativa o SARS-CoV-

2 Spike em endossomos e pode compensar a entrada em células que não possuem 

TMPRSS2 (Figura 2). 

 

 
Uma vez que o SARS-CoV infecta o hospedeiro através do trato respiratório, cé-

lulas epiteliais das vias aéreas e alveolares, células endoteliais vasculares e macrófagos 

 
22 Do inglês, Angiotensin Converting Enzyme 2 
23 Do inglês, Transmembrane Serine Protease 2 

Figura 1: Interação SARS-CoV-2 e ACE2 na infecção celular. Esquema do direcionamento do SARS-
CoV-2 ao receptor ACE2 e entrada na célula infectada. Observe a interação cooperativa entre ambas as 
subunidades virais S1 e S2 e ACE2 ligado à superfície celular. Criado com BioRender.com pelo Laborató-
rio Glaunsinger [42], e adaptado por Vinícius E. Pimentel. 
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alveolares estão entre seus primeiros alvos de infecção viral [39], [43]–[45]. Estas células 

são provavelmente o ponto chave para infecção precoce e replicação subsequente devido 

à sua expressão de ACE2 [46]. Embora o mRNA de ACE2 seja detectado em biópsias 

pulmonares de humanos e de muitos mamíferos (morcegos, furões, gatos, cães etc.), sua 

expressão é bastante baixa em comparação com tecidos extrapulmonares [47].  

Assim, a permissividade dessas células para SARS-CoVs pode depender de fato-

res intrínsecos adicionais e ainda não elucidados que auxiliam na infecção eficiente. A 

entrada viral pode depender fortemente da expressão de TMPRSS2, porque quantidades 

quase indetectáveis de ACE2 ainda suportam a entrada de SARS-CoV enquanto o 

TMPRSS2 estiver presente [48] (Figura 2). 

 

 
Figura 2: Mecanismo de entrada viral do SARS-CoV-2. A proteína SARS-CoV-2 S se engaja com o 
receptor ACE2 do hospedeiro e é subsequentemente clivada nos locais S1/S2 e S2' pela protease TMPRSS2. 
Isso leva à ativação do domínio S2 e impulsiona a fusão das membranas virais e do hospedeiro. Criado com 
BioRender.com pelo Laboratório Glaunsinger [42], e adaptado por Vinícius E. Pimentel. 

 

Ao longo da história natural do SARS-CoV-2, variações virais ocorram através de 

alterações de nucleotídeos que surgem naturalmente no genoma viral durante a replica-

ção. Essas alterações ocorrem em uma taxa mais alta em vírus de RNA do que em vírus 

de DNA [49]. No entanto, a taxa na qual essas alterações de nucleotídeos ocorrem nos 

Coronavírus é significativamente menor do que a de outros vírus de RNA, uma vez que 

possuem uma enzima que corrige alguns erros cometidos durante a replicação [50]. Alte-

rações genômicas vantajosas em relação à replicação viral, transmissão e evasão imune 

aumentarão em frequência em uma população por causa da seleção natural [51]. A evasão 

imune ocorre quando alterações genômicas tornam a resposta imune ineficaz devido à sua 
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incapacidade de reconhecer e eliminar o vírus. Pelo contrário, as alterações genômicas 

que reduzem a aptidão viral serão eliminadas da população de vírus circulantes [52].  

O SARS-CoV-2 originou-se plausivelmente como resultado da recombinação en-

tre espécies entre Coronavírus de morcego e pangolim [53], e é provável que as variantes 

do SARS-CoV-2 estejam surgindo como resultado da recombinação [54], [55]. 

A variante α (B.1.1.7) foi detectada pela primeira vez no final de setembro de 2020 

e rapidamente se tornou a cepa predominante no Reino Unido [56]. A variante β 

(B.1.351), detectada pela primeira vez em outubro de 2020, tornou-se a cepa dominante 

resultando na segunda onda na África do Sul [57].  

Da mesma forma, a variante γ (P.1) foi detectada em quatro brasileiros que viaja-

ram ao Japão em janeiro de 2021 [58], e foi responsável pelo ressurgimento de infecções 

em Manaus (Amazonas, Brasil) [59]. Variante δ (B.1.617.2), detectada pela primeira vez 

em dezembro de 2020, foi responsável pelo aumento maciço de casos causando uma se-

gunda onda na Índia [60], [61] e infecções em vários locais nos Estados Unidos [62]. A 

variante ο (B.1.1.529), a última variante de preocupação anunciada pela OMS, foi detec-

tada pela primeira vez em novembro de 2021 por laboratórios de vigilância genômica de 

classe mundial na África do Sul e foi encontrada em muitos países ao redor do mundo 

[63]. O surgimento dessas variantes é preocupante, pois podem afetar a transmissibilidade 

viral, virulência e taxa de reinfecção por escapar da imunidade natural e induzida por 

vacina [64]. 

 

1.3.Patogênese e manifestação clínica da COVID-19 
 

Pessoas infectadas com SARS-CoV-2 possuem uma ampla gama de sintomas clí-

nicos, de doença leve, até mesmo assintomática a uma pneumonia aguda [65]. Em geral, 

a COVID-19 pode ser estudada em três estágios: 1) estado assintomático; 2) respostas das 

vias aéreas superiores; e 3) hipóxia e progressão para pneumonia aguda [66], [67].  

No estágio 1 (nos dois primeiros dias iniciais de infecção), os pacientes são assin-

tomáticos, mas contagiosos. O vírus inalado se liga às células epiteliais na cavidade nasal 

e começa a replicar. Essa proliferação local do vírus é capaz de induzir uma resposta 

imune inata limitada [65], [68]. Embora a carga viral seja geralmente baixa durante os 

primeiros dias da infecção, o SARS-CoV-2 pode ser detectado por swabs nasais e da 

garganta e isso pode ser valioso para prever o curso clínico subsequente [66].  
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Nos dias seguintes (estágio 2), o vírus migra para o trato respiratório inferior e 

induz cada vez mais respostas imunes inatas. No estágio 2, as manifestações clínicas da 

doença COVID-19 podem ser claramente observadas [65]. Algumas citocinas de resposta 

inata (por exemplo, CXCL10) podem ser marcadores prognósticos e preditivos úteis para 

infecciosidade subsequente e curso clínico [68]. Esses marcadores preditivos também po-

dem ajudar os médicos a decidir se os pacientes precisam de monitoramento mais agres-

sivo ou não [65], [67].  

Figura 3: Patofisiologia pulmonar na COVID-19. Após entrar no corpo pela boca ou pelo nariz, o SARS-
CoV-2 entra nos pulmões, onde utiliza suas distintas proteínas de picos para infectar as células alveolares. 
Em resposta, o sistema imunológico ataca a área de infecção, matando células alveolares saudáveis no 
processo. A redução do surfactante das células epiteliais alveolares tipo II, juntamente com o aumento do 
acúmulo de fluido nos alvéolos, causa a redução ou a severa obstrução das trocas gasosas. Adaptação didá-
tica [69]. Criado utilizando BioRender.com por Amina Tucak [70] e readaptado por Vinícius Pimentel. 
 

Além dos marcadores citados anteriormente, nosso grupo de pesquisa identificou 

outros possíveis biomarcadores, tais como s-TREM1, HLA-G, hormônios sexuais, ACh 

e metaloproteinases [71]–[74]. Normalmente, mais de 80% das pessoas infectadas apre-

sentam sintomas leves e devem ser monitoradas em casa, mas quase 20% delas evoluem 

para o estágio 3 da doença e até desenvolvem pneumonia aguda [65], [66], [69]. De 

acordo com estimativas iniciais, a taxa de mortalidade por COVID-19 na população geral 
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é de cerca de 2%, mas isso varia notavelmente em idosos e pessoas com doença subja-

cente [66], [67]. 

Ressalta-se que algumas das pessoas infectadas, são assintomáticas, não sendo 

detectadas pelos sistemas de saúde, dada a ausência do comparecimento destes indivíduos 

aos hospitais ou clínicas para serem examinados e devidamente laudados. Assim, as taxas 

de letalidade e morbidade precisam ser revisadas [66]. No estágio 3, o SARS-CoV-2 

atinge a unidade funcional ou de troca gasosa do pulmão, que consiste em ductos alveo-

lares, sacos alveolares e alvéolos [75], [76]. Este vírus infecta principalmente pneumóci-

tos do tipo II em comparação com outras células [77]–[79]. A propagação do vírus dentro 

das células do tipo II e, consequentemente, ocasione muitas partículas virais, fazendo com 

que essas células sofram apoptose e morram [78].  

 

1.4.Resposta imune à infecção por Coronavírus 
 

Evidências mostraram que pacientes com COVID-19 apresentam uma desregula-

ção da resposta imune que leva ao desenvolvimento de hiperinflamação viral [80]. Du-

rante a progressão da doença, ocorre um aumento da contagem de neutrófilos com maior 

relação neutrófilo-linfócito (NLR), aumento de citocinas inflamatórias, tais como, IL-6 e 

fator de necrose tumoral (TNF), bem como monocitopenia, eosinofilia, basofilia e neu-

trofilia [81], [82].  

As células imunes inatas expressam PRRs para detectar PAMPs que incluem re-

ceptores de lectina do tipo C (CLRs), receptores do tipo NOD (NLRs), receptores do tipo 

RIG-I (RLRs) e TLRs [83], [84]. Os vírus de RNA, como o Coronavírus, são reconheci-

dos por receptores de RNA citosólico e endossomal, incluindo RIG-I e TLRs (TLR2, 

TLR3 e TLR7), respectivamente [85]–[87].  

Os papéis distintos das subpopulações de monócitos são de particular interesse. A 

população CD14lowCD16high, que tem sido relatada como tendo potente função antiviral 

[88], correlacionada com ao aumento da gravidade da doença durante a infecção pelos 

vírus influenza, Ebola e Zika [89]–[91]. E muito pouco se sabe sobre a função dos monó-

citos CD14highCD16+, entretanto eles foram associados à responsividade mediada por an-

ticorpos em infecções virais, como Dengue e Zika [89], [92], [93], sugerindo que estes 

correceptores são marcadores amplamente responsivos para infecções virais. Os monóci-

tos CD14highCD16+ parecem estar preparados para uma apresentação eficiente de antíge-

nos [91]. Em macacos que foram vacinados por via intramuscular com mRNA 
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encapsulado em nanopartículas lipídicas, monócitos CD14highCD16+ foram os mais efici-

entes em englobar, traduzir o mRNA estranho e apresentar a proteína, particularmente 

nos linfonodos [94].  

Indivíduos com COVID-19 podem apresentar-se de forma assintomática ou com 

manifestações que vão desde síndrome do desconforto respiratório agudo até hiperinfla-

mação sistêmica e falência de órgãos, eventos atribuídos a tempestades de citocinas e 

lipídeos [95], [96]. Ácidos graxos (FA) poli-insaturados livres, como AA mediadores li-

pídicos (LM), regulam a inflamação [97], [98], e recentemente alterações em seus níveis 

foram demonstrados na COVID-19 [96], [99], Recentemente demonstramos que a libe-

ração de dois importantes LM ou eicosanoides, a PGE2 e o LTB4, podem ser reguladas 

pelos receptores CD14 e CD36, respectivamente[100], [101]. Entretanto, o papel dos LM 

assim como do CD14 e do CD36 na infecção por SARS-CoV-2, ainda precisam ser me-

lhor investigados. 

 

1.5.Clusters de diferenciação 14 e 36 
 

O Cluester de diferenciação 14 (CD1424), é um antígeno encontrado em monóci-

tos humanos e o primeiro receptor de reconhecimento de padrões (PRR25) identificado 

que se liga diretamente ao lipopolissacarídeo (LPS) [102]. É conhecido há muito tempo 

como um correceptor para vários Receptores do tipo Toll (TLRs26) que transferem os 

produtos da parede celular bacteriana para os TLRs envolvendo a cascata de sinalização 

tanto na superfície da célula quanto no compartimento endossomal fazendo o sistema 

imunológico inato reagir prontamente a estímulos como infecção ou lesão resultando em 

dano celular [102], [103]. Além de suas funções na imunidade inata, o CD14 aparenta ter 

um papel mais geral na regulação do câncer, aterosclerose, doenças metabólicas e assim 

por diante [104]. 

O gene CD14 codifica um RNA que após a tradução, sua sequência C-terminal é 

substituída pela âncora glicosilposfatidilinositol (GPI). Portanto, as formas de CD14 li-

gadas à membrana (mCD14) são ancoradas na superfície da membrana celular pela cauda 

GPI. Formas solúveis de CD14 (sCD14) podem ser secretadas por células ativadas que 

liberam CD14 por liberação dependente ou independente de proteinase [105]. O mCD14 

é altamente expresso em células de linhagem mieloide, como monócitos, macrófagos, 

 
24 Do inglês, Cluster of diferentiation 14 
25 Do inglês, Pattern recognition receptors 
26 Do inglês, Toll like receptors 
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DCs e micróglia, e está presente em menor grau em células não imunes. sCD14 existe no 

soro, líquido cefalorraquidiano e outros fluidos corporais, para conferir responsividade às 

células que não expressam CD14 [106]–[108].  

O correceptor, tanto o mCD14 quanto o sCD14 sensibilizam as células ao LPS, 

transferindo moléculas de LPS para o TLR4 e esta função está amplamente descrita e 

estabelecida na literatura [104] (Figura 4). 

O grande tamanho da porção N-terminal do CD14 permite variação estrutural na 

porção hidrofóbica dos ligantes. Assim, o CD14 possui uma ampla gama de ligantes, in-

cluindo Padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs27) (principalmente de bac-

térias e vírus) e moléculas endógenas, como proteína de choque térmico, fosfolipídio e 

amiloide. O CD14 é necessário para o efeito celular induzido por parte de ligantes, como 

LPS, ácido lipoteicóico (LTA28) e proteínas de choque térmico de 70 kDa (HSP7029). 

Para a maioria dos outros ligantes, o CD14 funciona apenas como um adaptador e um 

correceptor de TLR para aumentar sua afinidade com TLR e aumentar sua atividade 

[104]. 

Os ácidos nucleicos virais são PAMPs eficazes. Acredita-se que o CD14 se ligue 

diretamente a um análogo sintético de RNA de fita dupla (dsRNA), denominado ácido 

poliinosina-policitidílico (pIpC) de RNA sintético (dsRNA pIpC), este análogo auxilia na 

captação celular de CD14 e o leva a TLR3 para produzir ativação celular. Consequente-

mente CD14 medeia a captação de pIpC e aumenta a sinalização de TLR3 [109], mas não 

desempenha nenhum papel significativo na ativação celular dependente de TLR7/8 indu-

zida por ssRNA [110]. Para vírus de DNA de fita simples (ssDNA30), o CD14 liga-se 

diretamente ao 5'—C—fosfato—G—3'-DNA31 (CpG-DNA) para promover seu reconhe-

cimento32, culminando na secreção de citocinas pró-inflamatórias [110]. Destaca-se que 

sCD14 aumenta diferencialmente a ativação de TLR9 com tratamento de diferentes clas-

ses de oligodesoxinucleotídeos CpG [111]. O CD14 pode mediar o processo de interna-

lização do CpG-DNA, o que indica que o CD14 aparece como correceptor de TLR9 au-

mentando a endocitose do ligante [110] (Figura 4). 

 
27 Do inglês, Pathogen-associated molecular pattern; 
28 Do inglês, lypoteichoic acid; 
29 Do inglês, Heat Shock Protein 70; 
30 Do inglês, single-stranded DNA;  
31 Citosina-fosfato-Guanina (CpG), do inglês citosine-phospate-guanine; 
32 TLR9 dependente de CpG-DNA; 
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Além do ácido nucleico, várias proteínas virais, como a proteína de fusão do vírus 

sincicial respiratório, citomegalovírus (CMV), vírus da hepatite B (HBV33) e antígeno de 

superfície do vírus da hepatite B (HBsAg34), também podem ser reconhecidas pelo CD14 

para induzir a resposta imune inata [112]–[114] (Figura 4). 

 
Figura 4: Esquema simplificado das vias de CD14 como correceptores de TLRs nas condições inte-
rativas com LPS, CpG-DNA, ssRNA e vírus. O esquema mostra que o CD14 se associa ao DNA/ssRNA 
na membrana plasmática e promove sua endocitose. Os vírus ssRNA entram no endossomo de uma forma 
independente de CD14. A acidificação destrói o envelope viral, liberando o genoma viral ssRNA. No en-
dossomo, o CD14 funciona como correceptor para TLR7 e TLR9 no reconhecimento de ssRNA e DNA. O 
modelo mostra que o CD14 se associa ao DNA/ssRNA na membrana plasmática e promove sua endocitose. 
Os vírus ssRNA entram no endossomo de uma forma independente de CD14. A acidificação destrói o 
envelope viral, liberando o genoma viral ssRNA. No endossomo, o CD14 funciona como correceptor para 
TLR7 e TLR9 no reconhecimento de ssRNA e DNA. O modelo mostra que o CD14 se associa ao 
DNA/ssRNA na membrana plasmática e promove sua endocitose. Os vírus ssRNA entram no endossomo 
de uma forma independente de CD14. A acidificação destrói o envelope viral, liberando o genoma viral 
ssRNA. No endossomo, o CD14 funciona como correceptor para TLR7 e TLR9 no reconhecimento de 
ssRNA e DNA. Criado utilizando BioRender.com por Mason, et al. [70] e readaptado por Vinícius Pimen-
tel. 

 

Outras moléculas endógenas podem se ligar ao CD14, ácidos graxos como o Pal-

mitoil-oleoil-fosfatidilglicerol (POPG) e dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG). Posterior-

mente, são rapidamente internalizados e usados como fontes de araquidonato para a 

 
33 Do inglês, Hepatitis B vírus. 
34 Do inglês, Hepatitis B virus surface antigen 
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síntese de leucotrienos [115], além de atuar em sua forma solúvel, como transportador de 

fosfolipídios até as células, mediando o influxo e efluxo de membranas para partículas 

lipídicas, especialmente de HDL35 [106]. 

O Cluester de diferenciação 36 (CD3636) foi descrito pela primeira vez em 1977 

como glicoproteína IV (GP IIIb ou GP IV) [116]. Dez anos depois, a proteína mostrou-

se idêntica ao antígeno reconhecido pelo anticorpo monoclonal OKM5, um marcador para 

monócitos e macrófagos e designado como antígeno de diferenciação leucocitária CD36 

[117]. Nesse mesmo ano, foi relatado que o CD36 era o receptor celular da trombospon-

dina [118], implicando um papel do CD36 na agregação plaquetária irreversível, bem 

como na aderência de eritrócitos infectados com o parasita da malária, Plasmodium fal-

ciparum, ao endotélio [119]. Posteriormente, descobriu-se que o CD36 é um receptor de 

macrófagos para lipoproteínas de baixa densidade oxidada (oxLDL37), estabelecendo as-

sim seu papel como receptor scavenger [120], e que o CD36 atua como facilitador do 

transporte de ácidos graxos de membrana [121]. Atualmente, sabe-se que o CD36 é um 

membro de uma superfamília de proteínas receptoras de eliminação (classe B), que tam-

bém inclui o receptor de eliminação (SR)-B1 e a proteína-2 de membrana integral lisos-

somal (LIMP-238). Essas três proteínas compartilham sua estrutura, que compreende dois 

domínios transmembrana, um domínio extracelular relativamente grande e as porções 

amino e carboxi-terminais e localizados dentro do citoplasma [122]. Sumariamente, 

CD36 é uma proteína de membrana plasmática que possui função de clearance [123], 

sendo expressos em vários tipos celulares, como os eritrócitos, plaquetas, células da imu-

nidade inata e células não imunes, mas que estão envolvidas na ingestão, gasto e armaze-

namento de energia em forma de gordura, tal qual os adipócitos, músculos, hepatócitos e 

células intestinais [124], [125].  

