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RESUMO

A sindrome pés-COVID manifesta-se como uma condigdo pés-infeccao por
SARS-CoV-2, caracterizada por sintomas persistentes e multifacetados que afetam
pacientes independentemente da severidade inicial da infecgdo. Neste estudo de
coorte observacional prospectivo de trinta meses, avaliamos os sintomas cognitivos
de longo prazo das condigbes pdés-COVID em individuos com casos leves de
COVID-19 e examinamos os niveis de citocinas como um potencial biomarcador
para neuroinflamagdo. A analise incluiu 216 participantes com uma média de 17
anos de escolaridade, sendo que 82,88% mantiveram desempenho cognitivo
normal, enquanto 17,12% apresentaram comprometimento cognitivo persistente.
Citocinas como IL-1 alpha, IP-10 (CXCL10) e NGF beta foram associadas a um
aumento na chance de comprometimento cognitivo, enquanto IL-6, IL-21, VEGFD e
PIGF-1 foram associadas a uma reducado na chance de comprometimento. A analise
de rede mostrou interagdes complexas entre essas citocinas, sugerindo um papel
dual em suas fungdes inflamatérias e anti-inflamatérias. Os achados séao
consistentes com estudos anteriores que identificam a COVID-19 como um fator
potencial de declinio cognitivo, mesmo em casos leves. A correlagao positiva entre
IL-6 e IL-1 alpha reforgca a hipdtese de um ciclo inflamatério amplificado. A analise de
rede revela interacdes entre citocinas que podem atuar tanto como proé-inflamatérias
quanto anti-inflamatorias, dependendo do contexto e da maturidade do sistema
imunoldgico. A persisténcia de citocinas pré-inflamatérias pode estar associada ao
comprometimento cognitivo em pacientes pds-COVID-19. A anadlise detalhada das
interacdes sugere a necessidade de abordagens terapéuticas que modulam a
resposta inflamatoria para prevenir ou mitigar o comprometimento cognitivo. A
pesquisa destaca a importdncia de um acompanhamento continuo e
multidimensional para entender completamente as ramificagdes neurocognitivas da

COVID-19 e orientar futuras intervengdes terapéuticas.

Palavras-chave: COVID-19; citocinas; disfuncao cognitiva; doencas

neuroinflamatdrias; neuroprotecgao.



ABSTRACT

Post-COVID syndrome manifests as a post-infection condition by SARS-CoV-2,
characterized by persistent and multifaceted symptoms affecting patients regardless
of the initial severity of the infection. In this thirty-month prospective observational
cohort study, we evaluated the long-term cognitive symptoms of post-COVID
conditions in individuals with mild COVID-19 cases and examined cytokine levels as
potential biomarkers for neuroinflammation. The analysis included 216 participants
with an average of 17 years of schooling, of which 82.88% maintained normal
cognitive performance, while 17.12% showed persistent cognitive impairment.
Cytokines such as IL-1 alpha, IP-10 (CXCL10), and NGF beta were associated with
an increased chance of cognitive impairment, while IL-6, IL-21, VEGFD, and PIGF-1
were associated with a reduced chance of impairment. Network analysis revealed
complex interactions among these cytokines, suggesting a dual role in their
inflammatory and anti-inflammatory functions. The findings are consistent with
previous studies identifying COVID-19 as a potential factor for cognitive decline, even
in mild cases. The positive correlation between IL-6 and IL-1 alpha reinforces the
hypothesis of an amplified inflammatory cycle. Network analysis reveals interactions
among cytokines that can act as both pro-inflammatory and anti-inflammatory,
depending on the context and maturity of the immune system. The persistence of
pro-inflammatory cytokines may be associated with cognitive impairment in
post-COVID-19 patients. Detailed analysis of interactions suggests the need for
therapeutic approaches that modulate the inflammatory response to prevent or
mitigate cognitive impairment. The research highlights the importance of continuous
and multidimensional monitoring to fully understand the neurocognitive ramifications

of COVID-19 and guide future therapeutic interventions.

Keywords: COVID-19; cytokines; cognitive dysfunction; neuroinflammatory diseases;

neuroprotection.
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1. INTRODUGAO

As pandemias sdo conhecidas como epidemias globais que resultam em um
numero significativo de doengas e mortes em todo o mundo, causando perturbagdes
na situagao socioeconémica dos paises afetados. Como resultado da globalizagao,
das mudangas nos estilos de vida e do progresso social e econdmico, ocorre o
surgimento de novas infecgcdes e a aceleragdo da ocorréncia e circulagcdo de novos
agentes microbianos (Baker et al., 2022). Além disso, a globalizagdo facilitou o
compartilhamento de informacdes e experiéncias no combate a esses desafios
globais de saude (Akin & Gozel, 2020).

Muitas pandemias ocorreram ao longo da historia da humanidade. As
pandemias de peste negra, célera e gripe espanhola foram as mais duradouras,
recorrentes e causaram um grande numero de mortes (Potter, 2001). Examinando
pandemias histéricas, observamos que eventos como a peste negra e a gripe
espanhola ndo foram apenas catastrofes de saude, mas também pontos de inflexao
que remodelaram a organizagdo social e a infraestrutura de saude publica
(O’'Donnell et al., 2020). Esses eventos passados langaram as bases para o0s
sistemas de vigilancia e resposta a doengas que foram cruciais no combate a
COVID-19.

Ao longo das ultimas duas décadas, os coronavirus (CoVs) tém sido
associados a surtos significativos de doencas no leste da Asia e no Oriente Médio. A
sindrome respiratdria aguda grave (SARS) e a sindrome respiratoria do Oriente
Médio (MERS) comegaram a surgir em 2002 e 2012, respectivamente. No final de
2019, surgiu um novo coronavirus (nCoV), chamado coronavirus da sindrome
respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), causador da doenga do coronavirus 2019
(COVID-19). Este novo virus se tornou uma ameaca global a saude, desencadeando
uma pandemia (Dhama et al., 2020).

