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DESENVOLVIMENTO DE BIOMARCADORES PARA A COVID-19:
EXPECTATIVAS E REALIDADES

Lais de Oliveira Silva
Viviane Maria Barbosa de Souza
Prof. Dr. Raul Emidio da Silva!

Resumo: Entender como o Coronavirus tipo 2 da Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(doinglés, Severe Acute Respiratory Syndrome — Coronavirus-2) se comporta durante
seu processo de infeccdo € uma estratégia fundamental ndo sé para conter
propagacdo do virus, mas também para propor estratégias de tratamento e
diagnostico. Neste sentido, o uso de biomarcadores uma das estratégias de controle
ou monitoramento ja a bastante tempo empregadas, seja nesta ou em outras doencas
infecciosas, permitindo mensurar qual tipo de doenca acomete o individuo, a partir de
metabolitos gerados no organismo, oriundos direta e indiretamente da doenca que
estd em curso. Dessa forma o objetivo dessa revisao foi de explanar sobre as
expectativas e realidades quanto ao uso de biomarcadores para a COVID-19. Foram
selecionados os artigos de maior relevancia publicados no ano de 2020 até 2021,
utilizando as palavras “laboratory biomarkers” e “COVID-19” como descritores para
busca. De acordo com o levantamento feito através da base de dados Scopus
(Elsevier), foram encontradas 20 publicacbes relacionadas com o0 uso de
biomarcadores para COVID-19. E possivel vislumbrar que em breve novos tipos de
biomarcadores poderéo ser empregados tanto para o monitoramento da doenga como
para monitoramento da terapia, que vem sendo desenvolvida pela industria bem como
centros de pesquisa. Ainda assim, mais estudos precisam ser realizados para avaliar
a especificidade dos biomarcadores descritos nessa revisao.

Palavras-chave: SARS-CoV-2. Infeccéo viral. Diagnostico laboratorial.

!Graduado pela Universidade de Pernambuco (UPE) e pos-graduado pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Professor do nicleo de Farmacia no Centro Universitario Brasileiro (UNIBRA). E-mail:
raul.emidio@grupounibra.com



1 INTRODUCAO

Dentre os mais diversos tipos de doencas existentes a nivel mundial, as
infecc¢des virais estdo entre as mais comuns de ocorrerem, devido a uma variedade
de fatores externos como o ambiente propicio para proliferacdo dos virus, e internos,
como a susceptibilidade do hospedeiro. Essa afirmacdo é apoiada firmemente pelos
dados epidemiolégicos, que descrevem as infec¢des virais como uma das principais
responsaveis pela promocéo de doencas, seja de niveis mais simples até niveis mais
complexos de saude (HOLMES et al., 2017; JEFFERSON et al., 2020; HOUGHTON
et al., 2020; ONG et al., 2020; HAY et al., 2021).

Atualmente, uma das infec¢Oes virais que demonstra a grande viruléncia e
patogenicidade dos virus, colocou em xeque uma questao que merece ser levada em
consideracao: como uma doenca de origem viral deve ser realmente manejada? Bem,
sabemos agora, que a ciéncia ainda esta longe de ter a melhor resposta para essa
guestdo. A pandemia da COVID-19 mostra que a ciéncia é construida dia apoés dia,
nao € a toa que toda ciéncia, para ser considerada como tal, precisa demonstrar que
suas hipoteses podem ser confirmadas experimentalmente. E no caso, deste tipo de
doenca, é fundamental a presenca de parametros especificos, capazes de mensurar
gue o individuo acometido, esta realmente infectado por uma doenca de origem viral
(ALAM, 2020; MEDEIROS, 2020; AMANKWAH-AMOAH; KHAN; WOOD, 2021).

Entretanto, por se tratar de uma nova cepa com caracteristicas inclusive bem
diferentes da cepa que originou sua mutacdo (SARS-Cov-1), grande parte das
metodologias anteriores utilizadas para identificacdo do patégeno tiveram que ser
modificadas, considerando as novas caracteristicas dessa cepa, sendo esse um fator
gue dificultou a realizacdo de diagnosticos eficazes no inicio da pandemia. Dessa
forma, houve a necessidade de que esta nova cepa fosse isolada, para que respostas
pudessem ser obtidas sobre a maneira com que o SARS-CoV-2 era capaz de se
replicar e promover uma rapida propagacdo da doenca de forma a se espalhar para
diversas regides que eram distantes ao seu territério de origem (ARAUJO et al., 2020).

Entender como o Coronavirus tipo 2 da Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome — Coronavirus-2) se comportava
durante seu processo de infeccdo € uma estratégia fundamental ndo so6 para conter a
propagac¢éao do virus no mundo, mas também para propor estratégias de tratamento e
diagnostico (LOPEZ-DOLADO; GIL-AGUDO, 2020; MACKENZIE; SMITH, 2020;
MORENS et al., 2021; KANNE et al., 2021).



Neste sentido, uma das estratégias de controle ou monitoramento ja héa
bastante tempo empregadas, seja nesta ou em outras doencgas infecciosas, é 0 uso
de biomarcadores laboratoriais, que permitem mensurar qual tipo de doenca acomete
o individuo, a partir de metabdlitos gerados no organismo, oriundos direta e
indiretamente da doenca que esta em curso no individuo. Dessa forma, estes
componentes do sistema do proprio hospedeiro, podem ajudar a compreender qual
tipo de agente etioldgico € o responsavel pela doenca bem como entender em qual
guadro clinico o paciente se apresenta (HWANG; HWANG; BUENO, 2018; TRIBOLET
et al., 2020).
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2 OBJETIVO GERAL
Explanar sobre as expectativas e realidades associadas ao desenvolvimento

de biomarcadores laboratoriais utilizados para a COVID-19.