Neste sentido o CD36 desempenha um papel fundamental no metabolismo glicí-

dico, especialmente energético, controlando a captação de ácidos graxos e moléculas de 

colesterol [124], [126]. Ainda, CD36 envolve-se em muitas respostas inflamatórias de-

pendentes de TLRs induzidas por ligantes, como o CD14 e produtos associados a partí-

culas lipídicas e proteicas de origem exógena, podendo ser bacterianas, virais, ou endó-

genas como a trombospondina (TSP-1) e as fibrilas Aβ, que estão intimamente envolvidas 

 
35 Do inglês, high-density lipoprotein 
36 Do inglês, cluster of differentiation 
37 Do inglês, oxidation of low-density lipoprotein 
38 Do inglês, lysosomal integral membrane protein 2 
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de angiogênese, coagulação e apoptose [101], [127]–[131], vias estas que ficam desequi-

libradas durante a infecção por SARS-CoV-2 [132]–[135]. Ainda no contexto inflamató-

rio, o complexo CD36-TLR2/4 é quem parece estar envolvido na inflamação sistêmica 

[136], [137]. 

Mais especificadamente, o CD36 pode formar complexos macromoleculares com 

diferentes correceptores, um processo que amplifica seu repertório funcional [138], inte-

ragindo com os receptores TLR2, TLR4 e TLR6 , integrina β1 , integrina β2, integrina β5 

e tetraspaninas, tais quais o CD9 e CD81 [138]. Para mais, o peptídeo β-amiglóide (Aβ), 

outro ligante de CD36, liga-se a um complexo formado por CD36, CD47 e receptores de 

integrina α6β1 [139]. Danos nervosos também podem estar associados ao CD36. Em um 

estudo conduzido com paciente de isquemia cerebral [140], observou-se que CD36 era 

capaz de formar um complexo com heterodímeros TLR2/1, desencadeando danos à mi-

cróglias, a rede nervosa e gerando estresse oxidativo . Por outro lado, foi relatado que Aβ 

ou oxLDL induzem a associação de CD36 com heterodímeros TLR4/6 [139], [141], 

[142], sabe-se que o estresse oxidativo tem papel fundamental em doenças neurodegene-

rativas, especialmente as que ocasionam problemas cognitivos, como o Mal de Alzhei-

mer, assim, pode-se sugerir que o complexo formado em conjunto com CD36 no sistema 

nervoso pode danificar o processo cognitivo [139], [143], [144], algo também visto na 

COVID-19, especialmente em pacientes graves [145]–[149]. Todo o descrito até aqui so-

bre este rico correceptor, sugere que a associação de CD36 com TLRs ocasiona múltiplos 

efeitos no organismo, o que fica didaticamente melhor elucidado na Figura 5.  
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Figura 5: Esquema simplificado das vias de CD36. CD36 ativa diferentes vias de sinalização intracelular, 
dependendo do ligante, correceptor e tipo de célula. Em células endoteliais , CD36, Fyn Src-quinase, cas-
pase 3 e p38 e JNK1 MAP quinases são essenciais para a indução de apoptose e inibição da angiogênese 
por TSP-1. A interação de oxLDL com CD36 ativa um complexo de sinalização, composto por Lyn, outra 
Src quinase e Mekk-2, que fosforila JNK e leva à formação de células espumosas. A ativação de Vav via 
Lyn também regula a formação de células espumosas controlando a internalização de oxLDL. A associação 
de CD36 com CD47 e integrina forma um complexo multirreceptor na micróglia , que ativa quinases espe-
cíficas da família Src (Lyn, Fyn ou Syk) e fosforila Vav. Vav atua como um fator de troca de nucleotídeos 
de guanina para Rac-1, um componente essencial da NADPH oxidase, levando à geração mediada por 
NADPH oxidase de espécies reativas de oxigênio e promovendo a fagocitose. Além disso, a montagem de 
CD36, em resposta a oxLDL e às placas β-amiloides, induz uma resposta inflamatória por meio da ativação 
do inflamassoma NLRP3. O CD36 também pode formar um complexo de sinalização com TLR que ativam 
NF-κB em resposta a componentes da parede bacteriana (TLR2/6) ou células danificadas (TLR2/1), o que 
leva à expressão de moléculas inflamatórias (ou seja, iNOS e Nox-2 ). Além disso, a ativação do PPARγ 
pode regular positivamente a expressão de CD36 na micróglia/macrófago promovendo a eliminação de 
bactérias ou células apoptóticas e contribuindo para resolver a inflamação. Criado utilizando BioRen-
der.com por Vinícius Pimentel, baseado e adaptado [150]–[152] 

 

O CD36 não é expresso de forma ubíqua, mas está presente em uma variedade de 

tipos de células de mamíferos, incluindo células hematopoiéticas (plaquetas, monócitos, 

macrófagos), células endoteliais, células epiteliais especializadas na mama e no olho, en-

terócitos e células responsivas à insulina, como adipócitos e miócitos cardíacos e esque-

léticos. Esse padrão de expressão é acompanhado por um grande número de funções se-

melhantes, que estão, no entanto, principalmente relacionadas à regulação do metabo-

lismo lipídico e à imunidade inata. Especificamente, o CD36 está envolvido em respostas 

inflamatórias e doenças aterotrombóticas, absorção de gordura intestinal, armazenamento 

de lipídios no tecido adiposo e utilização de lipídios pelo músculo cardíaco e esquelético, 

distúrbios metabólicos, como obesidade e diabetes, e doença de Alzheimer. Curiosa-

mente, o CD36 também é expresso nas células do paladar humano, onde funciona como 
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um sensor de ácidos graxos atuando na percepção da gordura oral e na antecipação diges-

tiva [153]–[156]. Além disso, CD36 regula a liberação de LTB4 por macrófagos [157]–

[160]. 

 

 
Figura 6: Esquema simplificado de upregulation e da deficiência de CD36. Quando o CD36 é regulado 
continuamente, ele promove inflamação, formação de células de espuma, apoptose endotelial e, retenção 
de macrófagos e trombose. Por outro lado, em indivíduos com deficiência de CD36 ou polimorfismo do 
gene CD36, hiperlipidemia, inflamação subclínica, indisponibilidade de NO endotelial e aumento da mi-
gração de macrófagos também pode aumentar o risco de aterosclerose. Criado utilizando BioRender.com 
por Vinícius Pimentel, baseado e adaptado [150] 
 

A observação de que o CD36 não está presente apenas na membrana celular, mas 

também em compartimentos intracelulares, notadamente endossomos, desencadeou uma 

série de estudos, que revelaram que o CD36 não é apenas um facilitador do transporte 

transmembranar de ácidos graxos, mas na verdade desempenha um papel fundamental 

como regulador da taxa de absorção celular de ácidos graxos. Assim, foi divulgado que a 

regulação do transporte de ácidos graxos ocorre pela translocação reversível de CD36 dos 

endossomos para a membrana plasmática para aumentar a captação de ácidos graxos 

[161]–[164]. Nosso laboratório está empenhado, entre outras pesquisas, a melhor escla-

recer os papeis destes correceptores da imunidade inata. Neste sentido, estudos de nosso 

grupo [100], [101], [165], [166] demonstram o importante entrelaçamento de CD14 e 
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CD36 com as vias das respostas imunológicas envolvidas com a mediação lipídica, ace-

tilcolina e citocinas. Sumariamente, um resumo didático é mostrado na Figura 6 sobre as 

funções de maiores relevâncias do CD36. 

 

1.6.Acetilcolina 
 

A complexa comunicação neuroimune bidirecional mantém o equilíbrio fisioló-

gico e as funções de cada órgão no corpo. Os circuitos neuronais centrais e periféricos, 

células imunes e citocinas, sistemas hormonais neuroendócrinos, microbiota intestinal e 

seus metabólitos, e as barreiras hematoencefálicas e da mucosa intestinal são atores im-

portantes em toda essa rede regulatória. Qualquer distúrbio nesses sistemas altera o deli-

cado equilíbrio entre saúde e doença [167].  

O mecanismo fisiológico de cross-talk dentro da rede neural e do sistema mono-

nuclear fagocítico que regula a resposta imune, o metabolismo e uma vasta gama de fun-

ções centrais constituem o reflexo inflamatório. Os braços aferentes e eferentes parassim-

páticos do nervo vago (VN39) servem como um centro de controle que conecta os impul-

sos entre o cérebro e os órgãos internos [168]. As fibras aferentes do VN têm inervação 

no sistema mononuclear fagocítico e nos principais órgãos do corpo. É ativado por cito-

cinas ou endotoxinas presentes nos tecidos e se comunica via sinais neuronais enviados 

ao sistema nervoso central (SNC) [169]. 

A ACh também foi detectada em células de origem não neural e micróbios. É 

amplamente encontrado em cardiomiócitos, todo o trato gastrointestinal (IG), células uro-

télicas da bexiga e em leucócitos humanos, demonstrando sua função diversificada dentro 

de um organismo [170]. O sistema colinérgico não neuronal (NNCS40) é composto de 

neurotransmissor acetilcolina, suas enzimas sintetizadoras e degradantes, transportadores 

e receptores dentro das células epiteliais das vias aéreas, intestino, pele, urotelium, va-

gina, placenta, córnea, células granulosas, células endoteliais, células imunes e células 

mesenquimais [171]. Tradução de sinal em queratinócitos, proliferação e diferenciação 

linfocitária, regulação do citoesqueleto das células epiteliais, diferenciação e migração de 

células na epiderme para a cicatrização de feridas, atividades ciliares e regulação da per-

meabilidade no revestimento epitelial das vias aéreas de forma autócrina/paracrina [172]. 

 
39 Do inglês, vagus nerve 
40 Do inglês, non-neuronal cholinergic system 
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Os detalhes dos sistemas colinérgicos de origem neuronal, seus componentes e a sinali-

zação nos tecidos foram discutidos anteriormente [173] 

A enzima colina acetiltransferase (ChAT) sintetiza a ACh a partir da colina [174]. 

A maior parte da colina é formada pela degradação de lipídios, especialmente lecitina, e 

hidrólise da acetilcolina [175]. A acetil-coenzima A (Acetil-CoA), produzida pelas mito-

côndrias, é utilizada para a esterificação da colina pela enzima citoplasmática ChAT no 

sistema nervoso parassimpático e nos neurônios motores. Além do nervo vago, células T, 

células B, células dendríticas (DCs41) e macrófagos nas zonas folicular e marginal do 

baço são outras fontes importantes de ACh [176]. As células imunes têm a maquinaria 

para sintetizar a ACh e liberá-la diretamente na corrente sanguínea. Em contraste, as cé-

lulas neuronais armazenam ACh após a síntese em uma vesícula neurossecretora especi-

alizada e a liberam por exocitose em fendas sinápticas especializadas [177].  

A concentração relativa de ACh em humanos é de 8,66±1,02 de unidade de quan-

tidade de substância (pmol) mililitro (mL)-1 no sangue total e 3,12±0,36 pmol mL-1 no 

plasma [178]. Os níveis fisiológicos de ACh presentes na corrente sanguínea afetam as 

células imunes nos tecidos linfoides e aquelas que estão migrando para o local da infla-

mação de forma autócrina e parácrina [170]. Estudos recentes correlacionaram níveis 

mais baixos de ACh em doenças neurodegenerativas inflamatórias crônicas, como doença 

de Alzheimer (DA), demência vascular (DV) e esclerose múltipla (EM) [179]–[181]. O 

nível elevado de ACh também está relacionado a doenças inflamatórias como dermatite 

atópica, doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) e doença periodontal [182]–[184]. 

Pacientes com acidente vascular cerebral isquêmico agudo apresentaram níveis mais ele-

vados de ACh derivada de linfócitos, o que foi associado a um aumento na infecção pós 

Acidente Vascular Cerebral (AVC) e mortalidade [185]. O papel diversificado da ACh é 

governado por diferentes tipos de receptores, conhecidos como receptores colinérgicos 

(AChRs), que são classificados de acordo com sua afinidade por vários ligantes químicos 

[186].  

No sistema imunológico, os nAChRs são conhecidos por regular processos infla-

matórios [187]. Causas patológicas em doenças neurodegenerativas adquiridas, como 

ganglionopatia autoimune, encefalite autoimune e Miastenia gravis (MG), são causadas 

por uma reação autoimune contra nAChRs na junção neuromuscular (JNM) [188]–[190]. 

Os nAChRs não neuronais também estão envolvidos na patogênese da pustulose 

 
41 Do inglês Dendritic Cell 
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palmoplantar, psoríase e doenças reumáticas [191]–[193]. A superexpressão de nAChR 

em tumores gástricos, colorretais, pancreáticos, hepáticos, pulmonares e mamários parece 

regular os processos de células cancerígenas, como proliferação, apoptose, transformação 

epitélio-mesenquimal da angiogênese [194], [195].  

A sinalização intracelular de macrófagos alveolares é mediada por subunidades 

α9, α10, e β2-nAChR. As populações de macrófagos previamente expostos à nicotina 

mostram um menor aumento na liberação intracelular de Ca2+ induzida por adenosina 

trifosfato (ATP), que é independente da fosforilação do fator de transcrição atividado por 

tirosina quinase 3 (STA3) [196]. O α7-nAChR sobre macrófagos é amplamente sensível 

ao ACh liberado pelas células T do ChAT+, e sua interação com o ACh leva a uma redu-

ção da produção e liberação de citocinas pró-inflamatórias. As células do baço estimula-

das por antígenos do α7-nAChRknockout mice produzem quantidades significativamente 

maiores de TNF, interleucina (IL)-6 e IFN-γ do que os esplenócitos de ratos WT. A esti-

mulação nervosa vagal (VNS42) por uma duração de 0,1-60s em ratos WT modula a libe-

ração de citocinas de macrófagos através do receptor α7-nAChR. Entretanto, a deficiência 

da subunidade α7 tornou o VN ineficaz na inibição da liberação de TNF-α [197].  

A preparação de macrófagos com um ligante cognato para α7-nAChRs resulta em 

uma inibição farmacológica da ACh que, por sua vez, aumenta os níveis de cAMP nas 

células. Assim, a ativação do α7-nAChR em macrófagos promove a expressão e a fosfo-

rilação de c-FOS e CREB, necessária para uma diminuição sustentada da liberação de 

TNF-α induzida por endotoxinas [198]. Em macrófagos humanos estimulados por LPS, 

a ativação induzida por ACh diminui as citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β, 

IL-6, e IL-18, mas não a citocina anti-inflamatória, IL-10 [199].  

O VNS causa a ativação de nAChRs em macrófagos, dificultando assim sua ati-

vação através do caminho de sinalização JAK2-STAT3. O tratamento antagônico ao nA-

ChR de macrófagos induz expressão de JAK2 e STAT3, que regulam negativamente a 

produção de metaloproteinase 9 (MMP-9) e inibem a migração de macrófagos [200], 

[201]. Descobriu-se que o tratamento com nicotina levou à superexpressão da quinase M 

associada ao receptor IL-1 (IRAK-M), um regulador negativo da sinalização TLR4, via 

α7-nAChRs. É necessária uma upregulation da expressão IRAK-M para o efeito anti-

inflamatório da nicotina na produção de TNF-α induzida pelo LPS por macrófagos 
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peritoneais [202]. Nesses macrófagos, o tratamento com nicotina reduziu significativa-

mente a sinalização intracelular induzida por ATP Ca2+ via β2-nAChR apenas [203], 

[204]. 

O agonista muscarínico, carbacol, causa um aumento moderado na fagocitose de 

partículas de zimosan por macrófagos peritoneais primários [205]. Dependendo do mi-

croambiente local, vários subtipos de mAChR foram relatados em macrófagos residentes 

diferenciados. A ativação de M1–M3 mAChR faz com que os macrófagos tumorais pro-

liferem principalmente pela ativação da via da arginase, produzindo alta prostaglandina 

E2 (PGE2)e promovendo angiogênese potente. Da mesma forma, em macrófagos, a ati-

vação de M1–M2 mAChR- desencadeia a atividade da proteína quinase C (CPK) e induz 

a liberação moderada de PGE2 para proliferação [206]. 

A expressão de mRNA e proteína de várias subunidades de nAChR, como α1, α3, 

α4, α7, β2 e β4, também são relatadas em neutrófilos polimorfonucleares humanos 

(PMN43). As subunidades α7, α4β2 e α3β4 de nAChR em PMNs demonstraram ter papéis 

reguladores em sua maturação no local da inflamação [207]. Durante a inflamação, as 

moléculas de adesão da superfície celular desempenham um papel integral na migração 

de neutrófilos dos órgãos linfoides para o sítio inflamatório periférico. nAChRs são co-

nhecidos por regular a expressão da proteína de superfície celular, CD11b, na superfície 

de neutrófilos. A administração de nicotina e implantes para VNS reduzem significativa-

mente a expressão de superfície de CD11b em neutrófilos via supressão da polimerização 

de F-actina, reduzindo assim a ligação de neutrófilos à superfície do endotélio e a trans-

migração para locais inflamados causados por infecção microbiana [208]. 

Os nervos eferentes vagais originam-se na medula e inervam o trato GI, conec-

tando-o a Sistema Nervoso Entérico (SNE44). Este eixo intestino-cérebro é conhecido por 

regular a motilidade e secreção GI via fibras eferentes vagais, que formam sinapses coli-

nérgicas no SNE e respondem a estímulos inflamatórios [209]. A transmissão colinérgica 

entre VN e órgãos do sistema mononuclear fagocítico são amplamente necessária para 

manter a pressão arterial, variabilidade da frequência cardíaca e modular a resposta imune 

inata e adaptativa [210]. Sabe-se que um aumento da tempestade de citocinas pró-infla-

matórias corresponde à uma redução da atividade de VN em várias doenças inflamatórias, 

incluindo artrite reumatoide (AR), lúpus eritematoso sistêmico (LES), sepse, Doença In-

flamatória Intestina (DII) [211]–[214]. A ativação do eferente vagal libera ACh na 

 
43 Do inglês, polymorphonuclear neutrophils 
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extremidade distal do VN e SNE efetor, inibindo a liberação de citocinas pró-inflamató-

rias (TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-18), formando o mediador peptidergico da inervação paca-

érgica (PAC) [215]–[217]. O PAC é uma via altamente conservada e desempenha um 

papel importante no controle da morbidade e mortalidade associadas a várias doenças 

humanas, como endotoxemia, sepse, DII e AR [218], regulando a secreção de ACh me-

diada por LPS, TNF, IL-1β, IL-6 e mediadores lipídicos no sangue [219], [220].  

Essa via pode exercer influência sobre as células imunes inatas e a produção de 

citocinas pró-inflamatórias. Portanto, alguns pesquisadores defendem a tese de que a via 

do PAC é um potencial alvo terapêutico para mitigar várias infecções, incluindo sepse e 

a tempestade de citocinas, eventos recentemente relatados na infecção por SARS-CoV-2 

[221], [222].  

 

1.7.Dialética-hermenêutica e doxologia do presente estudo 

 

Estudos e resultados obtidos em nosso laboratório, in vitro e in vivo demostraram um 

comportamento aparentemente padronizado dos correceptores CD14 e CD36 em contra-

ponto à mediadores lipídicos, especialmente LTB4 e PGE2, em reações hiperinflamató-

rias, tal qual o escorpionismo. De maneira simplificada, tais resultados demostram que 

quando há um aumento de LTB4, ocorre uma redução nos níveis de sCD14 e elevação 

nos níveis de sCD36, ou seja, uma correlação inversamente proporcional às moléculas, 

mas diretamente proporcional à gravidade do quadro hiperinflamatório. O mesmo se re-

pete com PGE2. Este desbalanço está intimamente associado à liberação de outros medi-

adores lipídicos, citocinas pró-inflamatórias, especialmente IL-1β, desencadeando na 

montagem e consequente liberação de inflamassomas, agravando o quadro do paciente 

significativamente [101], [157], [159], [160], [223]–[227].  

Sumariamente, pacientes com hiperinflamação devido ao escorpionismo, apresentam 

o fenótipo acima mencionado classicamente, e acabam por vir a óbito devido à grande 

produção de muco nos pulmões e a desordem cardíaca, gerando hipóxia, edema, choque 

e falência múltiplas de órgãos. Neste ponto, nosso laboratório demonstrou que a ACh em 

função dos receptores colinérgicos ou nicotínicos podem e estão associados ao agrava-

mento dos quadros hiperinflamatórios, somado ao desbalanço entre CD14 e CD36 com 

mediadores lipídicos. Nossos achados também foram enfáticos em demonstrar que inibi-

dores das vias do ácido araquidônico, COX, LOX e PLA2 foram essenciais para a sobre-

vivência dos animais e vitalidade das células em estudados [228]. Esses inibidores são 
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amplamente conhecidos e com custos muito reduzidos, entre eles estão os glicocorticoi-

des, tais quais a indometacina, dexametasona, metilprdnisolona e prednisolona.  