A COVID-19 teve um impacto significativo na sociedade, afetando diversos
aspectos, como as redes de servicos de saude, a economia, a educacdo, as
relacbes sociais e a saude mental. Em termos de saude mental, a pandemia de
COVID-19 resultou em um aumento substancial nos casos de depressao e
ansiedade, agravados pelo isolamento social e incerteza econémica (Pires Brito et
al., 2020). No ambito econdémico, a crise acelerou o desemprego e a recesséo

global, embora também tenha estimulado a inovagdo, como o aumento do home


https://paperpile.com/c/WHVjyo/VqI3
https://paperpile.com/c/WHVjyo/O8ui
https://paperpile.com/c/WHVjyo/v3KF
https://paperpile.com/c/WHVjyo/gFT7
https://paperpile.com/c/WHVjyo/Rlxt
https://paperpile.com/c/WHVjyo/qHZo
https://paperpile.com/c/WHVjyo/qHZo
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office e do comércio eletrénico (Naseer et al., 2022). Essa pandemia trouxe consigo
uma série de desafios e mudancas que ainda estamos enfrentando. No entanto,
apesar dos desafios, a pandemia também trouxe desfechos positivos. A rapida
resposta cientifica permitiu o desenvolvimento de vacinas eficazes em tempo
recorde. A colaboragao global entre cientistas, governos e organizagdes levou a
avancgos significativos no conhecimento sobre o virus e nas estratégias de combate
a pandemia.

Enquanto muitos desses impactos sdo visiveis e amplamente discutidos, este
trabalho busca explorar uma consequéncia menos 6ébvia, mas igualmente importante
da COVID-19: os efeitos prolongados e persistentes da doencga, particularmente o
comprometimento cognitivo. Investigaremos a possivel relacado dessa condigdo com
o perfil imunolégico de individuos que se recuperaram da infec¢ao leve a moderada,

acompanhados por um periodo de trinta meses.

2. REVISAO DA LITERATURA

21. COVID-19

Em dezembro de 2019, um surto de pneumonia de etiologia desconhecida foi
registrado na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, China. No inicio de janeiro de
2020, as autoridades chinesas confirmaram a identificacdo de um novo tipo de
coronavirus. Até ao final do més, um total de 1.975 casos foram confirmados como
infectados com o nCoV na China continental, resultando em 56 mortes (W. Wang et
al., 2020).

Em 30 de janeiro de 2020, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) declarou
0 surto do novo coronavirus como uma Emergéncia de Saude Publica de
Importancia Internacional (ESPIl). Em 11 de margo de 2020, a COVID-19 foi
caracterizada pela OMS como uma pandemia. O novo coronavirus se espalhou
rapidamente por diversos paises e, até junho de 2023, foram confirmados
767.518.723 casos de COVID-19, incluindo 6.947.192 mortes, conforme relatério da
OMS (OMS, 2023). No Brasil, até junho de 2023, foram registrados 37.671.420
casos e 703.964 mortes (Ministério da Saude, 2023).

Com base no amplo numero de individuos infectados que tiveram contato

com o mercado de animais vivos em Wuhan, onde ocorre a venda rotineira de
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animais, sugere-se que essa seja a provavel origem zoonoética da COVID-19. A
analise do sequenciamento genémico do virus revelou uma semelhangca de 88%
com dois coronavirus encontrados em morcegos, semelhantes ao coronavirus da
sindrome respiratdria aguda grave (SARS), o que indica que os mamiferos sédo o elo
mais provavel entre o SARS-CoV-2 e os seres humanos (Lu et al., 2020; Rothan &
Byrareddy, 2020). A transmissao de pessoa para pessoa ocorre principalmente por
contato direto ou por goticulas espalhadas pela tosse ou espirro de um individuo
infectado (Shi et al., 2020).

Os principais sintomas iniciais do COVID-19 incluem febre, tosse seca, dor
muscular, dispnéia, fadiga e perda de paladar ou olfato. Alguns pacientes
apresentaram sintomas atipicos, como diarreia e vomitos. Os sintomas podem variar
de leves a graves, e algumas pessoas podem ser assintomaticas. Além dos
sintomas respiratorios, a COVID-19 também pode afetar outros 6rgdos, como o
coracéo, os rins e o sistema nervoso (Huang et al., 2020).

A gravidade da doenga varia amplamente. A maioria dos casos € leve a
moderada, com recuperagdo completa em algumas semanas. No entanto, em
alguns casos, a COVID-19 pode progredir para uma forma grave, com complicagbes
respiratorias, pneumonia e insuficiéncia respiratéria aguda. Pessoas idosas e
aquelas com condi¢gbes médicas subjacentes, como doengas cardiacas, diabetes e
doencas pulmonares crénicas, correm maior risco de desenvolver complicagdes
graves (Ochani et al., 2021). A COVID-19 tem sido frequentemente relacionada a
sintomas mentais e neuroldgicos, que podem incluir delirio ou encefalopatia,
agitacado, acidente vascular cerebral, meningoencefalite, ansiedade, depressao e
distirbios do sono (Mao et al., 2020). E importante observar que essas
manifestagdes neuroldgicas foram relatadas em alguns casos, mesmo em pacientes
gue nao apresentavam sintomas respiratorios (Johansson et al., 2021).

O manejo dos pacientes com COVID-19 é baseado nos sintomas e na
gravidade da doenca. Os cuidados de suporte, como a administracdo de
analgésicos, antitérmicos e hidratacdo adequada, sdo fundamentais. Em casos
graves, podem ser necessarios suporte ventilatorio e terapias especificas, como o
uso de corticosterdides, agentes antivirais e terapias direcionadas para prevengao

de complicagdes (Yuan et al., 2023).
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2.2. Fisiopatologia da COVID-19

Os coronavirus sao virus envelopados com aproximadamente 80 a 220 nm de
diametro que contém um genoma de RNA de fita simples cercado por uma
membrana extracelular contendo um involucro de glicoproteinas, denominadas
spikes (proteina S) (Bosch et al., 2003). Quatro proteinas estruturais principais
compdem o SARS-CoV-2, a saber, as proteinas spike (S), de membrana (M),
envelope (E) e nucleocapsideo (N) (Figura 01). O SARS-CoV-2 possui um didmetro
que varia de 60 nm a 140 nm e apresenta espiculas caracteristicas, que variam de 9
nm a 12 nm. Essas espiculas conferem as particulas virais a aparéncia de uma
coroa solar (Goldsmith et al., 2004).

Com base na filogenia e taxonomia, o SARS-CoV-2 foi classificado pelo
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) como um virus da espécie
Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus (SARSr-CoV), pertencente
ao género Betacoronavirus, subfamilia Coronavirinae, familia Coronaviridae, ordem
Nidovirales, reino Riboviria (Coronaviridae Study Group of the International

Committee on Taxonomy of Viruses, 2020).