2.1 Objetivos especificos
e Descrever de maneira geral as caracteristicas biologicas do SARS-Cov-2;

e Destacar os principais biomarcadores indicados para COVID-19, seja para fins
de prognéstico;
e Descrever o uso destes biomarcadores, destacando a fase de estudo em que

foram aplicados bem como sua correlagdo com a doenca.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Epidemiologia da COVID-19

De acordo com os dados obtidos diretamente a partir da plataforma World
Health Organization Dashborad, para o ano de 2021, o nimero atual de casos até o
més de agosto foi de cerca de mais de 205 milhdes de novos casos, com mais de 4
milhdes de mortes. Deste nUmero, mais de 38% do numero de casos se concentra no

continente americano (Figura 1).

Figura 1 — Grafico retirado diretamente da plataforma World Health Organization
Dashborad, a qual mostra os dados de niumero de casos notificados descritos por
regido global.
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Fonte: WHO, 2021.

Grande parte dessas infeccOes detectadas nas Américas sao decorrentes de
paises como Estados Unidos e Brasil, que juntos correspondem a mais de 70% do
numero de casos no continente (WHO, 2021). Em relacdo ao niamero de mortes, 0
comportamento é bastante semelhante, onde mais de 17% dos Obitos se
concentraram até o momento, nestes dois paises. Em relacdo a taxa de vacinacdo ha
uma completa mudanca de cenario ndo sé entre os dois paises, mas entre varios

paises desenvolvidos do continente europeu, como mostra a figura 2 (WHO, 2021).
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Figura 2 — Vacinacao entre paises do continente americano e europeu. Dados
obtidos no dia 14 de agosto de 2021.
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Estes resultados s&o alarmantes para o Brasil, pois evidenciam que o numero
de pessoas completamente vacinadas (i. e., pessoas que vacinadas com todas as
doses) considerando toda a populacéo do territorio, esta bem abaixo do esperado. E
claro que a populacéo do Brasil em relagéo aos outros paises Europeus € bem maior,
mas isso ainda assim nédo justifica o baixo numero de vacinados, visto que os Estados
Unidos mesmo apresentando uma populacado bem acima dos outros paises esta bem
a frente do Brasil (WHO, 2021).

3.2 Caracteristicas do SARS-CoV-2
O SARS-CoV-2 é um coronavirus pertencente a ordem das betacoronaviroses,

uma classificacéo feita com base na organizacdo de seu genoma, que € bastante
semelhante ao SARS-CoV-1 e ao MERS-CoV (Coronavirus da sindrome respiratoria
do Oriente Médio). Todos estes virus possuem seis estruturas basicas: enzimas de
hidrolise de proteinas (proteases) e replicacdo (replicases), proteina Spike (S),
nucleocapsideo, membrana e envelope. A semelhanca entre SARS-CoV-1 e SARS-
CoV-2 acontece até mesmo em relacdo ao proteoma, havendo uma conservacao de
mais de 90% dos aminoacidos (SHANG,; LI; NING, 2020; HU et al., 2021). A figura 3

mostra o genoma do SARS-CoV-2 e as proteinas resultantes de sua codificacéo.
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Figura 3 — Genoma do SARS-CoV-2
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Estudos filogenéticos (figura 4) evidenciaram o alto grau de similaridade dessa

nova cepa em relacdo ao SARS-CoV-1 e demais coronavirus através de analises

realizadas em morcegos. Esta avaliacdo fez com que o SARS-CoV-2 fosse agrupado

em um subgénero dos betacoronavirus e classificado filogeneticamente como um

coronavirus relacionado com o SARS (SARS-CoV), que sao cepas presentes
exclusivamente em morcegos (CIOTTI et al.,, 2020; KOZLOVSKAYA et al., 2020;
WANG et al., 2020).
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A principal diferenca encontrada nestas andlises ocorre no numero de total de
aminoacidos, que é mais elevado para o0 SARS-CoV-2 de todas estas outras cepas
virais. Embora esse numero ndo seja tao distante (1.273 aminoacidos) em relacao as
outras espécies (SARS-CoV (1.255) e SARSr-CoVs (1.245 até 1.269)), suas
caracteristicas podem sim ser bem diferentes, ainda mais no que diz respeito a
patogenicidade bem como a viruléncia desta nova espécie (HU et al., 2021). E
justamente neste aspecto que o0 SARS-CoV-2 consegue apresentar caracteristicas
peculiares, como o tipo de proteina S, que apresenta quatro residuos de aminoacidos
(prolina, arginina, arginina e alanina) caracteristicos em sua superficie que
apresentam uma complementariedade molecular com biomacromoléculas presentes
nas células humanas, facilitando o processo de penetracdo neste organismo (HU et
al., 2021).