Neste sentido, observamos de maneira extremamente precoce a evolução da pande-

mia, antes mesmo de sua chegada ao Brasil, de modo que pudemos supor que o mesmo 

estaria acontecendo em pacientes com COVID-19 conforme a gravidade da doença: uma 

hiperinflamação, que gera uma pneumonia grave, produção de muco, hipóxia, edemas e 

falências de órgãos e as vias envolvidas na fisiopatologia.  

 Transpomos então nosso pensamento para esta hipótese: a COVID-19 atua nas 

mesmas vias ou vias semelhantes às da hiperinflamação causada pelo escorpionismo. A 

presente dissertação expõe os resultados desta teoria, levando ao conhecimento da comu-

nidade científica uma, de muitas formas de tratamentos, que já está muito bem estabele-

cida e segura, a corticoterapia, sendo esta última tese não foco da presente dissertação.   

 

1.8.Limitações do estudo 
 

Existem muitas limitações em nosso estudo, ocasionadas pela emergência da CO-

VID-19, o desconhecimento da patologia e a precocidade deste estudo. Deste modo, o 

desenho experimental apresentou várias lacunas, das quais destacamos:  

a. A coleta sobre livre demanda;  

b. O não delineamento para recrutamento por distribuição gaussiana para o es-

tudo, dada que a população mais afetada foram os idosos, fazendo com que 

nossa distribuição tornasse não-paramétricas;  

c. A não coleta completa de materiais biológicos (sangue, saliva, urina, fezes, 

raspados de mucosas) concomitantemente e de modo sequenciado, com peri-

odicidade;  

d. A ausência de questionamentos importantes durante a entrevista para melhor 

compreender situações em que necessitávamos discutir casos;  

e. O início tardio a implementação da coleta do aspirado traqueal ao estudo;  

f. A falta de mão de obra efetiva em bancadas e locais de coleta para realizar 

procedimentos;  

g. A ausência de, no desenho experimental, não ser incluso amostras de biópsias, 

com finalidade de comparação entre nossos vários resultados;  

h. O não delineamento, pela precocidade, da realização de análises lipidômicas 

e metabolômicas de maior qualidade e quantidade;  
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i. A não solicitação de analitos de exames sanguíneos que após se mostraram 

ser fundamentais para o estudo;  

j. A falta de exames ou a discrepância dos exames realizados nos hospitais par-

ceiros e na Universidade;  

k. A ausência de informações laboratoriais, clínicas, de condutas e tratamentos  

dos pacientes em pontos fixos;  

l. O uso indiscriminado, sem prescrição ou com prescrição médica de elevadas 

doses de medicamentos já com indícios de não eficácia contra a COVID-19, 

e a persistência nos mesmos fármacos após a comprovada ineficácia por inú-

meros estudos científicos, criando-se assim um grande fator confundidor em 

nossa pesquisa.  

 

Contudo, destacamos que, ao longo do estudo, aperfeiçoamos nossos padrões e 

adequamos o desenho experimental, quando oportuno, aos estudos e protocolos mais re-

centes e concretos, adaptando nossas metodologias.   
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OBJETIVOS 
 

“Nunca te fixes nos defeitos dos outros, mas deves 
estar sempre pronto para os desculpar. Sê sempre 
pronto para acusar-te a ti próprio; mais ainda, deseja 
que todos te conheçam por dentro e por fora.” 
 

(Inácio de Loyola) 
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2.1.OBJETIVO GERAL  
 

Avaliar a expressão e as concentrações dos correceptores CD14, CD36 ACh e 

mediadores lipídicos na infecção por SARS-CoV-2 e suas relações com o prognóstico da 

doença e abrir espaço para sua utilização como possíveis biomarcadores em humanos.   

 
 

2.2.OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 

• Apresentar as diferenças na expressão dos correceptores de membrana CD14 e 

CD36 nas diversas subpopulações de monócitos periféricos comparando pacien-

tes infectados por SARS-CoV-2 e controle; 

• Analisar se a concentração de CD14 solúvel é proporcional à concentração de 

CD36 solúvel nesses pacientes; e em conjunto com biomarcadores,  

• Avaliar os níveis de acetilcolina, ácidos graxos e mediadores lipídicos estão asso-

ciadas à gravidade da COVID-19.  

 

Em plasma e aspirado traqueal (TA) de humanos contaminados ou não com SARS-

CoV-2 e que tenham ou não desenvolvido a COVID-19 
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MATERIAL & MÉTODOS 
 

“Uma pessoa que não tem a verdura da justiça é 
seca, totalmente sem terna bondade, totalmente 
sem virtude iluminadora. Agora, nestas pessoas que 
deveriam ser verdes, não há mais vida de qualquer 
tipo. Há apenas esterilidade enrugada." 
 

(Hildegard de Bingen) 
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3.1.Aprovação ética.  
 

Após verificar a elegibilidade e a aptidão para participar do estudo, todos os voluntá-

rios foram convidados a disponibilizarem seu consentimento por escrito de acordo com 

os regulamentos do Conselho Nacional de Pesquisa em Humanos (CONEP) e do Comitê 

de Ética Humana da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto (CEP-

FCFRP-USP). O protocolo de pesquisa foi aprovado e recebeu o certificado de Apresen-

tação e Apreciação Ética (CAAE: 30525920.7.0000.5403) (ANEXO I). O tamanho da 

amostra foi determinado pela conveniência da amostragem, disponibilidade em hospitais 

parceiros, acordo para participação e condições da pandemia dentro da comunidade local 

(ANEXO II)45 

 

3.2.Casuística 
 

Este estudo observacional, analítico e transversal foi realizado entre junho e no-

vembro de 2020. Recrutamos 423 indivíduos entre 13 e 96 anos. Os participantes da pes-

quisa foram escolhidos de acordo com os critérios de inclusão e exclusão descritos na 

Tabela 1 e no protocolo (ANEXO II). A mediana de idade dos participantes foi de 49 

anos e a moda foi de 38 anos. A média (± DP) da idade de nossa coorte foi de 51 ± 16 

anos. 

A distribuição geral segundo a idade dos participantes da pesquisa, mostrou-se 

não-gaussiana, portanto, não paramétrica e não normal. Houve tentativas de tornar gaus-

siana a distribuição em função da idade, entretanto sem sucesso devido aos seguintes fa-

tores: a) livre-demanda de amostras; b) agravamento da doença no grupo de pessoas ido-

sas, em detrimento dos mais jovens; c) colapso do sistema de saúde e ausência de testes 

que comprovassem infecção por SARS-CoV-2. Deste modo, não foi possível com o pas-

sar do tempo, conseguirmos obter uma distribuição normal para nossas amostras.  

O fluxograma CONSORT (Cf. Resultados) foi elaborado com um conjunto mí-

nimo de recomendações, baseado em evidências para relatar ensaios clínicos, compreen-

dendo uma lista de verificação de 25 itens e um diagrama de fluxo. Os itens da lista de 

verificação se concentram em relatar o desenho do estudo, analisado e interpretado; o 

 
45 Os serviços relacionados ao CEP e ao CONEP foram de competência da Profa. Cristina R. B. Cardoso e 
da Profa. Elisa M. S. Russo.  
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diagrama de fluxo exibe o processo do grupo de participantes da pesquisa durante o es-

tudo  

 

3.3.Assinatura profissional 

 

Ao que dispõe os termos da Legislação da República Federativa do Brasil, em 

especial: a Resolução nº 287/1998 do Conselho Nacional de Saúde; a CBO nº 397/2002 

(ID: CIUO88); e pela Lei nº 6.684/79. Assinam, profissionalmente, as condutas e técnicas 

empregadas, devidamente autorizados e registrados pelo Conselho Regional de Biomedi-

cina, os biomédicos: Dra. Diana M. Toro (CRBM-IV: 4915); Dr. Pedro Vieira da Silva 

Neto (CRBM-I: 42803); e Dr. Vinícius Eduardo Pimentel (CRBM-I: 42622). 

3.4.Recrutamento 

 

Conforme consta no ANEXO II, indivíduos que espontaneamente se declararam 

sem infecção por SARS-CoV-2 foram recrutados no Parque Tecnológico Supera (Supe-

raParque), onde foram devidamente testados e o resultado negativo confirmado. Para re-

crutamento de pacientes com quadro assintomático a leve da doença, incluindo alguns 

casos moderados, e que não necessitaram de internação, firmamos um acordo com a Se-

cretaria Municipal de Saúde de Ribeirão Preto, para o recrutamento ativo. O mesmo foi 

realizado via ligação telefônica, e após entrevista e concordância em participar da pes-

quisa, foi realizada a coleta do sangue46  na residência do participante. É valido ressaltar 

que, a testagem para SARS-Cov-2 (Cf. Item 3.3), foi realizada pela Secretaria Municipal 

de Saúde, sendo que, em casos positivo os pacientes receberam o devido atendimento 

médico oferecido pelo Sistema Único de Saúde, sob total responsabilidade das autarquias 

públicas de saúde.   

Outra fonte de recrutamento foi viabilizada via formulários eletrônicos, ampla-

mente divulgados em mídias sociais e com notável aderência por parte da comunidade. A 

mesma foi disponibilizada pela plataforma https://pt.surveymonkey.com/ 47  (ANEXO 

 
46 Participaram ativamente desta etapa: a pós-doutoranda Malena M. Pérez; os doutorandos Pedro V. da 
Silva-Neto, Diana M. Toro, Jamille G. M. Argolo; os mestrandos Vinícius E. Pimentel e Camila N. S. 
Oliveira; e os alunos de graduação Jonatan C. S. de Carvalho,  Ingryd Carmona-Garcia e Nicola T. Neto; 
sob a supervisão e orientação do Prof. Dr. Carlos A. Sorgi; e orientação da Profa. Dra. Lúcia Helena Fac-
cioli, Profa. Dra. Cristina R. B. Cardoso, Profa. Dra. Ana P. M. Fernandes e Prof. Dr. Marcelo Dias-Baruffi.  
47 O desenvolvimento e curadoria dos formulários eletrônicos foram realizados pelo doutorando Pedro V. 
da Silva-Neto e pelo mestrando Vinícius E. Pimentel, sob supervisão e orientação do Prof. Dr. Carlos A. 
Sorgi.  
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III). Para casos com diagnóstico positivo de COVID-19, uma entrevista era realizada por 

ligação telefônica onde era dado o aceite para a participação na pesquisa e o agendamento 

da coleta. O laudo original era disponibilizado pelo participante, para comprovação da 

infecção viral.  

Adicionalmente, celebramos acordo de parceria com 2 grandes importantes cen-

tros hospitalares da cidade de Ribeirão Preto: Hospital São Paulo de Ribeirão Preto e 

Hospital da Irmandade da Santa Casa de Misericórdia de Ribeirão Preto48, consignado no 

ANEXO II.  

Constam-se ainda nos anexos, as fichas de entrevistas; a) voluntários saudáveis 

(ANEXO III); b) pacientes domiciliares (ANEXO III); e, c) pacientes hospitalizados 

(ANEXO V), demonstrando a individualidade de cada paciente e a grande quantidade de 

informações que pudemos coletar dos participantes dos estudos. Nos anexos estão os da-

dos que foram coletados nas entrevistas, realizadas tanto pessoalmente quanto por tele-

fone, anotações de enfermagem, fichas e relatórios médicos, exames e outros dados for-

necidos por livre consentimento e devidamente autorizado pelo CEP-FCFRP-USP 

(ANEXO I), para a constituição de nosso banco de informações, devidamente regulari-

zado e com todas as informações guardadas em segurança conforme estabelecido em 

nosso Protocolo. .   

 

3.5.Diagnóstico de SARS-CoV-2 

 

Para o diagnóstico da COVID-19, foram empregadas duas técnicas: 

 

a) Células do epitélio do trato respiratório superior (nasofaringe e orofaringe), eram 

coletadas por esfregaço com o auxílio de um swab nasal e um swab oral. Os swabs 

contendo o esfregaço celular do participante era inserido em tubos cônicos, con-

tendo cerca de 1 mL de soro fisiológico estéril 0,09% e posteriormente enviados 

ao SUPERA Parque (Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, São Paulo, Bra-

sil), para análises por RT-qPCR (Biomol OneStep/COVID-19 kit; Instituto de Bi-

ologia Molecular do Paraná - IBMP Curitiba, Paraná, Brasil). Todas as amostras 

 
48 Todos os transportes, de nossa equipe ou de amostras, foram realizados pelo Prof. Dr. Carlos A. Sorgi, 
com auxílio de um veículo disponibilizado pela Seção de Veículos da Faculdade de Medicina de Ribeirão 
Preto da Universidade de São Paulo.  
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após a coleta até a destinação ao exame molecular eram mantidas em refrigeração 

a 4ºC.  

b) O método sorológico foi empregado também como alternativa ao molecular. 

Amostras de sangue periférico eram coletadas por meio de acesso venoso costu-

meiro, em sistema de coleta à vácuo, em tubos Vacutainer® contendo ETDA e 

processadas em ensaios serológicos para detectar IgM/IgG/IgA (teste de anticor-

pos SARS-CoV-2®; Guangzhou Wondfo Biotech, China).  

 

Assim, consideramos válidos, e, portanto, aceitos em nosso estudo, resultados de 

RT-qPCR ou sorologia positiva/reagente para SARS-CoV-2 provindos da Secretaria Mu-

nicipal de Saúde de Ribeirão Preto ou dos laboratórios de análises clínicas dos hospitais 

em que participantes de nossa pesquisa foram admitidos. Estes resultados constavam em 

suas fichas médicas.  

 

3.6.Classificação dos pacientes 

Inicialmente, dividimos os pacientes somente com base na presença ou ausência 

de infecção por SARS-CoV-2 (Cf. Item 3.4), (Cf. Item 3.4), resultando em dois grandes 

grupos:  

• Controle: pacientes saudáveis; ou com doenças de base não predisponentes e 

controladas; e sabidamente negativos para SARS-CoV-2.  

• COVID-19: todos os indivíduos positivos para SARS-CoV-2, independentes 

da gravidade.  

Ao notarmos agrupamentos de resultados dispersos graficamente, nas mais varia-

das formas, realizamos a primeira dicotomização para melhor caracterização do grupo 

COVID-19, sendo: 

• COVID-19: todos os indivíduos positivos para SARS-CoV-2, subdivididos 

em mais dois grandes grupos:  

I. Não hospitalizados: indivíduos positivos para SARS-CoV-2 que não 

necessitaram de suporte hospitalar; 

II. Hospitalizados: indivíduos positivos para SARS-CoV-2 que necessi-

taram de suporte hospitalar. 

Contudo, ainda variações foram vistas entre os indivíduos hospitalizados, e para 

melhor caracterizar os pacientes, necessitamos dicotomizá-los mais uma vez, agora, con-

forme a gravidade, sendo: 
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I. Não hospitalizados: indivíduos positivos para SARS-CoV-2 que não necessita-

ram de suporte hospitalar, divididos em: 

a. Leves 

b. Moderados49 

II. Hospitalizados: indivíduos positivos para SARS-CoV-2 que necessitaram de su-

porte hospitalar, divididos em: 

a. Moderado; 

b. Grave; 

c. Crítico; 

Com a maior dicotomização dos grupos, houve a necessidade do estabelecimento 

de mais um grupo controle, desta vez, que atendia às características de pacientes interna-

dos em estado críticos, a fim de estabelecer comparações futuras. Assim, estabelecemos: 

Controle crítico50: pacientes internados em UTI não-COVID-19, portadores de 

doença de base, comprovadamente negativos para SARS-CoV-2 e necessariamente entu-

bados. 

 

3.6.1. Sinais, sintomas e parâmetros para classificação geral dos participantes 

 

Os participantes foram classificados em seis grupos e foram dicotomizados com 

base na gravidade da doença, parâmetros clínicos, manejo do paciente e resultados labo-

ratoriais, seguindo as recomendações da OMS à época [229]–[231]. Estas classificações 

foram utilizadas para definir a escala da progressão clínica dos pacientes. Os critérios e 

os grupos podem ser melhor visualizados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Caracterização de participantes baseados em sinais e sintomas. 

 
49 O grupo moderado é um grupo que tem em comum em pacientes não hospitalizados e hospitalizados, 
Tratou-se de um fenômeno atribuído às superlotações dos centros de saúde e hospitais.  Assim pessoas 
com quadros moderados de COVID-19, que deveriam estar internadas, devido ao colapso do sistema de 
saúde, foram obrigadas a ficarem em suas casas e ali, receberem seu tratamento [312]–[315].  
50 Pacientes admitidos neste grupo estavam internados em UTIs não-COVID-19, ou seja, UTIs que rotinei-
ramente não atendiam casos de COVID-19. Desta forma atenuamos o risco de infecção durante o estudo. 
comuns e que não atendiam casos de COVID-19.  

Classificação Sintomas, sinais e parâmetros 
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Controle 

 
• Negativo para SARS-CoV-2 
• Sem sinais e sintomas clínicos de COVID-19 

 

Controle crítico 

• Negativo para SARS-CoV-2 
• Admissão em UTI 
• Necessidade de ventilação mecânica invasiva 
• PaO2/FiO2 <200mmHg 
• Com ou sem parâmetros adicionais: necessi-

dade de hemodiálise, septicemia, choque sép-
tico e disfunção multiórgãos.  

 

Leve 

• Positivo para SARS-CoV-2 
• Com ou sem os seguintes sintomas: diarreia, 

tosse, febre, dor de cabeça, perda de paladar 
(ageusia)/ olfato (anosmia), mialgia, náuseas e 
vómitos 

 

Moderado 

• Positivo para SARS-CoV-2 
• Saturação de oxigênio 94-99% em ar ambi-

ente 
• Manifestação de sintomas de doença leve a 

moderada, incluindo dispneia 
• PaO2/FiO2 250-300mmHg 
• Não necessidade de ventilação mecânica inva-

siva; uso de cateter de baixo fluxo (oxigênio 
2-4L/min), ou reservatório de oxigênio (4-
10L/min) 

 

Grave 

 
• Positivo para SARS-CoV-2 
• Admissão ou não em UTI 
• Desconforto respiratório grave 
• Saturação de oxigênio <93% em ar ambiente 
• PaO2/FiO2 <250mmHg 
• Não necessidade de ventilação mecânica inva-

siva: reservatório de oxigênio (4-10L/min); ou 
máscara/cateter de oxigênio de alto fluxo (10-
15L/min). 

 
Corte. Continuação na próxima página 

 Continuação 

Crítico • Positivo para SARS-CoV-2 
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Abaixo, são apresentadas as equações utilizadas para estabelecer o grau de lesão 

pulmonar e a gravidade da síndrome do desconforto respiratório, a classificar os pacientes 

em diferentes grupos [232]–[236].  

 
Equação 1 – FiO2 Estimado 

 

𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹2 =  
𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹2𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴  +  (4 𝑥𝑥 𝑂𝑂2

𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 (𝐿𝐿/𝑚𝑚))
100

, 𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜: 𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹2𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 = 20 

∴ 

𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹2 =  
20 +  (4 𝑥𝑥 𝑂𝑂2

𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 (𝐿𝐿/𝑚𝑚))
100

 

 
Equação 2 – PaO2 Estimado 

 

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃2(±5mmHg) =  100 – (0.32 𝑥𝑥 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖)  

 

Equação 3 – Razão FiO2 e PaO2 

 

𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅ã𝑜𝑜𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃2
𝐹𝐹𝐹𝐹𝑂𝑂2

(𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚) =  
𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃2 
𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹2

 

 

Interpretação dos resultados  

 
51 Em nosso caso, o termo “preferencialmente” foi empregado para elucidar as complexas situações enfren-
tadas pelo sistema de saúde durante a pandemia. O termo, mais precisamente revela a realidade de que, em 
muitos momentos havia pacientes em estado crítico em ambientes não classificados como UTI, mas que 
ainda assim, recebiam ao máximo o mesmo suporte oferecido por uma unidade de terapia intensiva [312]–
[315].. 