\&\ Ay

Proteina do envelope viral (

Proteina spike (S)

Proteina de membrana (M)

RNA gendmico

Proteina do nucleocapsideo (N)

Figura 01. Estrutura esquematica do SARS-CoV-2.
Fonte: Adaptado de Pizzato et al., 2022.
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No inicio da infecgdo, o SARS-CoV-2 atinge células, como células epiteliais
nasais, brénquicas e pneumdcitos, por meio da proteina viral estrutural spike (S) que
se liga ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) (Figura 02). A
ECA2 é uma carboxipeptidase transmembrana, com homologia a ECA, presente em
diversas células do corpo humano, especialmente nas células epiteliais dos
pulmdes, rins, intestinos e outros tecidos (Gheware et al., 2022). Durante a interagéo
virus-célula hospedeira, a protease serina transmembrana tipo 2 (TMPRSS2),
presente na célula hospedeira, promove a fusdo da membrana por meio da
protedlise da proteina viral S nas subunidades S1 e S2, permitindo a entrada do
virus no citosol (Hoffmann et al., 2020).

Nas fases posteriores da infecgdo, quando a replicagéo viral se acelera, a
integridade da barreira epitelial-endotelial € comprometida. Além das células
epiteliais, o SARS-CoV-2 infecta as células endoteliais dos capilares pulmonares,
acentuando a resposta inflamatéria e desencadeando um influxo de mondcitos e
neutréfilos. Estudos de autdpsia revelaram um espessamento difuso da parede
alveolar com a presenca de células mononucleares e macréfagos infiltrando os
espacos aéreos, juntamente com a presenga de endotelite (Xu et al., 2020).

Apds a fusdo com a membrana, o virus entra nas células epiteliais e o
conteudo viral é liberado internamente. Dentro da célula hospedeira, o virus passa
por replicagdo e formacao de uma fita de RNA negativa a partir do RNA de fita
positiva pré-existente por meio da atividade da RNA polimerase (transcricdo). Essa
nova fita de RNA negativa é responsavel por produzir novas fitas de RNA positivas,
que, por sua vez, sao usadas para sintetizar novas proteinas no citoplasma celular
(traducgao). A proteina viral N se liga ao novo RNA genémico e a proteina M facilita a
integracdo com o reticulo endoplasmatico celular. Esses novos nucleocapsideos séao
entdo envoltos pela membrana do reticulo endoplasmatico e transportados para o
lumen, de onde sao levados por meio de vesiculas do complexo de Golgi até a
membrana celular e, por fim, liberados para o espaco extracelular por exocitose. As
novas particulas virais estdo agora prontas para invadir as células epiteliais
adjacentes e também para fornecer material infeccioso para a transmissao
comunitaria por meio de goticulas respiratérias (Lai & Cavanagh, 1997; Parasher,
2021).
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Figura 02. Desenho esquematico da entrada do SARS-CoV-2 mediada pela ECA2 e
TMPRSS2 na célula.

Fonte: Adaptado de (Jeong et al., 2020).

Embora tenha sido sugerido que o aumento dos receptores ECA2 causado
pelo uso de medicamentos para tratar hipertensdo, como inibidores da enzima
conversor de angiotensina (IECA) e bloqueadores dos receptores de angiotensina
(BRA) possa aumentar a suscetibilidade a infeccdo pelo SARS-CoV-2, grandes
coortes observacionais ndo encontraram associagao entre esses medicamentos e o
risco de infecgao ou mortalidade hospitalar devido a COVID-19 (Mancia et al., 2020).
Em um estudo com 4.480 pacientes com COVID-19 da Dinamarca, o tratamento
anterior com inibidores da ECA ou bloqueadores dos receptores da angiotensina nao
foi associado a mortalidade (Fosbal et al., 2020).

A patogénese da COVID-19 ¢é complexa, mas pode ser descrita
conceitualmente usando modelos tipicos para processos patoldgicos associados a
inflamac&o: as manifestagdes locais de inflamagdo geral classica - inflamagéo

sistémica aguda e, inflamac&o sistémica cronica de baixa intensidade. E importante
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ressaltar que a probabilidade desse Uultimo processo aumenta com o
envelhecimento, especialmente em individuos com sindrome metabdlica, diabetes
mellitus tipo 2 e outras doencas crbnicas graves (Gusev, Sarapultsev, et al., 2021;
Gusey, Solomatina, et al., 2021).

Além disso, estudos sobre a patogénese da COVID-19 tém se concentrado
nos fatores de viruléncia e patogenicidade especificos para os betacoronavirus
(B-CoV) em geral, bem como aqueles exclusivos do SARS-CoV-2. Esses fatores sao
determinantes para a especificidade da doenga. Assim, o SARS-CoV-2 utiliza trés
conjuntos distintos de estratégias patogénicas virais convencionais: reconhecimento
do virus pelos receptores celulares; supressdo da resposta antiviral, tanto das
células-alvo infectadas quanto do sistema imunolégico do organismo hospedeiro e, a
capacidade do virus de desencadear uma agressao do sistema imunolégico contra
seus proprios tecidos, na forma de um processo autoimune e autoinflamatério, como
uma estratégia adicional para garantir sua sobrevivéncia no corpo do hospedeiro
(Gusev et al., 2022).

2.3. Resposta imunolégica na COVID-19

A resposta imunolégica desempenha um papel fundamental na defesa do
organismo contra infecgbes virais. Quando um virus invade o corpo, o sistema
imunoldgico é ativado e inicia uma série de mecanismos complexos para combater a
infeccdo. A resposta imunoldgica a infecgéo viral envolve a ativagéo de diferentes
componentes do sistema imunoldgico, incluindo células especializadas e moléculas
de sinalizacao (Hilleman, 2004).

Ao abordar os mecanismos de defesa do hospedeiro, € importante considerar
todos os parametros que podem ser relevantes para a interacio inicial de um novo
virus com uma espécie. Levando em consideragdo que a maioria das etapas da
interacao entre o virus e o hospedeiro seguira uma distribuicdo normal de atributos
ou parametros necessarios para descrever o resultado da interacdo, nado é
totalmente surpreendente que os cursos clinicos observados da doenga apresentem
uma grande heterogeneidade. Por exemplo, a indu¢do de uma resposta de
interferon (IFN) por uma célula infectada pode variar na populagao, com individuos

de baixa, média e alta resposta, desencadeando assim diferentes magnitudes de
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respostas celulares e, consequentemente, efeitos distintos em cascata (Berlin et al.,
2020; Gandhi et al., 2020).