3.3 Principais caracteristicas fisiopatolégicas da COVID-19
O SARS-CoV-2 assim como outros coronavirus, é capaz de infectar uma

variedade de células de um individuo, no entanto, sabe-se que uma das principais
caracteristicas dessa classe de virus é a promocéao de infec¢des das vias respiratorias,
devido ao tropismo que estes agentes apresentam pelas células que compdem esse
tecido (BONNY et al., 2020). Devido as caracteristicas Unicas apresentadas
anteriormente nesta espécie (SARS-CoV-2); ao chegar no tecido pulmonar, sua
capacidade replicativa esta bastante aumentada, gerando elevados danos celulares
gue culminam na morte das células pulmonares (BONNY et al., 2020; COSTELA-RUIZ
et al., 2020).

Outros tecidos como coracao, figado, vasos sanguineos e cérebro, também
estdo sujeitos a infeccao pelo SARS-CoV-2, e isso se da devido ao alvo utilizado pelo
virus como “porta de entrada”, que é a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2),
que apresenta isoformas presentes em outras espécies como porcos, macacos,
coelhos e cachorros; razao pela qual estes organismos também podem ser infectados
por este virus, mas sem a possibilidade transmissao da doenca. Estudos realizados
com estruturas cristalograficas mostram as regifes de dominio de ligacdo (Region
Binding Domain) bem como os motivos proteicos (principais aminoacidos) de ligacao
ao receptor (Receptor Binding Motif) ECA-2 com o SARS-CoV-2. Estes estudos
mostram que o virus apresenta 5 residuos de aminoacidos (leucina 445, fenilalanina

486, glutamina 493, serina 494 e asparagina 501) que proporcionam uma interacéo



15

de maior afinidade com a ECA2 humana (BOSSO et al.,, 2020; HU et al., 2021,
MUSAVI et al., 2021).

ApoOs a ligacdo ao receptor da ECA-2, o virus precisa ter suas subunidades
proteicas clivadas para entéo ser capaz de penetrar na célula, sendo necessario o uso
de proteases do hospedeiro para catalisar o processo de entrada. A proteina serina
protease transmembrana 2 (TMPRSS2) realiza essa fungéo, utilizando o residuo de
serina, que é um grupamento nucleofilico capaz de promover o ataque no carbono da
carbonila que compde os residuos de aminoacidos presentes na subunidade 1 da
proteina S. Tecidos como o pulmédo, apresentam células epiteliais, que possuem um
elevado nimero de TMPRSS2 bem como ECA-2 em sua superficie, justificando o
porqué que o SARS-CoV-2 tem uma grande afinidade pelo sistema respiratorio
(STOPSCAK et al., 2020; STROPE; CHAU, 2020).

Como consequéncia, o0 virus consegue entrar facilmente nas células epiteliais
do pulméo, chegado aos alvéolos pulmonares rapidamente, no qual sua replicacéo
nesta regido causa uma rapida resposta por parte do sistema imune do hospedeiro,
promovendo a producéo de citocinas pro-inflamatorias que gerando um alto estresse
oxidativo, que destroi o virus, mas, a0 mesmo tempo provoca danos irreversiveis para
as células do trato respiratério (ZIEHR et al.,, 2020). O fendmeno denominado
sindrome respiratéria aguda grave (Syndrome Acute Respiratory Several), é
justamente esse comprometimento da troca gasosa devido a essa proliferacdo e
consequentemente destruicdo dos alvéolos pulmonares, que se nao tratado com
medidas de intervencao, pode levar morte a dos individuos em questao de dias (ZINI
et al., 2020; CARCATERRA; CARUSO, 2021). A figura 5 mostra como o virus utiliza

a ECA-2 para conseguir penetrar a célula humana.
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Figura 5 — Mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 comprovado experimentalmente.
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Fonte: YANG et al., 2020.

3.4 Relevantes achados laboratoriais
Para que casos de SARS ndo venham a ocorrer, € imperativo que intervencdes

sejam realizadas bem antes do comprometimento do sistema respiratdrio, e para isso,
a realizacdo de analises laboratoriais sdo fundamentais, pois permitem determinar
niveis circulantes do virus, através de parametros analiticos obtidos de amostras de
fluidos do hospedeiro. A partir destes dados, € possivel determinar em qual fase de
infeccdo o individuo se encontra, no qual resultados presentes na literatura,
demonstram importantes achados laboratoriais j& definidos com relacdo a infeccéo
provocada pelo SARS-CoV-2 (STALLARD et al., 2020; TSOUNGUI et al., 2021).

Em relacéo &s dosagens de células imunoldgicas e hematoldgicas, sabe-se que
individuos infectados podem apresentar uma producdo diminuida dessas células,

devido inducédo de apoptose mediada pela producéo de interleucina-1 (IL-1), havendo
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também a supressao de células precursoras tanto de origem mieloide quanto linfoide.
Linfécitos CD4+ e CD8+ e células assassinas naturais (NK), mas nesse caso em altos
niveis (PIZZOL et al., 2020; XAVIER et al., 2020; GOUDOURIS, 2021).

Para parametros bioquimicos, ha um grande aumento dos niveis de proteina C
reativa (PCR), D-dimero, ferritina, lactato-desidrogenase (LDH), tempo de pro-
trombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), transaminase
glutdmico pirtvica (TGP), proteina amiloide sérica, creatinina cinase (CK), ureia e
creatinina. IL-6, IL-8, IL-10, interferon gamma (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e o fator estimulador de colénias granulociticas (GM-CSF), sé&o
biomarcadores da resposta imunolégica encontrados em niveis elevados (LOU et al.,
2020; TANG et al., 2020; GOUDORIS, 2021).