• Admissão (preferencialmente51), ou não em 
UTI 

• Desconforto respiratório agudo grave 
• Necessidade de ventilação mecânica  
• PaO2/FiO2 <200mmHg 
• Com ou sem um ou mais parâmetros adicio-

nais: necessita de hemodiálise, septicemia, 
choque séptico, e disfunção multiórgãos.  
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De acordo com a Definição de Berlim [237]–[240]: 

 

< 200mmHg: injúria pulmonar grave 

200mmHg – 300mmHg: injúria pulmonar aguda 

> 300mmHg - Valor normal 

 

3.6.2. Score clínico classificatório  

Para classificar os pacientes conforme seus estágios clínicos, desenvolvemos um 

sistema de pontuações, onde ponderamos, com valores diferentes, as diversas condições 

clínicas apresentadas pelos pacientes. Deste modo, cada item avaliado recebia um ponto 

e ao final somava-se os valores para determinar sua classificação. A Tabela 2, apresenta 

as pontuações e as respectivas classificações dentro do intervalo de pontos em que o pa-

ciente se encontrava dicotomizado.  

 
Tabela 2 - Score clínico para dicotomização de pacientes no estudo 

 Para que pudéssemos chegar ao referido sistema de pontuações, desenvolvido em 

curto período de tempo (1 mês após o Decreto do estado pandêmico no Brasil), nos base-

amos nos resultados iniciais, há época, de vários ensaios clínicos, pré-prints [229], [241]–

[253] e pelo que estávamos observando no dia a dia nos hospitais. É válido de nota que, 

naquele momento, nem mesmo a OMS havia desenvolvido um método classificatório 

oficial. Assim, desenvolvemos e aperfeiçoamos nosso sistema de classificação, com tes-

tagem dos critérios em pacientes de forma randomizada e confirmando posteriormente 

Pontuação Classificação 

< 2 pontos 
 

Leve 
 

≥ 2 a ≤ 4 pontos 
 Moderado 

≥ 5 a ≤ 9 pontos 
 Grave 

≥ 10 a ≤ 15 pontos 
 Crítico 
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sua precisão, em um comparativo com a tabela classificatória da OMS. A Tabela 3 apre-

senta a pontuação utilizada no sistema, junto com seu respectivo peso, uma vez que houve 

a necessidade de ponderar alguns itens avaliados em detrimento de outros52.  

 

Tabela 3 - Sistema de pontos para classificação de pacientes 

Item avaliado Pontuação recebida Observação 

Apresenta algum sintoma gripal 1  

Necessidade de UTI 4 
Imediatamente já estava incluso 
no grupo grave caso pontuasse 

mais algum item. 

Dispneia 1  

Sat.O2 ≤93% 1  

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑂𝑂2
𝐹𝐹𝐹𝐹02

= ≥ 250𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 1 

Pontuação única, ou seja, paci-
ente poderia pontuar somente 

em uma das 3 relações apresen-
tadas 

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑂𝑂2
𝐹𝐹𝐹𝐹02

= ≥ 200 𝑎𝑎 ≤ 250𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 2 

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑂𝑂2
𝐹𝐹𝐹𝐹02

=< 200𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 3 

O2 ofertado 
≥ 2 a ≤ 4 L/min 1 

Pontuação única, ou seja, paci-
ente poderia pontuar somente 
em uma das 3 ofertas de O2 

apresentadas 

O2 ofertado 
≥ 5 a ≤ 10 L/min 2 

O2 ofertado 
≥11 a ≤ 15 L/min 3 

Necessidade de IOT 5 
Somado ao ponto da UTI, imedi-
atamente o paciente já estava no 

classificado como crítico 
Hemodiálise; e/ou choque; e/ou 

septicemia; e/ou CID; e/ou falên-
cia multiórgãos 

1  

 

3.7.Coleta e processamento de sangue periférico 

 
52 A Tabela de Sistema de pontos para classificação de pacientes foi desenvolvida, discutida e organizada 
pela pós doutoranda Malena M. Pérez; pelo doutorando Pedro V. da Silva-Neto; pelo mestrando Vinícius 
E. Pimentel; pela graduanda Ingryd Carmona-Garcia, e pelos docentes Prof. Dr. Carlos A. Sorgi, Prof. Dr. 
Marcelo D. Baruffi e Profa. Dra. Cristina R. B. Cardoso e Profa. Dra. Lúcia Helena Faccioli  
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Amostras de sangue periférico foram coletadas dos pacientes em ponto único, ou 

seja, apenas uma coleta, ou em diferentes pontos, realizando assim um acompanhamento, 

chamados pacientes de seguimento. O intervalo médio de coleta em pacientes de segui-

mento foi de 15 ± 3 dias. Aproximadamente 20-28 mL de sangue periférico foram cole-

tados por acesso venoso periférico costumeiro, em sistema de coleta à vácuo, em tubos 

Vacutainer® contendo, individualmente, citrato de sódio, ativador de coágulo, heparina 

e EDTA.  Para pacientes hospitalizados, os exames laboratoriais de sangue foram reali-

zados pelos laboratórios de análises clínicas em seus respectivos hospitais.  

Os sangues de participantes controles ou infectados pelo SARS-CoV-2 hospitali-

zados ou não (Tabela 4), foram manuseados53 em uma Instalação de Biossegurança Nível 

2 (NB2), pertencente ao Departamento de Análises Clínicas, Toxicológicas e Bromatoló-

gicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São 

Paulo, Ribeirão Preto, São Paulo, Brasil, (DACTB-FCFRP-USP)54. Os exames laborato-

riais de sangue de participantes saudáveis e pacientes infectados não hospitalizados foram 

realizados pelo Serviço de Análises Clínicas (SAC)55, - DACTB-FCFRP-USP. As amos-

tras de sangue foram utilizadas para medir a função hepática e renal, espectro enzimático 

do miocárdio, quantificar fatores de coagulação, hemácias, hemoglobina, plaquetas e leu-

cócitos totais e diferenciais, utilizando equipamento automatizado.  

 

3.8.Coleta e processamento de aspirado traqueal 

 

Os aspirados traqueais (TA) foram coletados de pacientes hospitalizados e positi-

vos para SARS-CoV-2 nos estágios graves ou críticos da doença (n=28; Cf. CONSORT) 

para avaliar diferentes parâmetros. Amostras controle foram obtidas de pacientes entuba-

dos e hospitalizados, negativos para SARS-CoV-2 (n=14, Cf. CONSORT) conforme cer-

tificado pela reação em cadeia da polimerase (PCR) negativo para SARS-CoV-2, referi-

dos como pacientes Controle Crítico (Tabela 5), que foram entubados devido às seguintes 

condições primárias: pneumonia bacteriana, choque séptico abdominal associado à sín-

drome do desconforto respiratório, atelectasia pulmonar devido a dano ao nervo frênico, 

ou tuberculose pulmonar.  

 
53 Sob supervisão do Prof. Dr. Carlos A. Sorgi.  
54 À época, sob responsabilidade da Prof. Dra. Lúcia Helena Faccioli 
55 Sob responsabilidade de Profa. Dra. Elisa Russo e Prof. Dr. Marcelo Dias-Baruffi 
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O TA foi coletado56 com o auxílio de um cateter de sucção brônquica endotra-

queal de vinila siliconado (Mark Med, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil), em não 

estado de sucção, instilando no paciente de 10-20mL de solução fisiológica 0.9% e a 

recuperando com o auxílio do mesmo cateter em estado de sucção em um sistema Trach 

Care fechado (Bioteque Corporation, Cirurgic Fernandes LTDA, Santana Parnaíba, São 

Paulo, Brasil), em um frasco estéril de polipropileno de 120mL (Biomeg-Biotec Hospital 

Products LTDA, Mairiporã, São Paulo, Brasil) sob condições assépticas. Aproximada-

mente 5-10 mL de fluido traqueal foi recuperado, com rendimento médio de 60% após 

instilação. As amostras de TA foram colocadas em gelo para transporte, e processadas57 

dentro de no máximo 4h, em Laboratório de Biossegurança Nível 3, (NB3)58, do Depar-

tamento de Bioquímica e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - 

FMRP-USP. Os aspirados foram colocados em tubos cônicos de polipropileno de 15 mL 

e receberam ½ em relação ao volume total de cada amostra de solução salina tamponada 

com fosfato (PBS) 0,1M (2:1 v/v). 

Após a centrifugação (700g/10min/4ºC), os sobrenadantes do TA foram recupe-

rados. Para análises lipidômicas e metabolômicas, 250 µL destes sobrenadantes foram 

armazenados imediatamente em metanol (1:1 v/v) e, armazenados a -80°C. Posterior-

mente, o aspirado restante foi diluído em 10 mL de PBS, gentilmente filtrado em filtro de 

100µm (Falcon Cell Strainer, Corning Inc., Corning, Nova York, EUA) para células, 

usando um êmbolo de seringa. O aspirado de filtragem primária foi submetido a mais 

uma etapa de purificação de impurezas, desta vez, utilizando um filtro de 0.20 µm (Mi-

nisart®, Sartorius Stedim Biotech, Otto-Brenner-Straße, Göttingen, Alemanha), acoplado 

a uma seringa. O material resultante foi utilizado para quantificação de citocinas, ACh, 

sCD14 e sCD36.  

O precipitado resultante da centrifugação do TA foi utilizado para outras análises. 

Seus eritrócitos foram lisados usando 1mL de tampão de cloreto de amônio (NH4Cl) 

0,16M durante 5 minutos (min). As células restantes foram lavadas com 10 mL de PBS, 

ressuspendidas em PBS adicionado de 2% de soro fetal de bovino (SBF) inativado por 

calor, e posteriormente contadas com Azul de Trypan usando um contador automático de 

células (Condessa, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Os números de 

 
56 O Aspirado Traqueal foi obtido pela Equipe de Fisioterapia (em plantão), da Irmandade da Santa Casa 
de Misericórdia de Ribeirão Preto com auxílio e supervisão do doutorando Pedro V. da Silva-Neto. 
57 Participaram ativamente deste processo a pós-doutoranda Thais F. C. Fraga-Silva; pelo doutorando Pedro 
V. da Silva-Neto; e com colaboração técnica de Cristiane M. Milanezi. 
58 Sob responsabilidade da Prof. Dra. Vania D. P.  Bonato.  
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leucócitos foram ajustados para 1x109 células/L e feitas contagens diferenciais59, e 1x106 

células/mL foram destinadas para análise por citometria de fluxo60. Todos os procedi-

mentos foram realizados em uma NB3, no Departamento de Bioquímica e Imunologia, 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo. 

Para a contagem de leucócitos diferenciais no TA, 100µL do fluido foram adicio-

nados a um citospin imediatamente após a coleta para evitar qualquer interferência na 

morfologia celular. Após a coloração com Panótico Rápido (LABORCLIN; Laboratory 

Products LTDA, Pinhais, Brasil), a contagem diferencial de leucócitos61 foi realizada 

usando uma média de 200 células empregando microscópio ótico (Zeiss EM109; Carl 

Zeiss AG, Oberkochen, Alemanha) com uma objetiva 100x (sob óleo de imersão), equi-

pada com uma câmera digital Veleta CCD (Olympus Soft Imaging Solutions Gmbh, Ale-

manha). Linfócitos, neutrófilos, eosinófilos e monócitos/macrófagos foram identificados 

e caracterizados morfologicamente, e seus comprimentos e larguras foram medidos 

(100x) com auxílio do software ImageJ (National Institutes of Health, Rockville, MD, 

EUA). Após o citospin, fixação e coloração das células, o risco de contaminação foi eli-

minado, e a contagem diferencial foi realizada em uma instalação de biossegurança co-

mum (NB1), no Laboratório de Inflamação e Imunologia das Parasitoses62 do Departa-

mento de Análises Clínicas, Toxicológicas e Bromatológicas da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo (LIIP–DACTB–FCFRP–

USP). 

 

3.10. Cromatografia líquida de alto desempenho acoplada ao espectrômetro de 

massa (LC-MS/MS)  

A quantificação dos mediadores lipídicos foi realizada por espectrometria de mas-

sas no Centro de Excelência de Quantificação e Identificação de Lipídios - (CEQIL)63, 

do Departamento de Análises Clínicas, Bromatológicas e Toxicológicas da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, estabelecido pela 

FAPESP (EMU-2015/00658-1) e sob coordenação da Profa. Dra. Lúcia Helena Faccioli, 

 
59 Procedimento realizado pelo mestrando Vinícius E. Pimentel.  
60 Procedimento realizado pela pós-doutoranda Thais F. C. Fraga-Silva e pela doutoranda Camila O. S. 
Souza, supervisionadas pela Profa. Dra. Vânia L. D. Bonato e Profa. Dra. Cristina R. B. Cardoso.  
61 Procedimento realizado pelo mestrando Vinícius E. Pimentel.  
62 Coordenado pela Profa. Dra. Lúcia Helena Faccioli. 
63 Procedimentos e análises realizados pela pós-doutoranda Dra. Malena M. Pérez e pela técnica  Dra. Vi-
viani Nardini Takahashi; com auxílio da doutoranda Diana M. Toro; do mestrando Vinícius E. Pimentel; e 
do graduando Nicola T. Neto; sob supervisão do Prof. Dr. Carlos A. Sorgi e Profa. Dra. Lúcia Helena 
Faccioli. (Ibid. 3.10.3). 
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usando o Espectrômetro de Massa TripleTOF5600+ (SCIEx-Foster, CA, EUA), segundo 

o método descrito por Sorgi, et al. (2018).  

 

3.10.1. Reagentes  

Eicosanoides, ácidos graxos livres (AA, EPA e DHA) e metabólitos como padrões 

de peso molecular (MWS) e padrões internos deuterados foram adquiridos da Cayman 

Chemical Co. (Ann Arbor, MI, EUA). Acetonitrila de grau HPLC (ACN), metanol 

(MeOH) e isopropanol foram comprados da Merck (Kenilworth, NJ, EUA). A água desi-

onizada ultrapura (H2O) foi obtida utilizando um sistema de purificação de água Milli-Q 

(Merck-Millipore, Kenilworth, NJ, EUA). Ácido acético (CH3COOOH) e hidróxido de 

amônio (NH4OH) foram obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA) [254]. 

 

3.10.2. Preparação e extração das amostras 

As amostras de plasma (250μL) e TA (250μL) em tubos contendo EDTA (Vacu-

tainer® EDTA K2; BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, EUA) foram armazenadas em 

MeOH (1:1, v/v) a -80°C. Três volumes adicionais de MeOH absoluto gelado foram adi-

cionados a cada amostra overnight a -20°C para desnaturação da proteína e após a extra-

ção da fase sólida lipídica (SPE). A cada amostra, foi adicionado 10μL de solução padrão 

interno (IS), centrifugada a 800g/10min/4°C. Os sobrenadantes resultantes foram coleta-

dos e diluídos com água deionizada (água ultrapura; Merck-Millipore, Kenilworth, NJ, 

EUA) para obter uma concentração MeOH de 10% (v/v). Nas extrações de SPE, foi utili-

zada uma coluna Hypersep C18-500mg (3mL) (Thermo Scientific-Bellefonte, PA, EUA) 

equipada com um coletor de extração (Waters-Milford, MA, EUA). As amostras diluídas 

foram carregadas na coluna pré-equilibrada e lavadas usando 2mL de MeOH e H2O con-

tendo 0,1% de ácido acético, respectivamente. Em seguida, os cartuchos foram enxagua-

dos com 4mL de H2O contendo 0,1% de ácido acético para remover as impurezas hidro-

fílicas. Os lipídios que haviam sido absorvidos no solvente de SPE foram diluídos com 

1mL de MeOH contendo 0,1% de ácido acético. O solvente eluato foi removido em vácuo 

(Concentrator Plus, Eppendorf, Alemanha) à temperatura ambiente e reconstituído em 

50μL de MeOH/H2O (7:3, v/v) para análise LC-MS/MS [254].  

 

 

3.10.3. Análise de lipídios por LC-MS/MS e processamento de dados   
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A cromatografia líquida foi realizada utilizando uma coluna Ascentis Express C18 

(Supelco, St. Louis, MO, EUA) com 100x4,6mm e um tamanho de partícula de 2,7μm 

em um sistema de cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC) (Nexera X2; Shi-

madzu, Kyoto, Japão). Em seguida, 20μL de amostra extraída foi injetada na coluna de 

HPLC. A eluição foi realizada sob um sistema de gradiente binário composto pela Fase 

A, composta de H2O, ACN e ácido acético (69,98:30:0,02, v/v/v), em pH 5,8 (ajustado 

com NH4OH), e a Fase B, composta de ACN e isopropanol (70:30, v/v). A eluição gradual 

foi realizada durante 25 min, a uma vazão de 0,5 mL/min. As condições de gradiente 

foram as seguintes: 0 a 2 min, 0% B; 2 a 5 min, 15% B; 5 a 8 min, 20% B; 8 a 11 min, 

35% B; 11 a 15 min, 70% B; e 15 a 19 min, 100% B. Aos 19 min, o gradiente voltou à 

condição inicial de 0% B, e a coluna foi reequilibrada até 25 min. Durante a análise, as 

amostras da coluna foram mantidas a 25 °C e 4 °C no auto amplificador. O sistema HPLC 

foi conectado diretamente a um espectrômetro de massa TripleTOF 5600+ (SCIEX-Fos-

ter, CA, EUA). Uma fonte de ionização de eletroospray (ESI) em modo de íon negativo 

foi usada para a varredura de alta resolução de monitoramento de múltiplas reações 

(MRMHR). Uma sonda de ionização química de pressão atmosférica (APCI) foi usada 

para calibrações externas do sistema de entrega calibrado (CDS). A calibração automática 

da massa (<2ppm) foi realizada periodicamente após cada uma das cinco injeções de 

amostra usando a Solução de Calibração Negativa APCI (Sciex-Foster, CA, EUA) inje-

tada via infusão direta a uma taxa de fluxo de 300μL/min. Os parâmetros instrumentais 

adicionais foram os seguintes: gás nebulizador (GS1), 50psi; gás turbo (GS2), 50psi; gás 

cortina (CUR), 25psi; tensão de eletropray (ISVF), -4,0kV; temperatura da fonte de pul-

verização de íons turbo, 550°C. O tempo de permanência foi de 10ms, e uma resolução 

de massa de 35.000 foi alcançada a uma relação massa/carga (m/z) de 400. A aquisição 

de dados foi realizada utilizando o software AnalystTM (SCIEX- Foster, CA, EUA). A 

identificação qualitativa das espécies lipídicas foi realizada utilizando o PeakViewTM 

(SCIEX-Foster, CA, EUA). MultiQuantTM (SCIEX-Foster, CA, EUA) foi utilizado para 

a análise quantitativa, o que permite a normalização das intensidades de pico dos íons 

moleculares individuais utilizando um padrão interno para cada classe de lipídios. A 

quantificação de cada composto foi realizada utilizando padrões internos e curvas de ca-

libração, e as transições de massa específicas de cada lipídio foram determinadas de 
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acordo com método previamente publicado [254]. A concentração final de lipídios foi 

normalizada pelo volume inicial de plasma ou TA (ng.mL-1)64. 

 

3.10.4. Análise de metabolômica 

Os metabólitos foram extraídos e as amostras foram transferidas para frascos auto 

amplificadores para análise LC-MS usando o Espectrômetro de Massa TripleTOF5600+ 

(Sciex-Foster, CA, EUA) acoplado a um sistema de cromatografia líquida de ultra-high-

performance (UHPLC) (Nexera X2; Shimadzu, Kyoto, Japão). A cromatografia em fase 

reversa foi realizada de forma semelhante às análises lipídicas acima. Os dados espectrais 

de massa foram adquiridos, conforme descrito anteriormente [255]–[257], com ionização 

negativa de eletroospray, e a varredura completa da relação m/z variou de 100 a 1500. O 

software ProteoWizard [258] foi usado para converter os arquivos wiff em arquivos mz 

XML. Picos de pico, filtragem de ruído, tempo de retenção, alinhamento m/z e quantifi-

cação de características foram quantificados usando o apLCMS [259]. Três parâmetros 

foram usados para definir um recurso metabólico: relação m/z, tempo de retenção (min), 

e valores de intensidade. Os dados foram transformados em Log2 e apenas características 

detectadas em pelo menos 50% das amostras de um grupo foram utilizadas em análises 

posteriores. Os valores em falta foram imputados usando a metade da média da caracte-

rística em todas as amostras. O software Mummichog (versão 2) foi usado para análise 

de enriquecimento metabólico (com precisão de massa abaixo de 10ppm) [260]65 .  