O SARS-CoV-2 é um patégeno novo para os seres humanos, portanto, é
esperado que uma resposta imune adaptativa eficaz, capaz de neutralizar novos
antigenos, se desenvolva aproximadamente, duas a trés semanas apds o contato
com o virus (Okba et al., 2020). Considerando essa cronologia rapida, o controle da
infeccdo em pacientes assintomaticos ou com doencga leve provavelmente ocorre
devido a resposta imune inata, na qual a ativacdo nao depende do reconhecimento
por anticorpos e/ou células T. Por sua vez, as formas graves da doenca podem ser
resultado da falha dos mecanismos de defesa n&o especificos de primeira linha e/ou
do desenvolvimento de uma resposta imune adquirida, que, se amplificada, poderia
se tornar patogénica para o hospedeiro, especialmente na presenca de

comorbidades relevantes (Boechat et al., 2021).

2.3.1. Resposta imune inata

A resposta imunoldgica inata € a primeira linha de defesa contra qualquer
patdgeno invasor, incluindo o SARS-CoV-2. Uma ampla variedade de células imunes
inatas, incluindo macréfagos, neutrdfilos, células dendriticas, células natural killer
(NK), eosindfilos, basdfilos e células linféides inatas (ILCs - innate lymphoid cells),
sdo ativadas durante a infecgdo pelo SARS-CoV-2 na COVID-19 (Karki &
Kanneganti, 2022). A resposta celular a infeccdo € mediada pelo reconhecimento
dos padrbes moleculares associados ao patdégeno viral (PAMPs) pelos multiplos
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), levando a produgao de citocinas,
incluindo interferons (IFNs) e quimiocinas. Os PRRs do hospedeiro incluem
receptores de membrana, como os receptores tipo Toll (TLRs), os receptores
semelhantes ao RIG-I (gene | induzido pelo acido retinoico) (RLRs) e o receptor do
tipo NOD, que sao expressos pelas células epiteliais das vias respiratorias e pelas
células imunes inatas, incluindo os macréfagos alveolares e teciduais. (Karki &
Kanneganti, 2021; Streicher & Jouvenet, 2019). Estudos recentes tém mostrado que
durante a infeccdo pelo SARS-CoV-2, esses receptores induzem a produgao de
citocinas mediada pela imunidade inata e a morte celular. Por exemplo, o
SARS-CoV-2 estimula diretamente células epiteliais infectadas e células mieldides

circulantes a liberar varias citocinas pro-inflamatérias (Qin et al., 2021). Embora as
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respostas inflamatorias precoces sejam cruciais para limitar a replicagdo viral, os
coronavirus evoluiram estratégias para escapar do reconhecimento pela imunidade
inata, evitando a ativagdo dos PRRs e interferindo nas respostas imunes que
ocorrem apos a ativagao do interferon (IFN) em uma via de sinalizagéo.

Em contraste, casos graves de COVID-19 sdo caracterizados por uma
resposta inflamatdria excessiva tanto nos pulmdes quanto na corrente sanguinea.
Nesses casos, a combinagao de citocinas, especialmente o fator de necrose tumoral
(TNF) e o interferon gama (IFN-gamma), desencadeia a morte celular inflamatéria
chamada PANoptose e, consequentemente, resulta em uma tempestade de citocinas
(Karki et al., 2021; Karki & Kanneganti, 2021). A tempestade de citocinas leva a uma
resposta inflamatéria sistémica descontrolada que pode desencadear um ataque
severo do proprio sistema imunoldgico do corpo. Esse fenbmeno pode causar a
Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA), faléncia de multiplos 6rgaos e
até mesmo resultar em o6bito (Mortaz et al., 2020). Em geral, embora as respostas
inflamatoérias mediadas pela imunidade inata sejam essenciais para a defesa do
hospedeiro contra a infeccdo viral, respostas inflamatérias tardias, se néo
controladas, podem levar a danos teciduais e faléncia de orgéos (Karki et al., 2022).
Portanto, estratégias para modular a ativagdo da imunidade inata tém um forte

potencial terapéutico na COVID-19.

2.3.2. Resposta imune adaptativa

A resposta imune adaptativa € uma fase avangcada da resposta imune
mediada por células T e células B, componentes-chave do sistema imunolégico
adaptativo. Apés o reconhecimento de antigenos especificos do patdégeno pelo
sistema imunoldgico inato, as células apresentadoras de antigenos, como as células
dendriticas, processam e apresentam esses antigenos aos linfocitos T CD4+
(células T auxiliares) e T CD8+ (células T citotoxicas) na regido de reconhecimento
do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) de classe Il e classe |,
respectivamente (Abbas & Lichtman, 2009).

Apds o reconhecimento e apresentagdo do antigeno, as células T CD4+
auxiliam na ativagdo das células B, enquanto as células T CD8+ direcionam a
destruicdo de células infectadas pelo virus. As células B, por sua vez, diferenciam-se

em células plasmaticas que produzem anticorpos especificos contra o SARS-CoV-2.
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Estes anticorpos podem neutralizar o virus, impedindo sua entrada nas células
hospedeiras e facilitando sua eliminagao pelo sistema imunolégico (Tortora, Funke &
Case, 2019).

Estudos sobre a COVID-19 demonstraram que a resposta de anticorpos
contra o SARS-CoV-2 é variavel, com alguns pacientes desenvolvendo niveis
robustos de anticorpos neutralizantes, enquanto outros apresentam uma resposta
mais modesta. A presengca de anticorpos neutralizantes esta associada a um
prognoéstico melhor e menor risco de reinfecgdo. Além disso, a memoaria imunoldgica,
mediada por células T e B de memodria, desempenha um papel crucial na protegao
contra reinfecgdes pelo mesmo patogeno (Sette & Crotty, 2021).

A variabilidade na resposta imune adaptativa entre individuos tem sido um
desafio na compreensdo completa da patogénese e na resposta a COVID-19.
Fatores como idade, comorbidades e genética podem influenciar a magnitude e
eficacia da resposta imune. Além disso, as variantes do SARS-CoV-2 apresentam
um desafio adicional, pois mudangas na estrutura do virus podem afetar a eficacia
dos anticorpos neutralizantes previamente gerados (Krammer, 2020). A
compreensao da resposta imune adaptativa é fundamental para o desenvolvimento

de vacinas e terapias contra a COVID-19.

2.4. Neuroinflamagao

A neuroinflamacéo tem sido identificada como um componente critico nas
manifestagdes neuroldgicas da COVID-19. Estudos recentes tém relatado que a
infeccao por SARS-CoV-2 pode levar a neuroinflamagao através da ativacdo de
respostas inflamatorias sistémicas que afetam o SNC (Cron et al., 2021; Frank et al.,
2022; P. Wang et al., 2023).