Exames de imagem, como raio-X, tomografia computadorizada e
ultrassonografia pulmonar, sdo ferramentas eficazes lancadas a mao, que possuem
uma grande eficacia seja para o diagnéstico bem como para determinacdo do quadro
clinico dos pacientes (KHUZANI; HEIDARI; SHARIATI, 2021; SHAH et al., 2021).

Embora ja estas ferramentas sejam eficazes para determinacdo da grande
maioria das infecgbes, estas analises ainda ndo apresentam parametros que sejam
especificos para o diagndstico da COVID-19. As dosagens laboratoriais por exemplo,
se baseiam em parametros que estao presentes em diversas doencas inflamatorias,
de forma que individuos com comorbidades, que é o principal grupo de risco da
doenca, acabam ndo sendo avaliados da melhor maneira possivel. Além disso,
diversas outras doencas de origem viral como é o caso das arboviroses, podem ser
as responsaveis pelas alteracbes dos parametros fisioldgicos, gerando resultados
falso-positivos. E no caso dos testes por imagem, embora seja uma ferramenta chave
para o diagndstico, seu uso restrito a pacientes graves e os elevados custos de
realizacdo desse exame tornam essa ferramenta uma alternativa dispendiosa, devido
também ao tempo de andlise realizada em cada paciente (ALBAHRI et al., 2020;
APOSTOPOULOS; MPESIANA, 2020; GOMES et al., 2020).

Dessa maneira, uma alternativa cada vez mais promissora € o0 uso de
biomarcadores especificos para a COVID-19, que possam ser futuramente
incorporados em exames laboratoriais de rotina. Além disso, a cada dia novos relatos
sobre caracteristicas fisiopatolégicas evidenciam a busca por biomarcadores que
melhor se correlacionem com todos os dados encontrados (NUNO et al., 2020; PONTI
et al., 2020; DEVAUX; LAGIER et al., 2021; PIOTROWICZ et al., 2021).
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3.5 Biomarcadores: conceitos e aplicagdes

Um biomarcador, também chamado de marcador biolégico, trata-se de uma
ampla classe de sinais apresentados pelo paciente durante um percurso de uma
doenca, no qual esses sinais devem ter uma relacéo direta com o processo patolégico,
fisioldgico e até mesmo com uma resposta farmacolégica, sendo passivel de medicao
e que apresente reprodutibilidade. Resumidamente, um biomarcador é entao,
qualquer substancia produzida pelo corpo ou um parametro fisico mensuravel, desde
gue a mesma tenha uma relacdo direta com a predicdo de um dado clinico de um
individuo. A partir desta definicdo, pode-se considerar diversos de parametros clinicos
como exemplos de biomarcadores, sejam eles agentes fisicos, como a pressao dos
vasos sanguineos ocasionada pelo bombeamento de sangue através do corac&o ou
agentes quimicos sejam eles substancias inorganicas, como a determinagcdo de
eletrdlitos (K+, Na+, Ca2+), ou organicos (proteinas plasmaticas) (STRIMBU; TAVEL,
2010).

Ainda assim, o termo biomarcadores € geralmente atrelado a compostos em
sua maioria organicos, que de preferéncia estejam relacionados com vias bioquimicas
e transcricionais relacionadas com o a doenca de interesse. Dessa forma, grande
parte dos estudos que vém sendo feitos atualmente para descoberta e
desenvolvimento de biomarcadores tem como foco a analise protebmica e expressao
génica, de forma a descrever marcadores biologicos estritamente relacionados com
uma ou varias doencas, aumentado a eficacia ndo sé no diagndstico, mas também a
predicdo de possiveis doencas que um individuo possa ter. Entretanto, o nimero de
biomarcadores aprovados para uso clinico, se comparado com a quantidade de
pesquisas, ainda € bem baixo, no qual em 2011 apenas 100 dos 150 mil
biomarcadores estudados foram validados clinicamente (POSTE, 2011).

Ainda assim, ndo se pode negar que o uso de biomarcadores € uma das
estratégias mais promissoras para propostas de tratamento baseada neste parametro
bem como no monitoramento de pacientes, no qual seu uso permite uma significativa
reducdo de custos associados ao manejo clinico dos pacientes (POSTE, 2011,
SELLECK; SENTHIL; WALL, 2017).

4. METODOLOGIA
A pesquisa foi realizada utilizando artigos cientificos publicados nas principais

revistas de divulgacdo cientifica de ambito internacional, sendo utilizada a base de
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dados Scopus para a construcao dos resultados. Foram selecionados os artigos de
maior relevancia publicados no ano de 2020 até 2021, utlizando as palavras
“laboratory biomarkers” e “COVID-19” como descritores para busca. Para critérios de
selecdo, foram selecionados apenas os artigos que tiveram uma relacao direta com
os descritores utilizados contendo resultados experimentais. Ja artigos publicados em
periodos anteriores ao intervalo mencionado ou publicados em portugués foram

desconsiderados para descri¢cao dos resultados.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o levantamento feito através da base de dados Scopus
(Elsevier), foram encontradas 20 publicacbes relacionadas com o0 uso de
biomarcadores para COVID-19. A figura 6 mostra de forma mais detalhada, os artigos
publicados de acordo com a principal area de estudo relacionada.