 

3.11. Determinação das concentrações de acetilcolina (ACh) 

 

A ACh foi mensurada em plasma e em TA usando um kit de imunofluorescência 

disponível comercialmente 66 (ab65345; Abcam, Cambridge, Reino Unido), de acordo 

com as instruções do fabricante. Resumidamente, a ACh foi convertida em colina pela 

adição da enzima acetilcolinesterase à reação, que permite determinar os níveis de colina 

total e livre. A quantidade de ACh presente nas amostras foi calculada pela subtração da 

colina livre da colina total. Os produtos formados no ensaio reagem com a sonda de colina 

presente nos reagentes, permitindo assim, serem quantificadas por fluorescência. Os com-

primentos de onda de excitação e emissão foram de 535 e 587nm, respectivamente 

 
64 Cf. Ibid. item 3.10.  
65 Análises realizadas pelo Prof. Dr. Luiz Gustavo Gardinassi.  
66 Procedimentos realizados pela pós-doutoranda Malena M. Pérez; e pelo mestrando Vinícius E. Pimentel.  
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(Paradigm Plate Reader; SpectraMax, San Diego, CA, EUA). A concentração de ACh foi 

analisada utilizando o software SoftMax® (SpectraMax, Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, EUA), e expressa como pmol mL-1. 

 

3.12. Determinação dos níveis de CD14 e CD36 solúveis (sCD14 e sCD36) 

 

As amostras de plasma e de TA foram colocadas em placas de 96 poços. A con-

centração de sCD14 e sCD36 foi determinada usando um kit comercial de ELISA 67 

(DY383 e DY1955-05, respectivamente; R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), se-

guindo as instruções do fabricante e sua absorbância determinada em 450nm (Paradigm 

Plate Reader; SpectraMax, San Diego, CA, EUA). As amostras que excederam o limite 

de quantificação foram devidamente diluídas e após corrigidas pelo fator de diluição. Os 

resultados foram expressos em pg.mL-1. 

 

3.13. Citometria de fluxo 

Amostras de sangue com anticoagulante (Vacutainer® EDTA K2; BD Bioscien-

ces), foram processadas para análise de citometria de fluxo de leucócitos circulantes. O 

sangue total (1mL) foi separado e as hemácias foram lisados usando tampão de lise ACK. 

Os leucócitos foram lavados em PBS contendo 5% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco™, 

EUA), centrifugados e ressuspensos na solução salina balanceada de Hank (Sigma-Al-

drich, Merck, Darmstadt, Alemanha) contendo 5% de FBS, seguido de coloração de an-

tígeno de superfície. Da mesma forma, as células obtidas do TA foram processadas para 

ensaios de citometria de fluxo. As células foram coradas com Fixable Viability Stain  

(1:1000) (BD Biosciences) e incubadas com anticorpos monoclonais CD14 (1:100) 

(M5E2; Biolegend), HLA-DR (1:100) (G46-6; BD Biosciences), CD16 (1:100) (3G8; 

Biolegend), e CD36 (1:100) (CB38, BD Biosciences) por 30min a 4°C. Após a incubação 

as células foram lavadas, centrifugadas e fixadas com BD Cytofix™ Fixation Buffer 

(554655; BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). A aquisição68 de dados foi realizada 

em citômetro de fluxo LSR-Fortessa™ (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e o 

 
67 Procedimentos realizados pela pós-doutoranda Malena M. Pérez; pelos doutorandos Pedro V. da Silva-
Neto e Diana M. Toro; pelo mestrando Vinícius E. Pimentel; pelo graduando Jonatan C. S. de Carvalho e 
Nicola T. Neto, sob supervisão do Prof. Dr. Carlos A. Sorgi e Profa. Dra. Lúcia Helena Faccioli; com 
colaboração técnica de Caroline Fontanari.  
68 Procedimento realizado na Central Multiusuário de Citometria de Fluxo do Departamento de Análises 
Clínicas, Toxicológicas e Bromatológicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto da 
Universidade de São Paulo, sob supervisão da Técnica Fabiana Rossetto de Morais; 
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software FACS-Diva (versão 8.0.1) (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA). Foram 

adquiridos 300.000 eventos por amostra. Os dados foram analisados através do software 

FlowJo® (versão 10.7.0) (Tree Star, Ashland, OR, EUA) para calcular a frequência celu-

lar, e a redução da dimensionalidade celular foi representada através da distribuição de 

similarieradade através de gráficos t-distributed stochastic neighbour embedding (t-

SNE)69. A estratégia de gate está ilustrada na Figura 2A e Figura 3A  

 

3.14. Controle interno de qualidade  

Adotamos uma amostra para controle interno (CI) de qualidade e validação dos 

ensaios. Um CI foi adotado para os analitos sCD14, sCD36 e ACh. Uma série de 10 do-

sagens foram realizadas em 2 eventos independentes, com cerca de 7 a 15 dias de dife-

rença entre eles, a fim de determinar a linha média e seus desvios padrões. Os dados foram 

plotados em Excel (Microsoft Corporation, Albuquerque, Novo México, EUA), e um grá-

fico de Levey-Jennings gerado. A interpretação do CI se deu pelas Múltiplas Regras de 

Westgard. Após a avaliação, o experimento era ou não validado, e, caso necessário, repe-

tido70.  

As Múltiplas Regras de Westgard são usadas na interpretação de resultados no 

sistema de Controle Interno de Qualidade, fazendo combinação de critérios de decisão, 

objetivando compreender comportamentos inadequados em análises analíticas. Já o grá-

fico Levey-Jennings controla os resultados analíticos em função do tempo ou número.  

Nesse sentido, Brandelero e Tessari (2022) avaliaram a confiabilidade e eficácia de mé-

todos de controle interno de qualidade em análises laboratoriais. Os autores destacaram 

que os gráficos de Levey-Jennings e as regras múltiplas de Westgard para interpretação 

são métodos utilizados a nível mundial, sendo que, o segundo possibilita que os resultados 

de controle interno sejam inseridos e confrontados com os Limites Aceitáveis de Erro. 

Além disso, foi apontado no estudo que essas técnicas se apresentam mais estáveis e con-

fiáveis nos resultados dos estudos laboratoriais. 

No artigo de Vieira et al. (2011) essas informações foram corroboradas, os autores 

citaram que esses métodos são usados há mais de 3 décadas para controle de qualidade 

interno, permitindo a análise do erro aleatório de uma análise. 

 
69 Procedimentos feitos pela pós-doutoranda Thais F. C. Fraga-Silva; pelos doutorandos Camila O. S. Souza 
e Pedro V. da Silva-Neto; e pelo mestrando Vinícius E. Pimentel; sob supervisão da Profa. Dra. Lúcia 
Helena Faccioli, Profa. Dra. Cristina R. B. Cardoso e Profa. Dra. Vânia L. D. Bonato.  
70 Procedimento realizado pelo mestrando Vinícius E. Pimentel.  
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3.15. Análises estatísticas 

Para a análise estatística71 foram utilizados testes bicaudais, com um valor de sig-

nificância de p <0,05 e um intervalo de confiança de 95%. A distribuição gaussiana dos 

dados foram avaliadas usando o teste Kolmogorov-Smirnov. Os dados paramétricos fo-

ram analisados usando testes t não pareados (para dois grupos) ou ANOVA unidirecional 

seguidos pelos testes de comparação múltipla de Tukey para três ou mais grupos simul-

taneamente. Para os dados que não apresentaram uma distribuição gaussiana, foram uti-

lizados os testes Mann-Whitney (para comparações de dois grupos) ou Kruskal-Wallis, 

seguido pelo pós-teste de Dunn’s para análise entre três ou mais grupos. Os dados da rede 

de citocinas em pacientes com COVID-19 foram analisados usando correlações signifi-

cativas da Spearman na p<0,05.  

Dias, Martins e Costa (2018) avaliaram métodos de controle interno da qualidade 

em análises laboratoriais. Os autores analisaram a dupla leitura através da estatística de 

Kappa, tabela de Rümke e teste T de Student, teste de tipagem sanguínea e fator Rh, com 

isso revelaram que os métodos alternativos tiveram alto índice de confiabilidade, com 

possibilidade de serem usados em análises laboratoriais como auxílio na qualidade do 

processo analítico. Lopes, Branco e Soares (2013) destacam a importância do teste Kol-

mogorov-Smirnov para hipótese de Normalidade para o conjunto de dados dos ensaios.  

Algumas das possíveis variáveis de confusão associadas ao COVID-19 (idade, 

sexo, obesidade, hipertensão e diabetes mellitus) foram analisadas por seus potenciais 

impactos nos principais procedimentos analíticos deste estudo, tais como as medidas 

ACh, AA, 5-HETE, e 11-HETE das amostras de plasma (pacientes saudáveis, assintomá-

ticos a leves, moderados, graves e críticos) e TA (pacientes críticos e controles críticos). 

Esta análise foi realizada utilizando os testes Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, Spearman's 

correlation, ou Chi-square (χ2).  

 

 

 

 
71 Procedimentos realizados pelo pós-doutorando Carlos. A. Fuzo, Thais F. C. Fraga-Silva; pelos douto-
randos Pedro V. da Silva-Neto, Diana M. Toro e Camila O. S. Souza; pelo mestrando Vinícius E. Pimen-
tel; e pelos Prof. Dr. Luiz Gustavo Gardinassi e Profa. Dra. Sandra R. C. Maruyama. 
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RESULTADOS 
 

“Não se opor ao erro é aprová-lo, não defender a 
verdade é negá-la. Quem diz verdades perde amiza-
des. Assim, a humildade é o primeiro degrau para a 
sabedoria." 

(Tommaso d'Aquino)
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4.1.Coorte 

 

Este estudo elegeu 423 voluntários, por livre demanda, entre 13 e 96 anos entre 

junho e novembro de 2020. De todos os elegíveis, apenas 368 voluntários foram admiti-

dos no estudo. A mediana de idade dos participantes foi de 49 anos e a moda foi de 38 

anos. A média (± DP) da idade de nossa coorte foi de 51 ± 16 anos (Cf. Metodologia – 

Item 3.2). O CONSORT demostra o fluxo do delineamento experimental.  
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CONSORT 2010 Flow Diagram 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Elegíveis (n=423) 

Exclusão (n=55) 
♦   Fora dos critérios de inclusão (n=24) 
♦   Declinou da participação (n=2) 
♦   Informações incompletas (n=23) 
♦   Outras razões (n=6) 

Por randomização (n=278) 

I. Citometria de Fluxo (n=86); 
II. Espectrometria de massas (n=18); 
III. Dosagem de ACh (n=230); 
IV. Dosagem de sCD14 (n=230); 
V. Dosagem de sCD36 (n=230); 
VI. Outras análises laboratoriais (n=250); 
VII. Análises do Aspirado Traqueal (n=28). 
 

Pacientes de acompanhamento (n=52) 
 
Pacientes não seriados (n=198) 
(não comunicação de óbito, alta, transferên-
cias e escassez de amostras) 
 

SARS-CoV-2 Positivo (n=250) 
Alocados conforme gravidade: 

♦Leve (n=59) 
♦Moderato (n=67) 
♦Grave (n=72) 
♦Crítico (n=52) 
 

Paciente/voluntário não seriado 
(n=118) 

(desenho experimental previa apenas 
1 coleta) 

SARS-CoV-2 Negativo (n=118) 
 

♦ Controle (n=104) 
♦Controle Crítico (n=14) 

                Por randomização (n=118) 

I. Citometria de Fluxo (n=12); 
II. Espectrometria de massas (n=52); 
III. Dosagem de ACh (n=104); 
IV. Dosagem de sCD14 (n=104); 
V. Dosagem de sCD36 (n=104); 
VI. Outras análises laboratoriais (n=91); 
VII. Análises do Aspirado Traqueal (n=14). 
 

Alocação 

Análises 

Acompanhamento 

Participantes (n=368) 

Recrutamento de livre 
demanda 
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Tabela 4: Dados de pacientes e participantes saudáveis com amostras de sangue utilizadas neste estudo 

Variáveis Controle 
n = 104 

Todos os 
 pacientes 

n = 250 

Gravidade COVID-19 
p-valor Leve 

n = 59 
Moderado 

n = 67 
Grave 
n = 72 

Crítico 
n = 52 

Características demográficas       
Idade, mediana ± DP, (IQR) 35±15.4(22-80) 55±18.7(16-96) 38.5±13.1(20-83) 48±18.4(16-92) 64±16.3(30-96) 63±16.6(20-86) a <0.0001 

IMC (kg/m2) 26.5±5.2(15.4-43.25) 28.4±6.8(17.3-
65.7) 

27.1±5.5(17.3-43.8) 28.6±5.5(17.4-42.1) 28.2±8.0(20.2-
65.7) 

29.4±7.0(21.7-50.3) a 0.0384 

Gênero, No. (%)        
Homem 19 (41.3) 109 (55.9) 14 (38.9) 30 (60) 32 (59.2) 33 (60) - Mulher 27 (58.7) 86(44.1) 22 (61.1) 20 (40) 22 (40.7) 22 (40) 
Comorbidades ou doenças coexistentes, No.  (%)      
Hipertensão 5 (10.9) 90(46.1) 5 (13.9) 16 (32) 37 (67.3) 32 (58.2) a<0.0001 
Dislipidemia 9 (19.6) 27 (13.8) 7 (19.4) 10 (20) 6 (11.1) 4 (7.3) 0.3584 
Diabetes mellitus 1 (2.2) 59 (30.2) 2 (5.5) 14 (28) 25 (46.3) 18 (32.7) a<0.0001 
Obesidade 5 (10.9) 70 (35.9) 4 (11.1) 21 (42) 22 (40.7) 23 (41.8) a0.0007 
Doenças respiratórias 1 (2.2) 29 (14.9) 10 (27.8) 10 (20) 2 (3.7) 7 (12.7) a0.0224 
Dados de hospitalização, No.        

Mediana (IQR) - 10 (1-36) 10 (1-36) 8 (1-36) 9 (1-22) 14 (3-34) - 

Suporte respiratório demandado (%)        

Cateter nasal de baixo fluxo - 63 (32.3) 1 (2.7) 20 (40) 40 (74) 2 (3.6) - 

Máscara de alto fluxo - 20 (10.2) - - 14 (25.9) 6 (10.9) - 

Ventilação mecânica invasiva - 46 (23.5) - - - 46 (83.6) - 

Sat.O2, mediana ± DP (IQR) 99±2.2 (90-99) 94±8.4 (54-100) 97.5±1.7 (94-99) 96±4.2 (80-100) 91±8.4 (54-99) 91±10 (60-99) a<0.0001 

Medicação No.  (%)        

Glicocorticoide - 112 (57.4) 2 (5.5) 17 (34) 47 (87) 46 (83.6) - 
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Tabela 5 - Dados de pacientes COVID-19(+) e controles críticos das amostras de 
aspirado traqueal utilizada neste estudo 

 

Variáveis Controle Crítico 
N= 13 

COVID-19 
N= 28 P Value 

Características demográficas    

Idade, mediana ± DP, (IQR) 
61±51.8 
(20-82) 

63±16.5 
(25-85) 

a0.7527 

IMC (kg/m2) 24.4±6.5 
(20-44) 

29.3±6.9 
(21-47) 

a0.0668 
 

Gênero, No. (%)    
Homem 4 (30.8) 21 (55.2) - Mulher 9 (69.2)  17 (44.7) 
Comorbidades ou doenças coexistentes, No. (%)  
Hipertensão 3 (23.0) 24(63.1 0.0225 
Dislipidemia - 1 (2.6) - 
Diabetes mellitus 2 (15.4) 13 (34.2) 0.2965 
Obesidade 3 (23) 15 (39.5) 0.3359 
Doenças neurológicas 2 (15.4) 4 (10.5) 0.6377 
Doenças respiratórias 1 (7.7) 4 (10.5) >0.1 
Sintomas persistentes, No.  (%) 
Dispneia 4 (30.7) 26 (68.4) 0.0243 
Febre 1 (7.6) 16 (42.1) 0.0384 
Mialgia 1 (7.6) 16 (42.1) 0.0384 
Diarreia - 7 (18.4) - 
Tosse - 26 (68.4) - 
Anosmia - 5 (13.1) - 
Disgeusia - 3 (7.9) - 
Dor de cabeça 1 (7.7) 5 (13.1) >0.1 
Achados laboratoriais, mediana ± DP, (IQR)  

Eritrócitos (109.L-1) 2.7±0.69 
(1.6-4.3) 

3.7±0.77 
(2.0-5.3) 0.0005 

Hemoglobina (g.dL-1) 
8.1±2.28 
(4.6-13.7) 

10.5±2.15 
(6.5-16.2) 0.0012 

Leucócitos (109.L-1) 12.3±15.22 
(9.4-62.4) 

14.1±17.26 
(4.6-112.0) 

0.9695 

Neutrófilos (109.L-1) 8.7±10.88 
(5.9-45.55) 

12.51±5.63 
(3.2-26.1) 0.9791 

Linfócitos (109.L-1) 1.078±1.0 
(282-4.428) 

890±1.2 
(360-7.600) 0.4209 

 Corte. Continuação na próxima página. 
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Continuação 

NLR 5.7 ±21.44 
(1.5-73.0) 

6.8±9.2 
(0.1-43.5) 0.8442 

Monócitos (109.L-1) 0.66±0.53 
(0.28-1.85) 

0.53±0.50 
(0.0-2.63) 0.2509 

Plaquetas (109.L-1) 
361±157.6 
(71-553) 

228±85.05  
(50-414) 0.0815 

Glicemia (mg.dL-1) 154±84.3 
(10-376) 

147±70.9 
 (76-330) 

0.8200 

TTPa (s) 25.4±6.6 
(22.6-46) 

23.9±11 
 (11.2-64.1) 0.2206 

TP (s) 13.6±1.5 
 (11.5-17.1) 

13.5±1.5 
 (11.5-18.1) 0.9908 

INR 1.2±0.2 
(1.0-1.5) 

1.1±0.3 
 (1.0-2.4) 0.9231 

Suporte hospitalar, No.  (%)    

Enfermaria 1 (7.7) - - 
Unidade de terapia intensiva (UTI) 12 (92.3) 28 (100) - 
Dados de hospitalização, No.    

Dias de hospitalização, mediana (IQR) 
21.5±11.4  

(6-43) 
14±7.2 
 (3-34) - 

Suporte respiratório demandado, No (%)   

Cateter nasal de baixo fluxo - - - 
Máscara de alto fluxo - - - 
Ventilação mecânica invasiva 13 (100) 28 (100) - 

Sat.O2, mediana ± DP (IQR) 
94±6.3 
(78-99) 

91±11 
(60-99) 0.0212 

Desfecho, No (%)    

Alta 9 (69.2) 6 (15.8) - 

Óbito 4 (30.8) 32 (84.2) - 

Medicações, No.  (%)    

Glicocorticoide 3 (23) 28 (100) - 
Azitromicina 2 (15.4) 26 (68.4) - 
Ceftriaxona 5 (38.4) 16 (42.1) - 
Oseltamivir 2 (15.4) 13 (34.2) - 
Cloroquina/Hidroxicloroquina 1 (7.7) 9 (23.7) - 
Anticoagulantes 1 (7.7) 10 (26.3) - 
Ivermectina - - - 
Doença de base, No.  (%)    
Aneurisma cerebral 2 (15.3) - - 
Câncer cerebral  1 (7.7) - - 
Pancreatite 1(7.7) - - 
Nefropatias 1(7.7) - - 
DPOC 1(7.7) - - 
Outras 7 (53.8) - - 
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4.2.O número de células HLA-DR+ e a expressão dos seus receptores CD14 e CD36 
de membrana diminuem no sangue circulante de participantes infectados por 
SARS-CoV-2 

 Realizamos uma citometria de fluxo com estratégia ilustrada na Figura 7A. Ob-

servamos um diminuição no total de monócitos (HLA-DR+) nos grupos COVID-19, 

quando comparados com Controles. Quando dicotomizados, onde temos os grupos Mo-

derado, Grave e Crítico com as menores contagens celulares quando comprados aos gru-

pos Controle e Leve (Figura 7B), ocorrendo o mesmo com CD14 e CD36 (Figura 7C-

D).  