A COVID-19 pode causar uma "tempestade de citocinas" sistémica,
caracterizada pela producdo exagerada de citocinas proinflamatérias. Essas
citocinas podem atravessar a BHE comprometida ou afetar o SNC através de
mecanismos circulatorios, contribuindo para a neuroinflamacéo (Frank et al., 2022).
A ativagao de micrdglia e astrocitos, células residentes do cérebro responsaveis pela
manutencdo da homeostase e resposta imune, tem sido observada em pacientes
com COVID-19. Essa ativagcao resulta na liberagcdo de citocinas pré-inflamatérias,

como IL-6 e TNF-alpha, que podem exacerbar a neuroinflamacgao e contribuir para o
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dano neuronal (Loeb & Mei, 2020). A neuroinflamagédo pode estar associada a uma
variedade de manifestagbes neurolégicas em pacientes com COVID-19, incluindo
encefalopatia, acidentes vasculares cerebrais, convulsbes e sintomas
neuropsiquiatricos, como confusdo, alteragbes no humor e comprometimento
cognitivo (Helms et al., 2020; Josephson & Kamel, 2020).

A resposta imune adaptativa, especificamente envolvendo linfécitos T,
desempenha um papel significativo na neuroinflamagédo associada a COVID-19.
Pesquisas indicam que a presenca de linfocitopenia aguda, a perda de até 80% das
células T juntamente com a proliferagdo intensa de cerca de 20% da populagao de
células T CD8+, &€ um fenbmeno observado em pacientes com SARS-CoV-2 e esta
correlacionada com resultados clinicos graves (Kuri-Cervantes et al., 2020; Laing et
al., 2020). Ainda que os mecanismos subjacentes a linfocitopenia sejam incertos,
especula-se que possam envolver desde a falha na proliferacdo linfocitica e
apoptose até a extravasacao para tecidos. A resolucdo da linfocitopenia esta
associada a recuperacado, embora possa levar semanas. Além disso, altos niveis de
expressdao de moléculas efetoras por células T CD8+ na COVID-19 aguda estao
associados a melhores resultados clinicos, enquanto a ativagao excessiva pode ser
prejudicial. A expressdo de marcadores de possivel exaustdo, como PD-1
(Programmed cell death protein 1), esta associada a progressao da doenca. Este
panorama sugere que a resposta imune adaptativa, embora critica para o controle
viral, pode também contribuir para a patologia através da indugéo de inflamacgéo e
dano ao tecido neural (Moss, 2022)

Os linfocitos T séo, portanto, atores centrais tanto na defesa do hospedeiro
contra a infeccao por SARS-CoV-2 quanto na patogénese da COVID-19, incluindo
as manifestagdes neuroldgicas da doenga. A resposta imune exuberante,
particularmente em casos graves, pode levar a uma "tempestade de citocinas" e
dano tecidual, sublinhando a complexidade da resposta imune ao SARS-CoV-2 e a
necessidade de abordagens terapéuticas que possam modula-la eficazmente
(Chowdhury et al., 2020; Q. Li et al., 2022; Louveau et al., 2015; Luo et al., 2021).

A disfuncdo da barreira hematoencefalica (BHE) € outra consequéncia
potencial da neuroinflamagdo induzida por COVID-19. A inflamagcdo pode
comprometer a integridade da BHE, facilitando a entrada de células imunes e
citocinas no SNC e potencializando os efeitos neuroinflamatérios e neurotoxicos
(Buzhdygan et al., 2020).
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2.5. Condigoées p6s-COVID

A sindrome p6s-COVID também conhecida como COVID longa, COVID-19
pos-aguda ou COVID persistente, € uma condicdo em que os pacientes continuam a
experimentar sintomas da COVID-19 por semanas ou meses apds a fase aguda da
infeccdo, mesmo que ja tenham se recuperado da doenga inicial. Devido as diversas
nomenclaturas para esse fendmeno, o Ministério da Saude optou pelo termo como
‘condigcdes pos-COVID” a fim de padronizar documentos técnicos e orientar
profissionais de saude sobre o tema (Ministério da Saude, 2022). A Organizagao
Mundial da Saude (OMS) definiu a sindrome pés-COVID como a persisténcia dos
sintomas ou desenvolvimento de novos sintomas trés meses apds a infecgdo pelo
SARS-CoV-2 com duragdo de pelo menos dois meses sem que sejam explicados
por outros fatores biolégicos (OMS, 2022). Esses sintomas podem ser diversos e
variados, e nao se limitam apenas aos sintomas respiratorios tipicos da infecgao
inicial. Pessoas com condigdes p6s-COVID podem apresentar fadiga persistente,
falta de ar, dores musculares e articulares, dores de cabeca, dificuldade de
concentragao (brain fog) e comprometimento cognitivo, palpitagbes cardiacas e
outros sintomas que afetam significativamente a qualidade de vida (lgbal et al.,
2021).

Essas condicbes podem afetar qualquer pessoa, independentemente da
gravidade da infecgédo inicial. Ela pode ocorrer em pessoas que tiveram COVID-19
leve a moderada ou assintomatica, bem como em pessoas que foram
hospitalizadas. A incidéncia é estimada em 10-30% dos casos n&o hospitalizados e
50-70% dos casos hospitalizados (Davis et al., 2023).

Em uma meta-analise desenvolvida por (Tsampasian et al., 2023) em que
incluiram 860.783 pacientes demonstraram que existem fatores de risco clinicos e
epidemioldgicos que estdo associados a um maior risco de desenvolver a sindrome
pos-COVID. Dentre os fatores encontrados, sexo feminino, idade avangada, indice
de massa muscular (IMC) elevado e tabagismo foram significativamente associados
a um maior risco de sintomas persistentes por trés meses ou mais apos a fase
aguda da infeccao por COVID-19. Além disso, comorbidades pré-existentes,

incluindo ansiedade e/ou depressdo, asma, doenga pulmonar obstrutiva cronica
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(DPOC), diabetes, doenga arterial coronariana (DAC) e imunossupressdo também
foram significativamente associadas a um maior risco de sindrome p6s-COVID.

As condigdes pos-COVID sao manifestagcbes multissistémicas que
apresentam multiplas causas, potencialmente sobrepostas. Varias hipbteses para
sua patogénese tém sido sugeridas, incluindo reservatorios persistentes do
SARS-CoV-2 em tecidos; desregulacdo imunoldgica; disfungdo endotelial; e
sinalizacao disfuncional (Davis et al., 2023).