Figura 6 — grafico sobre biomarcadores classificados por area.

Nursing (3.7%) \

Neuroscience (3.7%)
Agricultural an... (3.7%) — g

Multidisciplina... (7.4%) \

Immunology and ... (14.8%) — Medicine (51.9%)

/

Biochemistry, G... (14.8%)

Fonte: Scopus (Elsevier).

A partir da avaliacdo dos 20 artigos selecionados, foi realizada uma nova
inspecdo dos contetdos abordados, sendo construido um quadro contendo apenas
os trabalhos que tratassem especificamente do uso de biomarcadores para a COVID-
19 (13 artigos).



20

Quadro 1. Avaliagédo de biomarcadores para a COVID19

Tipos de

biomarcadores

Tipo de estudo

N° de amostras

Referéncias

Prote6mica Clinico 59 PATEL et al.,
2021
Metabdlitos da Clinico 148 ZELZER et al.,
vitamina D 2021
Transcriptoma Clinico NE HAMMOUDEH et
al., 2021
indice de estresse e Clinico 100 LUFT et al., 2021
ativacao endotelial
Dosagens Clinico 1 LOPES et al.,
bioquimicas 2021
Status de Clinico 105 GALBRAITH et
soroconversao al., 2021
Protedmica Clinico 1980 RICHARDSON et
al., 2021
Calprotectina Clinico NE MAHLER et al.,
2021
Contagem completa Clinico 379 LANINI et al.,
de células 2020
D-dimero Clinico 324 Pi1ZZl et al., 2020
Dosagem de Clinico 306 MORENO-P et al.,
potassio 2020
Dosagens Clinico 102 ZHU et al., 2020

bioquimicas
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Dosagens Clinico 225 MOUSAVI et al.,

hematologicas 2020

Legendas: NE (N&o especificado).

5.1 Finalidade dos biomarcadores

Como visto na figura 6, mais da metade dos artigos estéo relacionados aos
estudos com a area de tratamentos para COVID-19, seguido por estudos bioquimicos
e imunologicos, havendo também outras &reas relacionadas ao estudo de
biomarcadores em menor proporcdo. Este resultado demonstra que o uso de
biomarcadores para a COVID-19, esta muito além do diagnéstico da doenca, que ja
vem sendo feito, e muito eficazmente, pelas técnicas de biologia molecular
(VANDENBERG et al., 2021).

Os resultados encontrados aqui mostram que o0 objetivo do uso de
biomarcadores para esta doenca tem na verdade uma finalidade de compreender os
efeitos causados pelo SARS-CoV-2 sobre o organismo de individuos infectados, de
forma a compreender os efeitos deletérios causados pelo patégeno. Dessa forma, o
uso destes biomarcadores pode ser considerado como importantes ferramentas de
avaliacdo do quadro dos pacientes e monitoramento dos efeitos causados pelo uso
de substancias dotadas de atividade farmacoldgica (BAIRI et al., 2019).

N&o é de hoje que o uso de biomarcadores deixou de ser algo voltado apenas
para o diagnostico de doencas, sendo uma grande ferramenta aplicada tanto a
avaliacado clinica quanto a terapia individualizada. O uso dessa estratégia € bastante
comum na avaliacdo de farmacos antitumorais, especialmente para o tratamento de
cancer com elevada expressdo de genes de receptores associados ao fator de
crescimento epidérmico (EGFR) e vascular (VEGFR). Outros exemplos de alvos
considerados como marcadores para 0 monitoramento sdo a calprotectina,
interleucina-2, fator ativador de células T (NFAT), mTOR, namero de células linfoides
ou mieloides, RAS, KIT, PDL-1, 2-hidroxi-glutarato (2-HG), P53, BRACA1, BRACAZ2,
FLT3, ALK (SELLEK; SENTHIL; WALL, 2017; BAIRI et al., 2019; THEILE; CHO, 2019).

Ainda que grande parte do uso de biomarcadores esteja voltado para a
avaliacdo da terapia antitumoral, esta abordagem n&o se limita apenas a investigacao
de farmacos para esse tipo de doenca. O uso de biomarcadores também vem sendo
empregado para avaliacdo das propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas de

farmacos antivirais utilizados no tratamento da sindrome da imunodeficiéncia
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adquirida (AIDS) através da determinacédo dos niveis de RNA e células CD4+ bem
como para hepatites virais (B e C), determinando os niveis de antigenos, anticorpos e
RNA virais circulantes (ALLAN et al., 2020; NG et al., 2021).

5.2 Tipos de biomarcadores encontrados

De acordo com os dados descritos no quadro 1, é possivel perceber uma
variedade de tipos de biomarcadores, sejam eles achados laboratoriais classicos
presente em fluidos biolégicos (dosagens bioquimicas, hematoldgicas, eletrdlitos,
proteinas plasmaticas, metabdlitos séricos) bem como andlises moleculares
(protedmica e transcriptoma) que sdo abordagens nao-classicas que estdo sendo

cada vez mais avaliadas.

5.2.1 Biomarcadores classicos

Grande maioria dos trabalhos descritos no quadro 1 (8 dos 13 descritos)
descrevem o uso de biomarcadores classicos que podem ser utilizados para a COVID-
19. Fazendo uma andlise ainda mais minuciosa, estes biomarcadores podem ser
subdivididos em: metabdlitos (2 trabalhos) eletrdlitos (1 trabalho), proteinas (2

trabalhos) e células (2 trabalhos).