Figura 7: A expressão dos receptores CD14 e CD36 variam nas diversas subpopulações de monócitos 
periféricos de pacientes infectados por SARS-CoV-2. O sangue periférico de pacientes com COVID-19 
(n=86) ou controles (n=12) foram coletados e processados para a citometria de fluxo. (A) Gráfico repre-
sentativo da estratégia de gating, representando as populações celulares quanto: [I] ao tamanho celular 
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(FSC-H/FSC-A); [II] a complexidade celular e viabilidade (SSC-A/FVS-620); [III] complexidade em fun-
ção do tamanho celular associado a expressão de CD14+ (SSC-A/FSC-A CD14+); [IV] ou expressão de 
HLA-DR+ e CD14+. Foram selecionando monócitos CD14+ que foram subdivididos nos perfis: clássico 
(CD14high CD16-), intermediário (CD14+ CD16+), e não clássico (CD14low CD16+) [V]. Nestes mesmos 
gates [V] foram considerados os valores de intensidade de fluorescência média dos monócitos CD14+ 
CD36+ [VI]. (B-D) Mapeamento de cores t-SNE, demostrando visualmente a dispersão das populações, e 
suas respectivas representações gráficas em boxplot, à direita, mostrando a intensidade média de fluores-
cência (MFI) da expressão de: (A) HLA-DR; (B) CD14; e (C) CD36, nos monócitos circulantes. (B-D) 
Dicotomização: Controle (SARS-CoV-2 negativo, n=12); e pacientes com COVID-19 (n=86), subdivididos 
conforme o estágio da doença, em Leve (n=16); Moderada (n=15); Grave (n=35); e Crítica (n=20). A linha 
central representa a mediana e o primeiro quartil (Q2), abaixo de Q2, está representado o primeiro quartil 
e acima de Q2 o terceiro quartil. As linhas verticais representam os valores mínimos e máximos. Os dados 
são expressos pela mediana ± IC95% (linha horizontal e linha vertical vermelha, respectivamente). As di-
ferenças entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney para dois grupos, ou Kruskal-Wallis para 
três ou mais grupos, seguido por pós-teste de Múltiplas Comparações de Dunn. Os valores de p específicos 
são exibidos em cada figura. As diferenças foram consideradas significativas em p < 0,05 
 

Assim, um painel com a expressão destes receptores em pacientes com COVID-

19 foi estabelecido em nossa coorte: monocitose e redução das expressões membranares 

de CD14 e CD36. Baseados nestes achados sistêmicos, nos perguntamos se o mesmo 

fenômeno estava ocorrendo no órgão alvo, o pulmão. 

 

4.3.Os níveis de CD14 e CD36 membranares diminuem em monócitos de aspirado 
traqueal de pacientes críticos com COVID-19 mas não em outras doenças 

 

Para determinar se o mesmo perfil obervado na circulação sistêmica estava 

ocorrendo no órgão alvo, neste caso, o pulmão, decidimos analisar as células do aspirado 

traqueal de pacientes que estavam sobre suporte ventilatório mecânico invasivo. 

Estabelecemos como Controle nesta análise, um grupo de pacientes, doravante 

denominados Controle Crítico, que estavam com resultado negativo para SARS-CoV-2 e 

internados em UTI comum, sem contato com pacientes com COVID-19. O aspirado 

traqueal foi então submetido a citometria de fluxo com estratégia ilustrada na Figura 8A. 

Curiosamente observamos o mesmo pefil repetindo-se, baixa contagem de 

monócitos (Figura 8B), e baixa expressão de CD14 (Figura 8C), e CD36 (Figura 8D) 

membranares. Este achado sugere que a COVID-19 é capaz de influciar, de forma 

exclusiva, os níveis de CD14 e CD36, diferenciando de outras patologias de base 

apresentadas pelos pacientes Controle Crítico. 

 Por si só, estes achados demonstram que CD14 e CD36 podem ser melhores 

estudados como biomarcadores para a COVID-19 e adotados como alvos terapeuticos, 

pois quando justapostos, sugerem uma distinção significativa entre COVID-19 e outras 
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patologias. Logo, decidimos explorar ainda mais as populações de monócitos dos 

pacientes de nossa coorte.  

 
Figura 8: Os níveis de CD14 e CD36 membranares diminuem em monócitos de aspirado traqueal de 
pacientes críticos com COVID-19, mas não em outras doenças. Aspirado traqueal de pacientes (n=21), 
foram coletados e utilizado para a citometria de fluxo (A) Gráfico representativo da estratégia de gating, 
representando a população celular para: [I] tamanho celular (FSC-H/FSC-A); [II] complexidade celular e 
viabilidade (SSC-A/FVS-620); [III] e tamanho e granulosidade  associado a expressão positiva de CD14 
(SSC-A/FSC-A CD14); [IV] expressão de HLA-DR+ e CD14+; selecionando monócitos CD14+ e 
consecutivamente subdivididos em perfis clássicos (CD14high CD16-), intermediários (CD14+ CD16+), e 
não clássicos (CD14low CD16+) [V]; Nestes mesmos gates [V] foram considerados os valores de intensidade 
media de fluorescência de monócitos CD14+ CD36+ [VI]. (B-D) Mapeamento de cores t-SNE, demostrando 
visualmente a dispersão das populações, e suas respectivas representações gráficas em boxplot, à direita, 
mostrando a intensidade média de fluorescência (MFI) da expressão de: (B) HLA-DR; (C) CD14; (D) e 
CD36, nos monócitos circulantes. (B-D) Dicotomização: Controle Crítico (SARS-CoV-2 negativo, n=11); 
e Crítico (SARS-CoV-2 positivo, n=10), ambos internados em UTI e sob suporte ventilatório invasivo 
(IOT). A linha central representa a mediana e o primeiro quartil (Q2), abaixo de Q2, está representado o 
primeiro quartil e acima de Q2 o terceiro quartil. As linhas verticais representam os valores mínimos e 
máximos. As diferenças entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney. Os valores de p específicos 
são exibidos em cada figura. As diferenças foram consideradas significativas em p < 0,05. 

 

4.4.Os monócitos periféricos de pacientes expressam de forma inversamente 
proporcional receptores CD14 e CD36 

 



RESULTADOS  |  87 
 

 

Para estudarmos os fenótipos das subpopulações de monócitos, utilizamos a 

estratégia de gate previamente apresentada (Figura 8A). Hipotetizamos que as 

subpopulações de monócitos CD14+HLA-DR+ (Figura 9A), já amplamente descritas, 

estariam influenciando no quadro de gravidade da COVID-19. Os monócitos CD14+ 

então foram subdivididos em: monocitos clássicos (CD14highCD16-), que podem ser 

melhores caracterizados pela alta expressão de receptores CCR2, baixa expressão de 

CX3CR1 e produzem IL-10, alem de possuirem função fagocítica, demonimados 

monocitos inflamatórios; monocitos intermediários (CD14+CD16+), que expressam 

receptores CD36, CD64 e CD32 (são receptores para Fc), tem atividade fagocítica e 

inflamatória, responsáveis pela produção de TNF e IL-1β, além da liberação de espécies 

reativas de oxigênio e óxido nítrico; e monocitos não-clássicos; (CD14lowCD16+), 

caracterizados pela baixa  capacidade fagocítica, baixos nivies de TNF e IL-1β, sua 

função não está bem esclarecida, mas aparentemente adquirem características 

inflamatórias sob ativação, assim como são apresentadores de antígeno, entretanto sabe-

se que expandem-se muito no sangue de pacientes com sepse.  

Obersavmos então a diminuição dos monócitos totais nos pacientes com COVID-

19 Não-hospitalizados versus Hospitalizados versus Controle, e quando dicotomizados 

confome a gravidade da doença, ocorre uma diminuição da população de monócitos entre 

Controle versus Leve, Moderados, Graves e Críticos (Figura 9B).  

Os monócitos clássicos (Figura 9C), não apresentaram diferenças significativas 

entre os grupos. Enquanto que, os monócitos intermediários (Figura 9D), estão elevados 

no grupo controle e diminuidos em todos os grupos com COVID-19, independetemente 

do grupo. Estes monócitos possuem caráter altamente inflamatório. O mesmo fenótipo 

que ocorre com os monócitos clássicos, ocorre também com os não clássicos, portanto, 

não há diferença entre os grupos (Figura 9E).  

A partir dos monócitos CD14+ estratificamos a população de monócitos CD16+ 

(Figura 9A). Observamos uma dimuição nos monócitos Clássicos conforme a gravidade 

da doença (Figura 9F); Apenas uma diferença entre os Hospitalizados e Não-

hospitalizados e entre Leves e Críticos nos Intermediários (Figura 9G); Nos Não-

clássicos fica evidente o aumento entre todos os grupos quando comparados ao Controle 

(Figura 9H). 

Tomados em conjunto, nossos achados sugerem que a monocitose associada a 

diminuição da expressão de monócitos intermediários em conjunto com baixos níveis de 

CD14 membranar no sangue e no aspirado traqueal, contribuem para o agravamento da 
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COVID-19. Somado a isto, a alta expressão de CD36 mebranar no sangue e no aspirado 

traqueal, associado com as altas contagens monócitos não clássicos, sugerem também, 

um agravamento do quadro da doença.  

Então, pesquisamos se, o observado na estratificação dos monócitos em sangue 

total, também ocorria no microsistema pulmonar, e não somente sistemicamente.  

 
Figura 9: Os monócitos periféricos de pacientes expressam de forma inversamente proporcional re-
ceptores CD14 e CD36 conforme a gravidade da doença. O sangue periférico de pacientes com COVID-
19 ou participantes controles (Controle, SARS-CoV-2 negativo), foram coletados e processados para a ci-
tometria de fluxo. (A) Caracterização de subpopulações de monócitos por citometria de fluxo seguida por 
análise de t-SNE, demostrando visualmente a dispersão das populações e diagrama ilustrativo da subdivisão 
das populações celulares e dos perfis de monócitos. (B-H) Dicotomizados em Controle (SARS-CoV-2 ne-
gativo, n=12); Não-hospitalizados (SARS-CoV-2 positivo, n=16); e Hospitalizados (SARS-CoV-2 posi-
tivo, n=70), estes, ainda, subdivididos conforme a gravidade da doença em Leve (n=16); Moderado (n=15); 
Grave (n=35); e Crítico (n=20). (B-E) Frequência, em porcentagem, de monócitos: (B) monócitos totais 
(CD14+HLA-DR+); (C) clássicos (CD14highCD16-); (D) intermediários (CD14+CD16+); e (E) não clássicos 
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(CD14lowCD16+). (F-H) Valores de MFI de monócitos CD36+ na população CD14+HLA-DR+ em: (F) mo-
nócitos clássicos; (G) intermediários; e (H) não clássicos. Os dados são expressos por boxplot. A linha 
central representa a mediana e o primeiro quartil (Q2), abaixo de Q2, está representado o primeiro quartil 
e acima de Q2, o terceiro quartil. As linhas verticais representam os valores mínimos e máximos. As dife-
renças entre grupos foram calculadas usando Kruskal-Wallis para três ou mais grupos, seguido por pós-
teste de Múltiplas Comparações de Dunn. Os valores de p específicos são exibidos em cada figura. As 
diferenças foram consideradas significativas em p < 0,05. 

 

4.5.Pacientes infectados com SARS-CoV-2 e em estado crítico, possuem menos 
monócitos clássicos e intermediários no aspirado traqueal.  

 

Com base nos achados até o momento, hipotetizamos que no pulmão o mesmo 

fenomeno se repetia, dado o padrão até o momento. Para isto, analisamos o aspirado 

traqueal por citometria de fluxo, com estratégia ilustrada na Figura 8A. Novamente 

observamos que apenas os monócitos clássicos com alta intensidade média de 

fluorecencia de CD36 estavam aumentados no grupo Controle Crítico versus Crítico 

(Figura 10A). Nos monócitos CD14+, além do mesmo aumento no grupo Controle 

Critíco, observamos também a mesma ocorrência nos monócitos intermediários (Figura 

10B).  

Os resultados sugerem que os monócitos clássicos e intermediários estão sendo 

protagonistas importantes na inflamação pulmonar dos pacientes com COVID-19. Ao 

analisar os dados e perceber uma dimuição de CD14 membranar e um aumento de CD36 

membranar, decidimos então verificar se os níveis destes clusteres elevados, em sua 

forma solúvel, no plasma e no aspirado traqueal.  
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Figura 10: Pacientes infectados com SARS-CoV-2 e em estado crítico, possuem menos monócitos 
clássicos e intermediários no aspirado traqueal. O aspirado traqueal de pacientes (n=21), foram coleta-
dos e utilizado para a citometria de fluxo (A) Valores de MFI de monócitos CD36+ na população 
CD14+HLA-DR+ em monócitos clássicos, intermediários e não clássicos. (B) Mapeamento de cores t-SNE, 
demostrando visualmente a dispersão das populações, e suas respectivas representações gráficas em box-
plot, à direita, mostrando a frequência, em porcentagem, de monócitos clássicos (CD14highCD16-), inter-
mediários (CD14+CD16+), e não clássicos (CD14lowCD16+). (A-B) Dicotomização: Controle Crítico 
(SARS-CoV-2 negativo, n=11); e Crítico (SARS-CoV-2 positivo, n=10), ambos internados em UTI e sob 
suporte ventilatório invasivo (IOT). A linha central representa a mediana e o primeiro quartil (Q2), abaixo 
de Q2, está representado o primeiro quartil e acima de Q2 o terceiro quartil. As linhas verticais representam 
os valores mínimos e máximos. As diferenças entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney para 
dois grupos, ou Kruskal-Wallis para três ou mais grupos seguido por pós-teste de Múltiplas Comparações 
de Dunn. Os valores de p específicos são exibidos em cada figura. As diferenças foram consideradas signi-
ficativas em p < 0,05. 

 

4.6. A concentração de CD14 solúvel é inversamente proporcional à concentração 
de CD36 solúvel de acordo com a gravidade da doença no plasma e no aspirado 
traqueal de pacientes com COVID-19 

 

Hipotetizamos, com base em outros estudos de nosso labotório 72 , que o 

correceptor CD14 diminuia sua expressão membranar e aumentava seu nível solúvel, 

conforme a gravidade da doença, por ação de metaloproteinases, mas isso não acontecia 

com CD36.  

 
72 Dados não mostrados. 
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Nossos achados corroboraram nossa hipótese, CD14 solúvel apresentou-se 

significativamente mais elevado nos pacientes com COVID-19 quando comparado ao 

Controle. Curiosamente, pacientes hospitalizados possuiam níveis maiores de CD14 

solúvel, enquanto pacientes infectados com SARS-CoV-2, mas sem nescessidade de 

internação, possuiam concentrações baixas. Ainda, ao dicotomizarmos os pacientes 

hospitalares conforme a gravidade da doença, CD14 solúvel apresentou altas 

concentrações proporcionalmente a gravidade da doença (Figura 11A). O inverso foi 

obervado com CD36 solúvel, onde pacientes com COVID-19 possuiam concentrações 

significativamente baixas quando comparado ao Controle, e ainda mais baixos em 

pacientes Hospitalizados versus Não-hospitalizado. Dicotomizamos então os pacientes 

hospitalares, conforme a gravidade da doença, e observamos que ocorria uma diminuição 

da concentração de CD36 solúvel conforme a gravidade da doença (Figura 11B). 

Interessantemente, no aspirado traqueal, apenas CD14 solúvel apresentou altas 

concentrações quando comprado ao Controle Crítico, mas este mesmo, medianamente, 

não aconteceu com CD36 solúvel, mesmo observando uma tentencia entre o Controle 

Crítico versus Crítico (Figura 11C).  

Tomados em conjunto, estes dados demosntram que os níveis de CD14 e CD36 

solúveis são inversamente proporcionais, portanto, considerando um paciente com 

COVID-19 temos maiores concentraçoes de CD14 solúvel versus CD36 solúvel, 

sugerindo que pacientes que apresentem este painel podem evoluir para um quadro não 

favorável da doença. Ainda, ao considerarmos os correceptores de membrana, temos que, 

quando estão com maior expressão celular, possuem menor concentração solúvel, e vice-

e-versa  
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Figura 11: A concentração de CD14 solúvel é inversamente proporcional à concentração de CD36 
solúvel de acordo com a gravidade da doença no plasma e no aspirado traqueal de pacientes com 
COVID-19. (A-B) O plasma de sangue periférico de voluntários Controle (SARS-CoV-2 negativos, 
n=104) e pacientes com COVID-19 (n=230) foi utilizado para mensurar os níveis de citocinas, assim como 
no (C) aspirado traqueal de pacientes Controle Crítico (SARS-CoV-2 negativo, n=14) e Críticos (n=28), 
ambos internados em UTI e sob suporte ventilatório invasivo (IOT). (C) Um resumo esquemático 
simplificado ilustra o perfil dos correceptores com cuidados de saúde. As setas finas representam pouca 
variação, enquanto que setas grossas representam muita variação. O lado para onde estão viradas indicam 
se é uma diminuição (seta pra baixo) ou um aumento (seta pra cima). (A-B)  Os participantes com COVID-
19 foram separados em não hospitalizados (n=77) e  hospitalizados (n=156), sendo esses últimos 
subdivididos conforme a gravidade da doença em: Leve (n=51); Moderado (n=62); Grave (n=70); e Crítico 
(n=47). As concentrações de (A) sCD14; e (B)  sCD36 no plasma e (C)  de sCD14 e sCD36 no aspirado 
traqueal são  expressas em em pg.mL-1. Os dados são expressos pela mediana ± IC95% (linha horizontal e 
linha vertical vermelha, respectivamente). As diferenças entre grupos foram calculadas usando Mann-
Whitney para dois grupos, ou Kruskal-Wallis para três ou mais grupos, seguido por pós-teste de Múltiplas 
Comparações de Dunn. Os valores de p específicos são exibidos em cada figura. As diferenças foram 
consideradas significativas em p < 0,05. 
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4.7. A COVID-19 induz perturbações nas vias de biossíntese de ácidos graxos e leva 
ao aumento significativo de ácido araquidônico plasmático livre em pacientes 
críticos 

 

Para poder diferenciar qual produto celular, mediadores lipídicos ou citocinas, 

estavam contribuindo para a a inflamação sistêmica e pulmonar, decidimos analizar no 

primeiro momento, somente o plasma dos pacientes com COVID-19 e verificar se houve 

pertubações nas vias do metabolismo de ácidos graxos.  

O CD36 desempenha um papel fundamental na biossíntese e metabolismo de 

ácidos graxos. Em conjunto com o receptor da proteína transportadora de ácidos graxos 

(FATP), há uma captura lipídeos circulantes para o interior celular. Após adentrarem na 

célula, estes lipídeos passam por β-oxidação nos peroxissomos, se transformando em 

ácidos graxos de cadeias longas ou curtas. O Acetil-CoA, produto da β-oxidação, ocorre 

na mitocôndria, onde novamente acontece um novo processo de β-oxidação, formando 

mais Acetil-CoA, que passa a constituir o Ciclo de Krebs, gerando Citrato>Acetil-

CoA>Malononil-CoA e então, Acetoacetil-CoA. A partir deste, dois importantes 

derivados da biossíntese lipídica são gerados: o Dodecanoato e o Tetradecanoato, gerando 

assim o Palmitato, que por sua vez origina o Linoleato. O Linoleato gera o Ácido 

Linoleico, que gera o AA, e por ação da fosfolipase A2 (PLA2) induz mediadores lipícos 

nas vias de CYP450, COX e LOX, ocasionando assim a liberação destes mediadores na 

cirulação e ativando o sistema imune (Figura 12A).  