Estudos que investigaram a desregulagdo imunoldégica em individuos que
apresentaram sintomas referentes as condi¢cées pds-COVID que tiveram COVID-19
agudo leve identificaram alteragdes nas células T, incluindo células T exaustas,
reducdo do numero de células de memoria efetoras CD4+ e CD8+, e elevada
expresséo de PD-1 em células de memoria central, persistindo por pelo menos treze
meses (Glynne et al., 2022; J. Klein et al., 2022). Além disso, foram relatadas células
imunes inatas altamente ativadas, auséncia de células T e B naive e elevada
expressdo de interferons alfa e beta, persistindo por pelo menos oito meses
(Phetsouphanh et al., 2022). Estudos adicionais encontraram niveis elevados de
citocinas, particularmente IL-1 beta, IL-6, TNF e IP-10 (Peluso et al.,, 2021;
Schultheil3 et al., 2021), e um pré-print (Fernandez-Castafieda, Lu, Geraghty, Song,
Lee, Wood, Yalgin, et al., 2022) relatou elevacao persistente do nivel de eotaxina
(CCL1M), associada a disfungdo cognitiva. Ainda ndo se sabe se o padréo de
citocinas em encefalomielite mialgica/sindrome da fadiga crénica (EM/SFC), onde os
niveis de certas citocinas sdo elevados nos primeiros 2-3 anos da doencga, mas
diminuem ao longo do tempo sem uma diminuigao correspondente nos sintomas, &

similar nas condigdes p6s-COVID (Davis et al., 2023).

3. JUSTIFICATIVA

Revisdes sistematicas e estudos de coorte na literatura cientifica tém
apontado para uma realidade preocupante: muitos individuos que contrairam
COVID-19, inclusive em suas formas mais leves, desenvolvem sintomas duradouros
e persistentes, fendbmeno este conhecido como condigdes p6s-COVID. A sindrome
pos-COVID é uma condicdo complexa, associada a mais de 200 sintomas, variando
em severidade. Notavelmente, um dos sintomas mais impactantes é o

comprometimento cognitivo, que pode afetar de maneira expressiva a qualidade de
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vida e a capacidade funcional dos pacientes. Observa-se também que a
continuidade de niveis elevados de citocinas inflamatérias pode estar ligada a
processos inflamatérios crénicos e a disfungao imunoldgica.

No entanto, ainda existe uma lacuna significativa no entendimento dos
mecanismos que conduzem a essas manifestagdes clinicas. Ha desafios adicionais
no estudo das condigdes poés-COVID, particularmente em paises de baixa e média
renda, uma vez que a escassez de informacgdes sobre a prevaléncia e fatores de
risco dificulta o reconhecimento da condicdo por médicos e profissionais da area da
saude. Essa deficiéncia de dados também impede esforgos para investigar
mecanismos da condigdo e desenvolver tratamentos especificos (Ledford, 2024).

Diante disso, este estudo busca investigar a correlagdo entre a resposta
imunolégica do individuo, com enfoque especificamente no perfil de citocinas
inflamatorias, e a persisténcia de alteragbes cognitivas em pacientes que
apresentaram sintomas referente as condicdées pos-COVID que passaram por
infeccoes leves por SARS-CoV-2. Além disso, visa-se analisar a influéncia de

variaveis como idade e sexo, sobre estas manifestagdes clinicas.

4. OBJETIVOS

41. Geral

Investigar a relacédo entre a resposta imunolégica do hospedeiro, incluindo o
perfil de citocinas inflamatérias, e o comprometimento cognitivo persistente em

individuos com condi¢des pos-COVID que tiveram infecgao inicial leve a moderada.

4.2. Especificos

Avaliar o perfil de citocinas inflamatérias em individuos com condicbes
pos-COVID e verificar se existe uma correlagao entre a persisténcia dessas citocinas
e o comprometimento cognitivo.

Investigar a influéncia de variaveis demograficas, especificamente idade e
género, nos niveis de citocinas e sua associagao com o comprometimento cognitivo

em pacientes com condi¢cdes pds-COVID.
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Avaliar o perfil inflamatério em individuos com mudangas no status cognitivo
ao longo do tempo para identificar marcadores inflamatoérios associados a alteragdes

cognitivas em pacientes com condigdes pés-COVID.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Desenho do estudo

Este estudo representa uma coorte observacional prospectiva, cujo objetivo
primordial € examinar o perfil das citocinas inflamatérias no sangue periférico de
individuos, com faixa etaria de 18 a 60 anos, que experimentaram uma infecgao leve
a moderada pelo SARS-CoV-2, confirmada através de teste RT-PCR. A amostra de
participantes foi categorizada em dois grupos distintos: o primeiro composto por
aqueles que manifestaram comprometimento cognitivo subsequente a recuperagao
da infecgao inicial e o segundo formado por individuos que n&o exibiram sinais de

comprometimento cognitivo pés-recuperagdo da mesma.

5.2. Selegao de participantes

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o protocolo CAAE
3768820.1.0000.5149 (Anexo A). Os pacientes voluntarios foram inicialmente
recrutados por meio do Nucleo de Agbes e Pesquisa em Apoio Diagnéstico (NUPAD)
da Faculdade de Medicina da UFMG (FM-UFMG). Em parceria com a Secretaria
Estadual de Saude de Minas Gerais (SES-MG), o NUPAD realizou exames RT-PCR
para diagnostico da COVID-19 no Estado.

A amostra deste estudo foi composta predominantemente por pacientes
atendidos nos hospitais Risoleta Tolentino Neves (HRTN) e Municipal Odilon
Behrens (HMOB). A selecdo de participantes foi baseada nos registros hospitalares,
0 que garantiu a inclusao de individuos com diagnéstico confirmado de COVID-19.

Entre outubro de 2020 e abril de 2021, recebemos de maneira periddica,
listas das instituicbes coparticipantess HRTN e HMOB com informagdes dos
pacientes que receberam atendimento nesses hospitais e realizaram exame para

confirmagdo do diagndstico de COVID-19. E importante ressaltar que todas as
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etapas de coleta, armazenamento e utilizacdo dos dados dos pacientes foram
estritamente conduzidas em conformidade com a Lei Geral de Protecdo de Dados
Pessoais (LGPD) - Lei n° 13.853, de 8 de julho de 2019.