5.2.1.1 Metabdlitos e eletrolitos

Os metabdlitos sdo um dos parametros mais utilizados como biomarcadores
devido as suas vantagens em relacdo a outros componentes como facilidade de
serem dosados, custos associados com sua prospeccao, boa correlagdo com uma
variedade de doencas, além de serem uma das melhores formas de analisar as
expressdes a jusante (i.e., periféricas) do fenétipo humano para um dado fendmeno
observavel, seja ele fisioldégico ou patologico. Nao € a toa que a metabolémica (area
gue tem por finalidade determinar o perfil metabdlico de um organismo) € uma das
linhas de pesquisa que mais cresce com o passar dos anos, sendo utilizada para fazer
diversas correlacdbes com uma variedade de doencas a partir dos diferentes
metabalitos produzidos (ZHANG et al., 2015).

Neste sentido, 0 uso de metabdlitos como biomarcadores para COVID-19 vem
demonstrando resultados positivos de correlacdo com a doenca, no qual os trabalhos
encontrados aqui analisam a real contribuicdo desses tipos de biomarcadores. O uso
de metabdlitos da vitamina D, tém-se mostrado como um parametro confiavel de

determinacdo da resposta imune de individuos com doencas infecciosas, devido as
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propriedades imunomoduladoras que os metabdlitos hidroxilados (25(OH)Ds,
25(0OH)D,, 24,25(0H).D; e 25,26(0OH).D;) podem apresentar durante O processo
inflamatério (TROJA et al., 2021).

Como um dos fenébmenos resultantes da infeccao pelo SARS-CoV-2 é uma alta
resposta pré-inflamatéria, caracterizada por picos de liberacdo de citocinas
(tempestades de citocinas), pesquisas foram realizadas para determinar se haveria
uma correlacao dos niveis séricos desses metabdlitos da vitamina D com o aumento
na gravidade do quadro dos pacientes infectados pelo novo coronavirus. Entretanto,
o estudo coorte realizado com amostras sanguineas de 148 pacientes demonstrou
gue nao existe uma boa correlagcéo entre os produtos resultantes do metabolismo da
vitamina D com o quadro clinico dos pacientes, descartando entdo o uso de um
regulador ja conhecido como um possivel biomarcador para a COVID-19 (ZELZER et
al., 2020).

Ja para determinacdo seérica dos subprodutos resultantes da degradacéao de
fibrina (D-dimero) houve uma correlacdo bastante significativa entre os valores desse
metabalito na corrente sanguinea com o numero de pacientes infectados por SARS-
CoV-2. O estudo realizado por Pizzi e colaboradores (2020) avaliou os parametros de
coagulacao e tromboembolismo venoso de 324 pacientes com sindromes respiratoria
come sema COVID-19. Como ja era sabido que o D-dimero é um biomarcador padréo
para avaliacdo de disturbios trombdticos, especulou-se que a sindrome respiratoria
ocasionada pelo novo coronavirus poderia ser avaliada mediante a determinacéo dos
niveis séricos desse metabdlito. Embora os achados tenham sido positivos, o uso de
desse biomarcador ndo garante especificidade para os pacientes infectados, visto que
a analise das amostras dos individuos néo infectados que apresentavam problemas
tromboticos foi préxima dos niveis de D-dimero presentes nas amostras dos
individuos infectados. Sendo assim, o0 uso desses metabdlitos para a COVID-19 ndo
permite uma avaliacéo especifica para essa doenca (PlZZl et al., 2020). Ainda assim
esses dados sdo relevantes, uma vez que estimulam a busca por novos
biomarcadores que sejam mais correlacionados com essa infeccao viral (JOHNSON
et al., 2019 PI1ZZl et al., 2020).

Assim como o0s metabdlitos, o uso de eletrélitos como biomarcadores embora
seja comum, ndo vem sendo tdo empregado devido sua baixa especificidade,
podendo este ser correlacionado com uma grande variedade de enfermidades. Ainda

assim, o estudo realizado por Moreno e colaboradores (2020) teve como objetivo
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determinar a correlagdo existente entre os baixos de niveis de potéassio sérico com 0s
casos mais graves de SARS provocados pelo coronavirus tipo 2. O estudo realizado
com 306 pacientes verificou que a hipocalemia era um achado clinico relevante em
pacientes infectados em estado grave, no qual o0s autores concluem que a
determinacdo dos niveis de potadssio como um biomarcador para casos graves da

doenca se apresenta como um bom candidato preditivo.

5.2.1.2 Proteinas e células como biomarcadores

O uso de proteinas como biomarcadores em relacdo aos metabdlitos pode ser
uma estratégia mais promissora no que diz respeito a busca por marcadores
especificos para a COVID-19. Existem uma variedade de estruturas proteicas que
podem ser utilizadas como biomarcadores, sendo sua selecao feita de acordo com
sua distribuicéo tecidual, facilidade de ser medida na amostra de interesse bem como
0s custos associados a essa analise (RUCEVIC; JOSIC, 2011; WANG et al., 2018).