Um total de 8.791 características metabólicas estavam presentes em pelo menos 

50% de todas as amostras, e a abundância relativa de 595 características metabólicas 

(FDR ajustado p < 0,05) foi alterada nos grupos estudados (Figura 12B-C; APÊNDICE 

A). O agrupamento hierárquico bidirecional baseado em características metabólicas 

significativas resultou em três agrupamentos bem diferenciados: um para participantes 

saudáveis, um para assintomáticos a moderados e um para pacientes COVID-19 

graves/críticos (Figura 12B). A análise das vias revelou que as principais vias 

metabólicas significativas são enriquecidas em características envolvidas na biossíntese 

de FA73, metabolismo, ativação e oxidação (Figura 12C). Ao aprofundarmos nas vias de 

maiores destques de pertubações (Figura 12C), observamos que os níveis dos 

subprotudos chaves da biossíntese e metabolismo lipídico estavam aumentados no plasma 

 
73 Ácidos graxos, do inglês fatty acid 
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de nossa coorte (Figura 12D-F), consequentemente levando a um aumento significativo 

dos níveis de ácido araquidonico (Figura 12G).  

Por si só, o ácido araquidônico já supre a resposta para a atividade inflamatória 

vista sistemicamente e no pulmão, entretanto nos aprofundamos para entender qual 

metabolítico do ácido araquidônico que possívelmente era o responsável.  

 

 
Figura 12: A COVID-19 induz perturbações nas vias de biossíntese de ácidos graxos e leva ao au-
mento significativo de ácido araquidônico plasmático livre em pacientes críticos. O plasma do sangue 
periférico de pacientes com COVID-19 (n=52) ou participantes controles (Controle, SARS-CoV-2 nega-
tivo, n=18), foram coletados e processados para a espectrometria de massas. (A) Esquema visual 
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simplificado da biossíntese e metabolismo de ácidos graxos. (B) Gráfico de Manhattan demonstrando a 
abundância diferencial de características metabólicas em diferentes grupos de pacientes com COVID-19 e 
controles (FDR de 595, com ajuste de  p < 0,05 - linha tracejada vertical). (D-G) Análise lipidômica utili-
zando espectrometria de massa direcionada, expressos em Log2: (D) Dodecanoato; (E) Tetradecanoato; (F) 
Ácido Linoleico; e em ng.mL-1: (G) Ácido Araquidônico. (B-G) Dicotomização: Controle (SARS-CoV-2 
negativo, n=18); os participantes com COVID-19 foram separados em não hospitalizados (n=10) e hospi-
talizados (n=42), sendo esses últimos subdivididos conforme a gravidade da doença em: Leve (n=10); Mo-
derado (n=12); Grave (n=14); e Crítico (n=16). (B-C) A abundância diferencial foi calculada utilizando o 
pacote limma for R program, e FDR controlado por Benjamini-Hochberg. Os valores resultantes foram 
expressos no gráfico normalizado por -Log10 FDR para visualização da perturbação das vias metabólicas 
envolvidas na produção de ácidos graxos. (D-G) Os dados são expressos pela mediana ± IC95%. As dife-
renças entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney para dois grupos, ou Kruskal-Wallis para três 
ou mais grupos, seguido por pós-teste de Múltiplas Comparações de Dunn. Os valores de p específicos são 
exibidos em cada figura. As diferenças foram consideradas significativas em p < 0,05. 
 

4.8.A infecção por SARS-CoV-2 induz o aumento das concentrações plasmáticas dos 

metabólitos do ácido araquidônico 5-HETE e 11-HETE 

 

Ao verificarmos os elevados níveis de ácido araquidônico, decidimos verificar 

quais de seus metabólitos estavam apresentando alterações a nível plasmático. A partir de 

um universo de metabólitos, apenas 2 foram detectados na espectrometria de massas, 5-

HETE (Figura 13A) e 11-HETE (Figura 13B), derivados da ação enzimática lipoxige-

nase e do citocromo p45074, respectivamente. 

O aumento destes metabólitos são proporcionais a gravidade da doença e sugerem 

um quadro favorável a hiperinflamação, uma vez que 5-HETE e 11-HETE são potentes 

mediadores lipídicos pró-inflamatórios e quiomioatraentes, sugerindo ainda que a res-

posta imune sistêmica e local pode não estar sendo ocasionada somente por monócitos, 

mas sim por polimorfonucleares, clássicos produtores destes mediadores.  

Ainda, para avaliarmos o sítio pulmonar e corroborar nossos achados, realizamos 

a mesma análise no aspirado traqueal.  

 

 

 
74 Abv.: p450 ou CYP450.  
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Figura 13: A infecção por SARS-CoV-2 induz o aumento das concentrações plasmáticas dos metabó-
litos do ácido araquidônico 5-HETE e 11-HETE. O lipidoma foi realizado utilizando espectrometria de 
massa direcionado para eicosanoides (target) em plasma de participantes controles (n=18) ou com COVID-
19 (n=52) (A-B) Os participantes com COVID-19 foram separados em não hospitalizados (n=10) e hospi-
talizados (n=42), sendo esses últimos subdivididos conforme a gravidade da doença em: Leve (n=10); Mo-
derado (n=12); Grave (n=14); e Crítico (n=16). As concentrações de (A) 5-HETE e (B) 11-HETE, estão 
mostradas em ng.mL-1. Os dados são expressos pela mediana ± IC95% (linha horizontal e linha vertical 
vermelha, respectivamente). As diferenças entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney para dois 
grupos, ou Kruskal-Wallis para três ou mais grupos, seguido por pós-teste de Múltiplas Comparações de 
Dunn. Os valores de p específicos são exibidos em cada figura. As diferenças foram consideradas signifi-
cativas em p < 0,05. 

 

4.9.A COVID-19 eleva os níveis de eicosanóides no microambiente pulmonar 

 

Em oposição aos achados plasmáticos, a análise dos metabólitos do aspirado traqueal 

dos Controle Crítico e Críticos mostrou abundância distinta de características metabólicas 

entre estes grupos (FDR ajustado p < 0,05) (Figura 14A-B). A análise hierárquica 

permitiu a definição de diferentes grupos que correspondiam a características metabólicas 

para pacientes críticos com ou sem COVID-19 (APÊNDICE A). A infecção pelo SARS-

CoV-2 induziu mudanças no metabolismo pulmonar, como revelado por distúrbios nos 

esfingolipídios, β-oxidação do trihidroxiprostanoil-CoA, biossíntese e metabolismo de 

hormônios esteróides, vitamina D3 e glicerofosfolipídios (Figura 14A). Curiosamente, 

25-hidroxivitamina D3 [25(OH)D3]; 24,25-dihidroxivitamina D3 [24,25-(OH)2D3]; 

23S,25,26-trihidroxivitamina D3 foram mais altos em TA de pacientes Críticos do que 

em Controle Crítico (APÊNDICE A). Na análise do lipidoma plasmático, em 

comparação com participantes saudáveis, os pacientes críticos COVID-19 exibiram 

níveis significativamente mais altos de AA e 5-HETE, mas os níveis de 11-HETE em 

pacientes críticos estavam significativamente aumentados somente quando comparados 

com pacientes do grupo Moderado (Figura 14A-B). AA foi o lipídio mais abundante 

identificado, e seus níveis estão correlacionados com a gravidade da COVID-19.   
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Quando comparados com o Controle Crítico, os pacientes do grupo Crítico tinham 

níveis, no TA, de AA; 12-oxo-ETE, 5-HETE e 6-trans-LTB4; PGE2, TXB2; e 11-HETE 

(Figura 14B). Nossos resultados mostraram que as vias metabólicas relacionadas com 

COX e LOX foram mais perturbadas (5-HETE>TXB2>PGE2≈12-oxo-ETE>6-trans-

LTB4) no TA de pacientes críticos COVID-19 quando comparadas com os participantes 

do Controle Crítico. O TA e o plasma de pacientes do grupo Crítico mostraram perfis 

distintos de ácidos graxos/mediadores lipídicos, demonstrando que os marcadores de 

hiperinflamação em microambientes sistêmicos e pulmonares não são idênticos. 

As informações detalhadas dos metabólitos analizados podem ser conferidas no 

APÊNDICE C. 

 

 
Figura 14: A COVID-19 eleva os níveis de eicosanoides no microambiente pulmonar.. Aspirado tra-
queal de pacientes (n=39), foram coletados e utilizado para análises lipidômicas e metabolômicas. (A) Aná-
lise do enriquecimento da via metabólica com metabólitos significativos no TA em pacientes com ou sem 
COVID-19 (positivo n=70; negativo n=28) (B) Mediadores lipídicos de derivados do metabolismo do ácido 
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araquidônico (AA) por lipoxigenase (LOX), ciclooxigenase (COX) e citocromo p450 (p450), em amostras 
de aspirado traqueal de pacientes Críticos com COVID-19 (n=19), e Controles Críticos negativos para 
SARS-CoV-2 (n=10), ambos internados em UTI e sob suporte ventilatório invasivo (IOT), determinados 
por espectrometria de massas direcionada (target). Os dados são expressos pela mediana ± IC95%. Os 
dados são expressos pela mediana ± IC95% (linha horizontal e linha vertical vermelha, respectivamente). 
As diferenças entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney. Os valores de p específicos são exibi-
dos em cada figura. As diferenças foram consideradas significativas em p < 0,05. 
 

4.10. A COVID-19 induz o aumento dos níveis de acetilcolina plasmática e no 
aspirado traqueal conforme a gravidade da doença  

 

O par de nervos cranianos X são os grandes responsáveis por conduzir os estímu-

los nervosos ao coração e pulmão através das fibras pré e pós-ganglionares. Nos gânglios 

a acetilcolina é reconhecida por receptores nicotínicos, que polarizam as fibras pós-gan-

glionares para realizar a secreção no órgão ou tecido alvo, neste, a depender do receptor 

colinérgico em que a acetilcolina é reconhecida, ela exercerá, além de seus papeis clássi-

cos fisiológicos, atividades pró (receptores muscarínicos), ou anti-inflamatórias (recepto-

res nicotínicos), assim a acetilcolina consegue estimular secreções de citocinas e media-

dores lipídicos para potencializar a inflamação (Figura 15A). 

Pacientes críticos COVID-19 exibiram níveis plasmáticos ACh significativamente 

mais altos que os participantes saudáveis (Figura 15B). O mesmo ocorreu quando men-

suramos os níveis de ACh plasmática nos pacientes não hospitalizados e hospitalizados, 

onde, neste último grupo, há um aumento expressivo do neurotransmissor (Figura 15B), 

indicando que este marcador pode aumentar conforme a gravidade da doença. Assim, 

para verificarmos se a concentração de ACh era proporcional a gravidade da doença, di-

cotomizamos o grupo hospitalar em conforme o escore clínico, onde ficou claro a relação 

diretamente proporcional da concentração de ACh em função da COVID-19 grave (Fi-

gura 15C). Curiosamente, pacientes COVID-19 graves e críticos, tratados com GC, exi-

biram níveis significativamente menores de ACh plasmático quando comparados com 

pacientes não-GC nas mesmas condições clínicas (APÊNDICE B). As amostras de AT 

de pacientes não-GC críticos apresentaram níveis de ACh aproximadamente 16 vezes 

mais altos do que suas amostras de plasma. Similar ao que detectamos nas amostras de 

plasma; o tratamento com GC inibiu completamente a liberação de ACh em TA de indi-

víduos críticos (Figura 15D). Embora os níveis de ACh em controle crítico Não-GC te-

nham sido detectados, a concentração foi menor do que a detectada em pacientes críticos 

COVID-19 (APÊNDICE B). 
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Sabe-se que a ACh promove um feedback no sistema nervoso, especificamente no 

eixo hipófise-hipotálamo, fazendo com que ocorra liberação de citocinas no organismo 

via sinais que são enviados às células polimorfonucleares, em conjunto com secreções de 

mediadores lipídicos pelas PMNs [226], [228], [261], fazendo com que o quadro infla-

matório se torne mais potente, transformando em uma hiperinflamação, que pode levar a 

morte [227] 

 
Figura 15: A COVID-19 induz o aumento dos níveis de acetilcolina plasmática e no aspirado traqueal 
conforme a gravidade da doença. . (A) Representação esquemática simplificada da relação entre acetil-
colina e mediadores lipídicos. (B-C) O plasma de sangue periférico de Controles (SARS-CoV-2 negativos, 
n=104) e pacientes com COVID-19 (n=230) foi utilizado para mensurar os níveis de acetilcolina, assim 
como no (D) aspirado traqueal de pacientes Controle Crítico (SARS-CoV-2 negativo, n=14) e Críticos 
(n=28), ambos internados em UTI e sob suporte ventilatório invasivo (IOT). (B) Os participantes com CO-
VID-19 foram separados em não hospitalizados (n=74) e hospitalizados (n=156), sendo esses últimos (C) 
subdivididos conforme a gravidade da doença em: Leve (n=51); Moderado (n=62); Grave (n=70); e Crítico 
(n=47). As concentrações de acetilcolina, estão mostradas em pM.mL-1. Os dados são expressos pela me-
diana ± IC95% (linha horizontal e linha vertical vermelha, respectivamente). As diferenças entre grupos 
foram calculadas usando Mann-Whitney para dois grupos, ou Kruskal-Wallis para três ou mais grupos, 
seguido por pós-teste de Múltiplas Comparações de Dunn. Os valores de p específicos são exibidos em 
cada figura. As diferenças foram consideradas significativas em p < 0,05. 

 

4.11. Concentrações plasmáticas baixas de CD14 solúvel e acetilcolina e alta 
concentração de CD36 solúvel constituem um painel de desfecho favorável para 
o paciente com COVID-19 

 

Nossos resultados apontaram que os monócitos periféricos de pacientes expres-

sam de forma inversamente proporcional correceptores CD14 e CD36 em função da 
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gravidade da COVID-19. Na admissão, sCD14 estavam altos e tiveram uma baixa consi-

derável na alta hospitalar, apontando uma alta do Cluester de diferenciação 14 durante a 

infecção da doença, para confirmar essa informação, em relação a análise do em pacientes 

que evoluíram para óbito, o sCD14 estava maior do que na admissão (Figura 16ª).  

Em relação a sCD36 esses dados foram contrários, mostrando que o Cluester de 

diferenciação 36 estava em sua maioria zerado durante a admissão hospitalar durante o 

curso da doença, e teve um aumento na alta. Além disso, os pacientes que foram a óbito 

também tiveram uma queda a zero da sCD36, destacando que a baixa desse indicador foi 

prejudicial aos pacientes (Figura 16B).  

Na análise da acetilcolina, os dados apontaram que na admissão, esse, seus níveis 

estavam ampliados e foi reduzido para alta hospitalar, e consequentemente, os pacientes 

que evoluíram para óbito tiveram essa alta destacada, demonstrando que a redução desse 

neurotransmissor teve influência na melhora do paciente e sua alta esteve associada ao 

óbito do paciente (Figura 16C). 
  

 
Figura 16: Concentrações elevadas de sCD14 e acetilcolina, mas não de sCD36 em pacientes com 
desfecho em óbito. (A-C) O plasma de sangue periférico de pacientes com COVID-19 (n=35) foram cole-
tados na admissão e no desfecho (alta hospitalar ou óbito), com duração entre as coletas de 15 ± 3 dias para 
mensurar os níveis de (A) sCD14; (B) sCD36; e (C) acetilcolina; A diferença entre os valores de admissão 
e desfecho foram calculadas usando Teste t pareado e não paramétrico. Os valores de p específicos são 
exibidos em cada figura. As diferenças foram consideradas significativas em p < 0,05. Um resumo esque-
mático simplificado é apresentado na parte inferior da figura para ilustrar visualmente o fenômeno obser-
vado. 

 

Ao submetermos os resultados de análises realizadas no TA e no plasma dos pa-

cientes em uma matrix de correlação de Spearman.  
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No TA (Figura 17A) verificamos que o aumento de sCD36 é diretamente propor-

cional ao Score Clínico e ao aumento da concentração de ACh, bem como estão positiva-

mente correlacionados os seguintes resultados: 11-HETE versus AA e 5-HETE; 15-oxo-

ETE versus 5-HETE e 11-HETE; 15-HETE versus 11-HETE; 12-oxo-ETE versus 5-

HETE, 11-HETE e 15-oxo-ETE; TBX2 versus 15-oxo-ETE e 12-oxo-ETE; 5-oxo-ETE 

versus 5-HETE e 11-HETE; PGE2 versus 5-HETE, 11-HETE, 15-oxo-ETE, 15-HETE e 

12-oxo-ETE; 6-trans-LTB4 versus 11-HETE e 5-oxo-ETE; PGD2 versus 11-HETE, 5-

oxo-ETE, PGE2 e LTB4; 12-HETE versus 5-HETE, TXB2, 5-oxo-ETE, LTB4 e PGD2; 

ACh versus AA. Correlacionados negativamente no TA: Score Clínico versus 5-HETE e 

12-HETE; sCD14 versus ACh.  

No plasma (Figura 17B), estavam positivamente correlacionados todos os parâ-

metros, exceto 11-HETE e, sCD36 que estava negativamente correlacionado, também, 

com todos os parâmetros, com exceção novamente de 11-HETE. 

 

 

Figura 17: Matrix de correlações plasmáticas e do aspirado traqueal. (A) Correlação Spearman no TA 
entre ACh, sCD14, sCD36 e mediadores lipídicos (Positivo n=70). (B) Correlação de Spearman em plasma 
entre ACh, sCD14, sCD36 e mediadores lipídicos (Positivo n=18) As estatísticas foram dadas (A-B) pela 
correlação de Spearman, com significância indicada por ●, onde p<0,05. 

 

 



102 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DISCUSSÃO 
 

“Assim como meus companheiros, aprendi a valori-
zar o doar ao invés do receber." 

(Paul Percy Harris)



DISCUSSÃO  |  103 
 

 

Um consenso está se formando em torno dos efeitos fatais da infecção pelo SARS-

CoV-2, o qual se tem demonstrado ser resultado da hiperinflamação pulmonar e sistê-

mica, resultando em colapso de múltiplos órgãos [262]. A tempestade de citocinas tem 

sido responsabilizada por esses eventos [263]–[265], no entanto, muito ainda precisa ser 

compreendido, e vários grupos continuam a descrever outros efeitos adversos e impor-

tantes induzidos pelo SARS-CoV-2, no homem. Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa 

tem contribuído substancialmente, tendo já publicado artigos sobre a participação do 

TREM-1 [72], [74], HLA-G [71], hormônios sexuais [73], e dos eicosanoides e acetilco-

lina [99]. Nesse último, mostramos que tanto sistemicamente como nos pulmões, além de 

citocinas, há aumento significativo de eicosanoides e ACh, cujas alterações se relacionam 

com mudanças da expressão genica de enzimas e de receptores, relacionados à síntese ou 

ação desses compostos [99].  Mais especificamente, mostramos que ACh, 5-HETE, 11-

HETE e algumas citocinas são mais abundantes no pulmão do que sistemicamente. Em 

contraste, a concentração de AA está mais elevada na circulação do que no fluido traqueal 

(TA), que representa o ambiente pulmonar. Sabe-se 5-HETE é importante para o recruta-

mento de neutrófilos [266], para o edema pulmonar [267] e para a liberação de ACh [268]. 