A partir das listas encaminhadas pelo NUPAD entramos em contato via
telefone convidando os participantes que possuiam idade entre 18 e 60 anos, que
nao haviam sido hospitalizados ou receberam suporte ventilatério durante a infecgao
inicial. Aos pacientes que se mostraram interessados em participar da pesquisa foi
encaminhado, via whatsapp, link para acesso e leitura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) disponivel na plataforma Research Electronic Data
Capture (REDCap). Apos o aceite em participar do estudo e assinatura digital do
TCLE, o voluntario teve acesso a primeira etapa online do estudo em que respondeu
uma série de questionarios e escalas sobre diferentes aspectos da saude mental,
dados sociodemograficos, algumas medidas psicolégicas relacionadas a
personalidade e qualidade de vida. Os critérios de exclusao utilizados foram:
transtornos mentais crénicos anteriores ou diagnostico atual de transtorno mental,
historia de cirurgias cerebrais prévias, intubagcdo endotraqueal ou orotraqueal
durante hospitalizacdo ou tratamento para COVID-19, histéria de infeccdes
recorrentes nao relacionadas ao SARS-CoV-2, histéria de abuso de drogas licitas e
ilicitas, presenca de doengas autoimunes autorrelatadas.

Apos a finalizagdo da etapa online, os voluntarios foram convidados a
participarem da etapa presencial, que consistiu da realizagdo de exames de
neuroimagem: ressonancia magnética e tomografia computadorizada por emissao
de positrons (PET-CT), e avaliagdo neuropsicoldgica. A coleta de material biolégico
foi realizada no momento da realizacdo do PET-CT. Apds a etapa inicial presencial,
os participantes foram convidados a retornar para avaliagdes neuropsicologicas
adicionais e coletas sanguineas em intervalos de seis meses, estendendo-se por um
periodo total de trinta meses. Os momentos de coleta de dados foram designados
como segue: entrada (T0), retorno de seis meses (T1), retorno de doze meses (T2),
retorno de dezoito meses (T3), retorno de vinte e quatro meses (T4) e retorno de

trinta meses (T5). O fluxograma do estudo esta representado na figura 03.



Figura 03. Fluxograma desenho do estudo.
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5.3. Classificagao dos participantes por grupos clinicos

Os participantes do estudo foram classificados e divididos em dois grupos de
acordo com o score obtido no teste copia da Figura Complexa de Rey. Os
participantes que obtiveram nota abaixo da média esperada (33,73) corrigida para
idade e escolaridade foram classificados como comprometimento cognitivo
(impaired) e alocados no grupo alteragdo cognitiva e os participantes que obtiveram
nota acima da média esperada foram classificados como normal e alocados no
grupo sem alteragéo cognitiva (Oliveira; Rigoni, 2010).

O Teste da Figura Complexa de Rey é uma avaliagdo neuropsicolégica
amplamente utilizada para medir a percep¢éao visual, a memoria visual, a capacidade
de organizacéo e a habilidade de reconstrugdo. O teste é composto por duas partes
principais: uma tarefa de cépia e outra de reprodugdo de memaria (Shin et al., 2006;
Zhang et al., 2021).

Na tarefa de cépia, o individuo é solicitado a copiar uma figura complexa e
detalhada (Figura 04), que é apresentada em um papel. Esta parte do teste avalia as
habilidades visuoespaciais e motoras, bem como a capacidade do individuo de
planejar e organizar uma tarefa complexa. A performance é avaliada com base na
precisdo e completude da copia. Apds um intervalo, que pode variar conforme o
protocolo especifico do teste (geralmente apds um intervalo de 3 a 30 minutos),
solicita-se ao individuo que reproduza a figura de memdria, sem ter a imagem
original a vista. Esta parte do teste avalia a memoria visual de curto prazo e a
capacidade de reter e reproduzir informagdes visuais complexas. A avaliagao é feita

observando-se a precisdo e quantidade de detalhes reproduzidos.


https://paperpile.com/c/WHVjyo/abH7+bpdl
https://paperpile.com/c/WHVjyo/abH7+bpdl

32

/-\/‘“&/\)//O

|
I

Figura 04. Estimulo original da Figura Complexa de Rey-Osterrieth.
Fonte: Adaptado de Oliveira; Rigoni, 2010.

O Teste da Figura Complexa de Rey é frequentemente utilizado em
avaliagbes neuropsicologicas para identificar danos ou disfungdes em areas
cerebrais relacionadas ao processamento visual, memodria visual e habilidades
organizacionais. E Gtil em uma variedade de contextos clinicos, incluindo a avaliagéo
de condigbes neurodegenerativas, lesdes cerebrais traumaticas e transtornos do
desenvolvimento (Shin et al., 2006).

O teste é considerado uma ferramenta valiosa ndo s6 por sua aplicabilidade
na deteccdo de anormalidades neurolégicas, mas também por fornecer percepgoes
sobre as estratégias cognitivas que o individuo utiliza para processar e recordar
informacdes visuais complexas. Por ser tanto quantitativo quanto qualitativo, o Teste
da Figura Complexa de Rey oferece uma rica fonte de informagbdes sobre o
funcionamento cognitivo de um individuo, contribuindo significativamente para
diagndsticos clinicos, planejamento terapéutico e avaliagdes de reabilitagdo (Zhang
et al., 2021).

No estudo inicial publicado pela equipe envolvida neste trabalho, em que
avaliamos 192 pacientes que tiveram COVID-19 leve, foi evidenciado um padrao de
déficits neuropsicolégicos relacionados a visuoconstrugdo, com aproximadamente
24% dos participantes apresentando alteracdo na execucdo da copia da Figura
Complexa de Rey (Figura 05). Considerando que a amostra foi composta por
individuos jovens (média de 38,17 £ 9,82 anos), essas alteragdes sdo incomuns, 0

que justifica o interesse cientifico em compreender melhor esses resultados (de


https://paperpile.com/c/WHVjyo/abH7
https://paperpile.com/c/WHVjyo/bpdl
https://paperpile.com/c/WHVjyo/bpdl
https://paperpile.com/c/WHVjyo/prUu

33

Paula et al., 2023). Essa evidéncia apoia o estudo longitudinal dos dados utilizados

no presente trabalho.

Figura 05. Exemplos de copias alteradas da Figura Complexa de Rey obtidas no
estudo De Paula et al. (2023).

Fonte: Reproducgao autorizada (de Paula et al., 2023).