Além disso, diversos tipos de proteinas com fun¢des catalisadoras, estruturais,
carreadoras ou até mesmo imunes, podem ser utilizadas como biomarcadores, no
gual essas estruturas apresentam uma relacdo mais intrinseca com 0S processos
fisiopatologicos (ZARAGOULIDIS et al., 2015; SANDERS, 2018; GURURAJA RAO,
2020). O uso de células também é um parametro previamente validado, sendo
utilizado em exames de rotina laboratoriais para o diagnostico, prognoéstico e
tratamento de varias doencas (ZHANG; PARIKH, 2019; PONTI et al., 2020).

Portanto, como ja era de se esperar, os trabalhos que descreveram o uso de
proteinas bem como contagem de células determinadas através de dosagens
bioquimicas (ZHU et al.,, 2020; LOPES et al.,, 2021; MAHLER et al.,, 2021) e
hematolégicas (MOUSAVI et al., 2020 e LANINI et al., 2021), apresentaram resultados
com uma alta correlacdo com o desenvolvimento da doenca. Ainda assim, vale
mencionar que estes trabalhos fizeram o uso de biomarcadores padrdes ha bastante
tempo ja utilizados como a proteina C reativa, D-dimero, calprotectina, tempo de
protombina (TP) e tromboplastina parcial ativada (TTPA), transaminases (ALT e AST),
albumina, creatina quinase, lactato desidrogenase (LDH) e séries de células
vermelhas, brancas e seus componentes (plaquetas e anticorpos), sendo todos estes
parametros de processos inflamatérios presentes em varias doencas (SUKLAN et al.,

2021). Esse fator justifica o baixo nimero de trabalhos encontrados nesta area (4 dos
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13 trabalhos), visto que o objetivo dessa revisao é descrever o uso de biomarcadores

especificos para essa doenca ou até mesmo novos tipos de biomarcadores.

5.2.2 Biomarcadores nao-classicos

Como visto no quadro 1, foram encontrados 5 trabalhos descrevendo sobre
analises da COVID-19 por meio de estratégias de investigacdo emergentes como
analise de uma grande variedade de proteinas (prote6mica) e dos principais genes
transcritos (transcriptoma) sendo, portanto, estes estudos descritos aqui como

biomarcadores nao classicos e relatados individualmente nos topicos a seguir.

5.2.2.1 Analise por protedmica e transcriptoma

Os diversos processos deletérios resultantes da infeccdo pelo SARS-CoV-2
ainda estdo sendo avaliados, pois até 0 momento muitos tipos de manifestacoes
clinicas vém sendo detectadas devido as caracteristicas fisiopatolégicas dessa nova
cepa ainda estarem sendo investigadas (ISRAFIL et al., 2021). Dito isso, uma analise
conjunta de uma grande variedade de proteinas presentes nos mais diversos tecidos
pode fornecer informacgdes preciosas sobre quais vias do organismo hospedeiro sao
afetadas durante o percurso da doenca.

Com o intuito de compreender a razéo pela qual individuos podem apresentar
diversos graus de severidade respiratoria causada pela infeccéo por SARS-CoV-2, 0
trabalho feito por Patel e colaboradores (2021) analisou o perfil de proteina expressas
no sangue que poderiam estar correlacionadas com os graus leves, graves e criticos
da doenca. Para isso, foram analisados cerca de 368 proteinas em cada individuo
através de um imunoensaio de alto rendimento utilizando a técnica de ensaio por
extensdo e proximidade, que utiliza anticorpos marcados com oligonucleotideos que
apresentam uma complementariedade especifica para cada proteina de interesse
presente no fluido biolégico, no qual essa ligacdo flanqueia reacbes em cadeia da
polimerase (PCR) que é entdo quantificada em tempo real para gerar os resultados
gue estdo expressos em termos da concentracao das proteinas. O estudo demonstrou
gue a extensa andlise protebmica foi capaz de identificar cinco novas proteinas
(CKAP4, Gal-9, IL-1ra, LILRB4 e PD-L1) associadas diretamente com a gravidade da
doenca, sendo a concentracdo dessas proteinas proporcional ao aumento do grau de
severidade dos pacientes. De acordo com as conclusfes desse estudo, 0s autores

propdem uma plena investigacdo dessas proteinas que podem futuramente serem
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utilizadas como biomarcadores para a doenca ou até mesmo como potenciais alvos
terapéuticos auxiliando na busca por antivirais.

Outro estudo semelhante realizado por Galbraith e colaboradores (2021) dessa
vez tendo como foco o status de soro-conversao (i.e., producdo de anticorpos) fora
realizado a partir de uma analise transversal multidmica, que permitisse correlacionar
a producao dessas imunoglobulinas com as variacdes no estado fisiopatol6gico da
doenca de cada paciente. As amostras de sangue de 105 pacientes divididos em
infectados (73) e néo infectados (32) foram avaliadas através de ensaios de soro-
conversdo combinadas com ferramentas de analise protedmica (espectrometria de
massas, citometria, imunoensaio entre outras...). Os autores afirmam que ha uma
correlagéo proporcional entre o aumento da producéo de anticorpos com a melhora
do estado clinico do paciente.