Esse lipídio é liberado por neutrófilos humanos, e sua forma esterificada induz secreção 

de IL-8 [269], entre outros efeitos. Também já se conhece que o 11-HETE que é originá-

rio de monócitos/macrófagos [270], células endoteliais [271] e plaquetas [272] é induzido 

por hipoxia [273], e por IL-1β [274], contribui para as funções desempenhadas pela ACh 

[271], além de inibir a liberação de insulina [275]. Quanto ao AA, precursor dos compos-

tos 5-HETE e 11-HETE, ainda não se está claro se o mesmo contribui para a proteção do 

hospedeiro [276] para os danos aos tecidos, ou se ele representa um mecanismo de escape 

do vírus. Interessante, que já foi demonstrado que o AA interage diretamente com o vírus, 

reduzindo sua viabilidade e induzindo distúrbios na membrana, desfavorecendo a entrada 

do SARS-CoV-2 nas células do hospedeiro [277]–[279]. Por outro lado, níveis reduzidos 

de AA plasmáticos podem estar associados às lesões pulmonares e ao mal prognóstico na 

COVID-19 [280], sendo que Shen et al. detectaram menores concentrações de AA em 

sobreviventes de infecção grave por SARS-CoV-2 [281]. No nosso estudo [99], verifica-

mos que os níveis de AA estão aumentados no plasma de pacientes que morreram de 

COVID-19 grave, sugerindo que os potenciais efeitos benefícios do AA são superados 

pelos efeitos deletérios de seus metabólitos pró-inflamatórios, 5-HETE e 11-HETE, ou 

outros. Interessante, que em nossa coorte, AA, 5-HETE e 11-HETE não foram alterados 

no plasma ou no TA de pacientes com infecção grave/crítica por SARS-CoV-2 que 
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haviam sido tratados com glicocorticoides. Uma possível explicação seria quanto a ori-

gem do AA, o qual além de poder ser liberado por PLA2 ativada com cálcio [282], tam-

bém pode ser liberado via fosfolipase insensível aos glicocorticoides [283], ou ainda ser 

advindo da destruição de adipócitos [284], do metabolismo do ácido linoleico [285], ou 

da degradação de endocanabinóides pela ácido graxo amida hidrolase (FAAH) [286], uma 

enzima detectada em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 [287]. Embora os glicocor-

ticoides estejam sendo amplamente utilizados para reduzir as taxas de morbidade e mor-

talidade de pacientes com COVID-19, nem sempre os mesmos têm se mostrado ampla-

mente eficazes [288], indicando que mais estudos precisam ser realizados. No estudo já 

publicado [99], nós também, avaliamos o efeito dos corticoides em pacientes com a do-

ença grave/crítica (APÊNDICE A). Observamos que a taxa de mortalidade de pacientes 

com COVID-19 hospitalizados e tratados com glicocorticoides foi maior do que a relatada 

no ensaio RECOVERY, mas semelhante à descrita no ensaio CoDEX realizado no Brasil 

[289]. Isto pode ter ocorrido muito provavelmente pelo fato de o tratamento ter sido ini-

ciado tardiamente, ou seja, após a inflamação ter sido desencadeada pela infecção. Neste 

contexto, os pacientes COVID-19 já podiam ter atingido o ponto de não retorno, seme-

lhante ao que foi descrito anteriormente no envenenamento por escorpião [227].  

Curiosamente, em nossa coorte, o tratamento com esses anti-inflamatórios, so-

mente inibiu as concentrações de ACh, sem alterar os níveis de citocinas ou de mediado-

res lipídicos [99]. Também, as alterações na expressão de receptores da ACh em pacientes 

com COVID-19, foram avaliados, e muito bem discutidos em nosso artigo (ANEXO VI). 

Resumidamente, em nossa publicação mostramos que níveis plasmáticos altos de ACh e 

de mediadores lipídicos se correlacionaram positivamente com a gravidade da COVID-

19, e concluímos que ACh, AA, 5-HETE e 11-HETE mediam a resposta imune inata ao 

SARS-CoV-2, e podem impactar no resultado da infecção. Esses dados, nos estimularam 

a investigar mais detalhadamente um possível papel e/ou outras relações da ACh, com 

mediadores lipídicos e a gravidade da COVID-19.  

Por isso, dando continuidade aos nossos estudos, nessa dissertação investigamos 

a possível correlação entre ACh, CD14 e CD36, AA, 5-HETE e 11-HETE com gravidade 

da COVID-19, através do emprego do score clínico. A premissa de que os níveis de ACh 

poderiam estar relacionados com o aumento de CD14 e/ou com a diminuição de CD36, 

partiu de nossos estudos prévios com peçonha de escorpião [100], [223], [224], [226], 

[290], [291]. Naqueles estudos, mostramos que, em camundongos inoculados com peço-

nha de escorpião, a liberação de PGE2 é dependente de CD14, assim como a de LTB4 é 
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dependente de CD36 [100], [101], [224] e que a mortalidade [226], [291], e a liberação 

de ACh são consequências do aumento de PGE2 [228], mas que por outro lado, o LTB4 

protege os animais da inflamação pulmonar e da mortalidade [226]. Assim, trabalhamos 

com a hipótese de que pacientes com aumento da expressão de CD14 e/ou diminuição da 

expressão de CD36, sucumbem mais à infecção pelo SARS-CoV-2, pois potencialmente 

seriam aqueles com maior liberação de PGE2 e/ou menor produção de LTB4, fatos que 

impactariam no aumento da liberação de ACh. Como mostrado no ANEXO VI  na Fi-

gura 9, no lipidoma de plasma dos participantes não foi possível detectar nem o aumento 

de PGE2, e nem a diminuição de LTB4, quando comparados com indivíduos controles não 

infectados. Isso deve-se possivelmente ao método empregado [99], ou mesmo à degrada-

ção desses produtos na circulação [292]–[294]. Os únicos compostos detectados signifi-

cativamente foram o AA, o 11-HETE e o 5-HETE, que aumentam de acordo com a gra-

vidade da doença (Figura 13). No entanto, no lipidoma do TA, observamos aumento 

significativo de AA e de alguns de seus metabólitos como 11-HETE, 12-oxo-ETE, 5-

HETE, PGE2, TXB2, e 6-tans-LTB4 (Figura 14). 

Parcialmente contrário ao esperado, nossos dados de citometria mostraram que a 

infecção pelo SARS-CoV-2, induz a diminuição na expressão de mCD14 nos diferentes 

subtipos de monócitos (Figura 7 e Figura 9) tanto do sangue (em comparação com indi-

víduos saudáveis) quanto do TA, em comparação aos Controles críticos (Figura 8). Mas 

como esperado, observamos que em monócitos do sangue, a expressão de mCD36 dimi-

nui proporcionalmente à gravidade dos pacientes, assim como nas células do TA, em 

comparação aos Controles críticos. A diminuição de mCD36 em relação aos Controles 

críticas, sugere que essa é uma alteração induzida particularmente pelo SARS-CoV-2 (Fi-

gura 10).  

Na literatura são vários relatos que mostram que sCD14 é potente indutor de in-

flamação [92], [104], [295]–[298], da liberação de IL-6, IL-8, TNF [299], [300], que re-

gula a produção de anticorpos [301], [302], e atua no metabolismo glicídico [303], [304], 

eventos semelhantes que também ocorrem na COVID-19 [305], [306]. Ainda, sabe-se 

que essa molécula solúvel está envolvida na imunopatogênese da infecção por HIV-1 

[307] Quanto ao sCD36, artigos mostram que o aumento desse receptor solúvel é um 

reflexo do aumento de sua expressão em diferentes tecidos/células, sendo que esse recep-

tor solúvel parece estar envolvido na resistência à insulina, na síndrome metabólica 

[308]–[310], em alterações da espessura da túnica íntima da carótida [311] .e em proces-

sos de apoptose, estresse oxidativo e clarence de DAMPs e PAMPs [150]–[152], [311].  
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Com base nesses dados da literatura, consideramos que esses receptores solúveis 

poderiam estar alterados na COVID-19. Assim, os quantificamos no plasma e no TA de 

todos os pacientes da nossa coorte E em amostras de um grupo de pacientes que evoluíram 

para COVID-19 crítica (amostras de segmento)75. Nossos resultados mostraram que as 

concentrações de sCD14 e sCD36, nas diferentes amostras de sangue e de TA, e naquelas 

coletadas de pacientes na entrada hospitalar e novamente após evoluírem para críticos 

(amostras de segmento), os quais foram segregados segundo o desfecho da COVID-19 

crítica, foram inversamente proporcionais entre si (CONSORT).  Ainda, nossos resulta-

dos mostraram que sCD14 e ACh apresentam concentrações diretamente proporcionais 

em ambos os ambientes, mas entre sCD36 e ACh essa relação é inversamente proporcio-

nal (Figura 11 e Figura 16) Interessante, nossos dados demonstrando que que aqueles 

que vão à óbito, tiveram aumento de sCD14, que mostrou-se ser diretamente proporcional  

ao aumento de ACh, e ao contrário, sCD36 diminui nesses mesmos pacientes (Figura 

16). Além disso, as análises de Spearman (Figura 17) de amostras do sangue mostrou 

que fortes correlações positivas ocorrem entre sCD14, score clínico do paciente, AA, 5-

HETE e ACh. Por outro lado, sCD36 mostrou correlações negativas com score clínico do 

paciente, AA, 5-HETE, ACh e sCD14.  

 

 
75 Cf.: Coorte; p.: 78 - CONSORT 
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CONCLUSÕES 
 

“Cuidemos do nosso coração porque é de lá que sai 
o que é bom e ruim, o que constrói e destrói. Não 
deixe que ninguém tire a sua esperança, e lembre-
mos sempre que de nossas bocas saem aquilo que 
nosso coração está cheio. Que nosso coração seja 
cheio de amor." 
 

(Jorge Mario Bergoglio, FRANCISCVS PONT MAXIMVS)
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Em conjunto nossos dados sugerem que CD14 e CD36 participam/regulam im-

portantes funções celulares durante a infecção pelo SARS-CoV-2, como a liberação de 

mediadores lipídicos, e assim impactando indiretamente a liberação de ACh, que é um 

neurotransmissor fundamental para as funções neurais, cardíacas, pulmonares e inflama-

tórias. No entanto, somente estudos futuros empregando inibidores, antagonistas, mode-

los in vivo e in vitro, poderão determinar as funções desses receptores e o impacto que 

têm na COVID-19. Entretanto, podemos sugerir que a quantificação de sCD14, sCD36 e 

ACh no sangue circulante, poderá contribuir para avaliação da evolução da gravidade de 

pacientes hospitalizados, e ainda que essa tríade (sCD14 e ACh aumentados e sCD36 

diminuídos ao longo da internação) pode servir como  biomarcadores de gravidade.  

No final deste trabalho, e da escrita desta edição da dissertação, em 27 de outubro 

de 2022, o Brasil apresentou 34.849.068 contaminados (conhecidos, sem contar subnoti-

ficações), e 687.690  mortos76.  

 

 
 
 
 
 
 
 

 
76 Segundo o Repositório de dados COVID-19 do Centro de Ciência e Engenharia de Sistemas (CSSE) da 
Universidade Johns Hopkins e o Consórcio de veículos de imprensa a partir de dados das secretarias esta-
duais de Saúde 
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APÊNDICE A 
 

 
Figura 18: A análise metabólica do plasma e TA detectou abundância diferencial de metabólitos em 
nossa coorte de pacientes COVID-19. (A-B) Agrupamento hierárquico baseado em características distin-
tas de metabolitos abundantes (ANOVA-FDR < 0,1) em (A) plasma de Controle (n=20) e pacientes com 
COVID-19 em diferentes estágios da doença (Leve n=10; Moderado n=12; Grave n=16; e Crítico n=13), e 
em (B) amostras de aspirado traqueal de sujeitos de Controle Crítico (n=13) e Crítico (n=38). (C) Os paci-
entes COVID-19 exibiram níveis aumentados de metabólitos de vitamina D3 (25-hidroxivitamina D3 
[25(OH)D3] e 24,25-dihidroxivitamina D3 [24,25(OH)2D3]) quando comparados com pacientes não CO-
VID-19. Os níveis de detecção de metabólitos foram definidos utilizando a normalização Z-score. No agru-
pamento hierárquico, o eixo y representa os metabólitos, e o eixo x representa os pacientes de acordo com 
a gravidade da doença. 
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APÊNDICE B 
Figura suplementar 2 

 

 
Figura 19: A glicocorticoide terapia foi capaz de reduzir as concentrações de acetilcolina no plasma 
e no aspirado traqueal de pacientes graves e críticos com COVID-19. GC: glicocorticoide; não-GC: 
sem glicocorticoide. (A) Concentração de acetilcolina plasmática (em pM mL-1) em pacientes com COVID-
19 em estágios graves  (n=9 não-GC; n=5 GC), ou críticos (Não GC n=6; GC n=9), da doença e que foram 
ou não tratados com glicocorticoides. (B) Concentração Concentração de acetilcolina no aspirado traqueal 
(em pM mL-1), em pacientes Controle Crítico (n=17), e Críticos (Não GC n=3; GC n=13). Os dados são 
expressos pela mediana ± IC95% (linha horizontal e linha vertical vermelha, respectivamente). (A) Os 
dados são expressos por boxplot. A linha central representa a mediana e o primeiro quartil (Q2), abaixo de 
Q2, está representado o primeiro quartil e acima de Q2, o terceiro quartil. As linhas verticais representam 
os valores mínimos e máximos. (B) Os dados são expressos pela mediana ± IC95% (linha horizontal e linha 
vertical vermelha, respectiva-mente). As diferenças entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney 
para dois grupos. Os valores de p específicos são exibidos em cada figura. As diferenças foram consideradas 
significativas em p < 0,05. 
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Tabela 6 - Parâmetros utilizados para quantificação de mediadores lipídicos pela LC-MS/MS 
APÊNDICE C 

Compostos IS Íons pais m/z Fragmento m/z 

*Janela de 0.05 Da      
LTC4 LTC4-d5 624.2969 272.0893 
LTD4 LTD4-d5 495.2531 143.0464 
LTE4 LTE4-d5 438.2312 235.1529 
RvD2 RvD1-d4 375.2170 141.0538 

6-keto-PGF1α 6-keto-PGF1α-d4 369.2274 163.1132 
PGG2 PGE2-d4 367.2121 235.0903 

10(S),17(S)-diHDoHE RvD1-d4 359.2222 153.0920 
PGF2α PGF2α-d4 353.2326 309.2179 
PGE2 PGE2-d4 351.2168 189.1294 
PGD2 PGD2-d4 351.2168 189.1295 

15-keto-PGE2 PGE2-d4 349.2017 287.1995 
11,12-diHETrE 5-HETE-d8 337.2377 167.1086 

LTB4 12-epi-LTB4-d4 335.2221 129.0552 
PGJ2 PGD2-d4 333.2065 189.1290 

11-HETE 12-HETE-d8 319.2272 167.1078 
5-oxo-ETE 5-oxo-ETE-d7 317.2116 203.1825 

15-deoxi-δ12,14-PGJ2 15-deoxi-δ-12,14-PGJ2-d4 315.1962 203.1422 
AA AA-d8 303.2324 259.2447 
EPA AA-d8 301.2172 257.2306 

11-trans-LTD4 LTD4-d5 495.2620 143.0468 
TXB2 TXB2-d4 369.2277 169.0874 

20-OH-PGE2 PGE2-d4 367.2119 287.1995 
7(R)-Maresin-1 RvD1-d4 359.2221 250.1228 
19-OH-PGB2 PGE2-d4 349.2015 175.1131 

14,15-diHETE 5-HETE-d8 337.2377 207.1393 
5,6-diHETE 5-HETE-d8 335.2211 115.0403 

PGB2 PGE2-d4 333.2067 175.1125 
5-HETE 5-HETE-d8 319.2275 115.0388 

12-oxo-ETE 5-oxo-ETE-d7 317.2116 153.1300 
20-OH-LTB4 12-epi-LTB4-d4 351.2195 129.0544 
6-trans-LTB4 12-epi-LTB4-d4 335.2248 129.0557 

    

  
Corte. Continuação na próxima página 
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Compostos IS Íons pais m/z Fragmento m/z 

12-HETE 12-HETE-d8 319.2289 179.1071 
15-oxo-ETE 5-oxo-ETE-d7 317.2145 113.0979 
5S,6R-LXA4 5S,6R-LXA4-d5 351.2192 217.1598 

8-HETE 5-HETE-d8 319.2297 155.0720 
PGH2 PGE2-d4 351.2186 271.2051 

12-HETE 12-HETE-d8 319.2291 179.1081 
20-HETE 15-HETE-d8 319.2293 289.2165 
15-HETE 15-HETE-d8 319.2351 175.1496 

5,6-DiHETrE 5-HETE-d8 337.2427 145.0513 
6-keto-PGF1α-d4 - 373.2534 211.1287 

TXB2-d4 - 373.2524 173.1132 
PGE2-d4 - 355.2424 275.2333 
PGD2-d4 - 355.2424 237.1451 

15-deoxi-δ-12,14-PGJ2-d4 - 319.2216 275.2341 
PGF2α-d4 - 357.2583 177.1486 
LTB4-d4 - 339.2479 183.0386 

5-HETE-d8 - 327.2791 116.0473 
12-HETE-d8 - 327.2791 184.1390 
15-HETE-d8 - 327.2791 226.1840 

5-oxo-ETE-d7 - 324.2554 210.2230 
RvD1-d4 - 350.2491 220.1764 
LTC4-d5 - 629.3274 272.0899 
LTE4-d5 - 443.2634 338.2218 
AA-d8 - 311.2832 237.0907 

LTD4-d5 - 500.2848 482.2772 
12-epi-LTB4-d4 - 339.2471 197.1152 
5S,6R-LXA4-d5 - 356.2491 222.190777 

    
 

 

 
77 Abreviação: IS: padrão interno, m/z: massa/carga. Os compostos com o subscrito d significam que eles 
são os mesmos padrões usados na curva de calibração, mas com átomos de deutério ao invés de hidrogê-
nio. 



APÊNDICES  |  143 
 

 

APÊNDICE D 
 

Tabela 7 - Fatores confundidores em mediadores lipídicos e ACh 

Variáveis confundidoras Controle Leve Moderado Grave Crítico P value 

Mediadores Lipídicos (AA, 5-HETE, and 11-HETE) 
Idade, média (IQR) 33 (27-44) 33 (26-43) 39 (30-48) 57 (48-78) 71 (57-78) <0.001 

Gênero, %      0.795 

Homem 7 (41.2) 5 (50.0) 6 (54.5) 7 (43.8) 7 (63.6) 
 

Mulher 10 (58.8) 5 (50.0) 5 (45.5) 9 (56.2) 4 (36.4) 

Comorbidades, %       

Diabetes, % 1 (5.9) 1 (10.0) 3 (27.3) 6 (37.5) 2 (18.2) 0.183 

Hipertensão, % 2 (11.8) 0 (0.0) 0 (0.0) 12 (75.0) 6 (54.5) <0.001 

Obesidade, % 4 (23.5) 2 (20.0) 3 (27.3) 2 (12.5) 1 (9.1) 0.7788 

ACh  

Idade, média (IQR) 30 (24-56) 42 (38-46) 48 (39-57) 75 (63-79) 65 (52-74) 0.026 

Gênero, %      0.290 

Homem 4 (66.7) 3 (60.0) 2 (50.0) 1 (16.7) 6 (75.0) 
 

Mulher 2 (33.3) 2 (40.0) 2 (50.0) 5 (83.3) 2 (25.0) 

Comorbidades, %       

Diabetes, % 0 (0.0) 1 (20.0) 1 (25.0) 3 (50.0) 1 (12.5) 0.282 

Hipertensão, % 2 (33.3) 2 (40.0) 1 (25.0) 5 (83.3) 3 (37.5) 0.360 

Obesidade, % 1 (16.7) 1 (20.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (25.0) 0.767 
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ANEXO I 
Parecer consubstanciado CEP-FCFRP-USP 
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ANEXO II 
Protocolo Aprovado pelo CEP-FCFRP-USP 

Notæ: Suprimem-se trechos do protocolo que estão sob sigilo, a fim de preservar a inte-
gridade intelectual dos demais pesquisadores que compõe o Consórcio IMUNOCOVID. 
As partes suprimidas, e, portanto, sigilosas, estão hachuradas de preto.  
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ANEXO III 
Questionário online aplicado para recrutamento de participantes  
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ANEXO IV 
Ficha de entrevista para voluntários controles e pacientes não nosocomiais. 
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ANEXO V 
Ficha de entrevista para pacientes e controles críticos nosocomiais 
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ANEXO VI 
Licença de uso de imagens do BioRender.com
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