Outro estudo avaliou sistematicamente o desenvolvimento da patogénese do
SARS-CoV-2 com 10 fatores de risco cardiometabodlicos e expressées genéticas em
individuos fumantes diagnosticados com a fase grave da SARS provocada pelo novo
coronavirus. Mais uma vez, assim como nos estudos anteriores descritos, foram
descobertas correlacfes significativas entre o estagio da doenca pacientes com as
analises dos niveis de 97 proteinas circulantes. Foram encontrados cerca de 105
efeitos de correlacdo entre os fatores de risco com os niveis de proteinas circulantes,
como por exemplo uma correlagdo entre o indice de massa corporal (IMC) com a
presenca de 23 proteinas na corrente sanguinea, sendo algumas delas ja conhecidas
por participarem de processos inflamatorios como a PCR e imunoglobulinas, que
estiveram desreguladas conforme valores ruins de IMC. Além disso, o estudo também
conseguiu detectar uma elevada presenca de glicoproteina 130, uma proteina soluvel
responsavel por estimular a producdo de citocinas pro-inflamatérias como a IL-6
(VILLAR-FINCHEIRA et al., 2021).

Assim como um conjunto de proteinas € capaz de fornecer caracteristicas
fisiopatolégicas da doenca, a investigacdo dos transcritos do DNA (transcriptoma)
também permite compreender o fendtipo de doencas, pois a partir da analise do RNA
€ possivel determinar as proteinas expressas a partir da fase de traducdo (WANG et
al., 2021; ZHANG et al., 2021). Dessa forma, um estudo realizado com amostras de
autoépsia de tecidos pulmonares, renais, hepaticos de paciente com COVID-19 nos
mais diversos estagios foi capaz de detectar a expresséo de diferentes transcritos

para cada grau da doenca. Através de ferramentas de bioinformatica e biologia
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molecular, os pesquisadores foram capazes de realizar uma correlagao dos efeitos
gerais da infecgdo por SARS-CoV-2 com o perfil transcriptomico dos tecidos
mencionados anteriormente. Uma analise de grupamento permitiu visualizar a
presenca de transcritos diretamente associados com a replicagéo viral, como RNAs
associados com a expressao de receptores metabotropicos (GPCR), fatores de
crescimento (WNT, TGF-) e sinalizagéo intracelular (mTOR) e uma regulagéo para
baixo de diversas proteinas relacionadas com atividades metabolicas e traducao de
novas proteinas, sendo esses efeitos mais pronunciados no figado e rim quando
comparados com o coracéo e pulmao.

A pesquisa também avaliou a presenca de genes relacionados com a
tempestade de citocinas nos tecidos pulmonar e extrapulmonar com o objetivo de
avaliar os resultados encontrados anteriormente em outros trabalhos, que descrevem
esse mecanismo como fundamentalmente importante para promocédo dos efeitos
severos no trato respiratorio e outros orgaos. Foi perceptivel que o tecido pulmonar
apresentou tanto uma diferenca no nimero quanto no tipo de citocinas em relagcéao
aos outros tecidos avaliados (coracdo, figado e rins), como por exemplo baixa
regulacéo de IL-6, CSF3, IFNG e CSF1.

Esses achados confirmam a producdo descontrolada de citocinas que séo
induzidas pelo SARS-CoV-2, justificando 0 uso dessa estratégia de analise como
potencial meio para utilizac&o de diversos transcritos como biomaracadores como por
exemplo a expressao diferencial de uma variedade de membros da familia do fator de
necrose tumoral (TNF), que foram encontrados supraregulados nas amostras dos
pacientes infectados nos maiores graus de severidade exclusivamente no figado,
evidenciando a contribuicdo do sistema hepatico na exacerbacéo da inflamacéao.

Com o intuito de também avaliar a expressao de proteinas associadas com a
ocorréncia de casos graves da doenca, Luft e colaboradores (2021) realizaram um
estudo de indice de estresse e ativacdo endotelial (EASIX) como uma ferramenta
preditiva de disfuncdes endoteliais associadas com os mecanismos fisiopatoldgicos
do SARS-CoV-2. Através dessa ferramenta os autores foram capazes de descrever
uma correlacdo entre a idade, sexo, e comorbidades com a presenca de proteinas
relacionadas com danos endoteliais (angiopoietina-2, CXCL8, CXL9 e IL-18), que

foram ainda mais pronunciados nos pacientes em estagio mais grave da doenca.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
De acordo com questao abordadas nessa revisao, foi possivel compreender

gue o SARS-CoV-2 apresenta caracteristicas peculiares que o diferem de outras
cepas ja conhecidas que pertencem a mesma familia, o que justificando a descri¢éo
de uma nova doenca relatada no final de 2019. As caracteristicas obtidas através de
mutacdes do SARS-CoV-1, fizeram com que esse novo coronavirus fosse capaz de
se espalhar rapidamente ocasionando mortes em massa em todo o mundo.

Dessa forma a busca de estratégias de prevencéo, controle das infec¢cdes bem
como manutenc¢ao do quadro clinico dos pacientes ainda € um dos principais desafios
no presente cenario, visto que a pandemia ainda néo foi completamente controlada.
Ainda assim os resultados obtidos nessa revisdo mostram o0 cenario promissor no que
diz respeito a desenvolvimento de biomarcadores, visto que os trabalhos aqui
encontrados mostram que € possivel o uso de parametros biologicos que se
correlacionam bem com a doenca. Sendo assim € possivel vislumbrar que em breve
tipos de biomarcadores poderédo ser empregados para 0 monitoramento da terapia,
gue também vem sendo desenvolvida pela industria bem como por centros de
pesquisa. Ainda assim mais estudos precisam ser realizados para avaliar a

especificidade dos biomarcadores descritos nessa reviséo.
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