5.4. Coleta e processamento do sangue periférico

A coleta de sangue periférico foi conduzida utilizando uma técnica estéril,
empregando um sistema a vacuo de uso unico. O material biolégico foi coletado em
trés tubos contendo EDTA e, imediatamente, transferido para uma caixa de
transporte com compressas de gelo, visando preservar os niveis representativos das
citocinas no plasma apdés a coleta. Posteriormente, as amostras foram
encaminhadas ao laboratério do Centro de Tecnologia em Medicina Molecular
(CTMM) para a obtencao do plasma.

Todas as amostras foram processadas seguindo o protocolo a seguir:
realizou-se uma centrifugacdo a 3000 g, a uma temperatura de 4°C, por um periodo

de 15 minutos, com aceleragdo e desaceleragao na configuragcéo 1. A partir desse
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processo, foram preparadas cinco aliquotas de 500uL em tubos Eppendorf,
devidamente identificados com os cddigos de cada participante, e posteriormente

armazenados em freezer a -80°C.

5.5. Determinagao dos niveis de citocinas com Luminex xMap

Para as quantificagdes das citocinas plasmaticas utilizou-se a tecnologia
Luminex Milliplex xMap®. O Luminex é uma plataforma de multiplexacdo baseada em
microesferas fluorescentes que permite a detecgdo simultdnea e quantificagao de
multiplos analitos em uma unica amostra. Esses analitos podem ser diferentes tipos
de moléculas, como proteinas, acidos nucleicos ou outras substancias biologicas. As
microesferas sao codificadas com diferentes combinacdes de cores e intensidades
de fluorescéncia, o que permite a identificacdo unica de cada tipo de microesfera.
Cada microesfera é conjugada com um anticorpo especifico ou outro tipo de sonda
que se liga ao analito de interesse. A amostra biolégica contendo os analitos €
incubada com as microesferas conjugadas, permitindo que as reagdes de ligagcéo
ocorram. Em seguida, a amostra € analisada em um instrumento Luminex, que
utiliza lasers para excitar as microesferas fluorescentes. A fluorescéncia emitida por
cada microesfera € medida e quantificada, o que permite determinar a concentragéo
dos analitos presentes na amostra (Guarene et al., 2018).

Para a realizagcdo dos ensaios Luminex, utilizou-se o kit
Cytokine/Chemokine/Growth Factor Convenience 45-Plex Human ProcartaPlex™
Panel 1 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), seguindo as recomendacoes
do fabricante. Este kit permitiu analisar as seguintes citocinas plasmaticas: GM-CSF,
IFN gamma, IL-1 beta, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12p70, IL-13, IL-18, TNF alpha,
IL-9, IL-10, IL-17A (CTLA-8), IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IFN alpha, IL-1 alpha, IL-1RA,
IL-7, IL-15, IL-31, TNF beta, Eotaxin (CCL11), GRO alpha (CXCL1), IP-10 (CXCL10),
MCP-1 (CCL2), MIP-1 alpha (CCL3), MIP-1 beta (CCL4), RANTES (CCL5), SDF-1
alpha, BDNF, EGF, FGF-2, HGF, NGF beta, PDGF-BB, PIGF-1, SCF, VEGF-A,
VEGF-D, LIF.

Para as analises, as citocinas foram agrupadas de acordo com a Tabela 01,

seguindo a classifigao descrita por (Taipa et al., 2019).
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Tabela 01. Painel de citocinas estudadas divididas por grupos.

Grupo de

citocina

Citocina

Funcgao

Proé-inflamatoria

Anti-inflamatoria

Interleucinas

IL-1 alpha, IL-1 beta,
IL-1RA, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,

Moléculas envolvidas no controle
da proliferacao, divisao e

diferenciagao celular.

II-1 beta, IL-1 alpha,
IL-6, IL-8, IL-12p-70,
IL-18, IL-17A, IL-22,

IL-4, IL-10, IL-1RA,
IL-13, IL-27

IL-9, IL-10, IL-12p70, | Desempenham um papel na IL-23, 11-31
IL-13, IL-15, IL-17A ativacao/ supressao imunoldgica.
(CTLA-8), IL-18, IL-21,
IL-22, IL-23, IL-27,
IL-31
Interferons | IFN-alpha, Atividade antiviral, IFN-alpha,
IFN-gamma imunomodulagao IFN-gamma
Fatores de | TNF-alpha, TNF-beta | Moléculas pré-inflamatérias, TNF-alpha,
necrose envolvidas no processo de TNF-beta
tumoral apoptose

Quimiocinas

Eotaxin (CCL11),
IP-10 (CXCL10),
MCP-1 (CCL2), MIP-1

Quimiotaxia, angiogénese,
polarizagao da resposta imune

adaptativa
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estimulantes

de colonias

células hematopoiéticas

multipotentes

Grupo de Citocina Funcgao Pré-inflamatéria Anti-inflamatoéria
citocina
alpha (CCL3), MIP-1
beta (CCL4), RANTES
(CCL5), GRO-alpha
(CXCL1), SDF-1 alpha
Fatores GM-CSF Proliferacao e diferenciagao de GM-CSF

Fatores de

crescimento

BDNF, EGF, FGF-2,
HGF, LIF, NGF beta,
PDGF-BB, PIGF-1,
SCF, VEGF-A,
VEGF-D

Estimulam o crescimento celular

IL: interleukin,

IL-1RA: interleukin-1

36

receptor antagonist, IFN: interferon, TNF: tumor necrosis factor, MCP-1: monocyte

chemoattractant protein-1, MIP-1: macrophage inflammatory protein-1, GRO-alpha: growth-regulated oncogene-alpha, SDF-1

alpha: stromal cell-derived factor-1, GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, BDNF: brain-derived neurotrophic

factor, EGF: epidermal growth factor, FGF-2: fibroblast growth factor-2, HGF: hepatocyte growth factor, LIF: leukemia inhibitory

factor, NGF beta: nerve growth factor beta, PDGF-BB: platelet-derived growth factor-BB, PIGF-1: placenta growth factor-1, SCF:

stem cell factor, VEGF: vascular endothelial growth factor.
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Determinou-se as intensidades médias de fluorescéncia por aquisicao das
amostras no equipamento Bio-Plex 200 (Bio-Rad Laboratories, California, EUA),
utilizando-se o software Bio-Plex Manager™ versao 6.1 (Bio-Rad Laboratories,
California, EUA). As concentragbes das citocinas foram obtidas a partir da
construcédo de curvas-padrao dos analitos, utilizando uma curva logistica de ajuste
de 5 parametros para transformar as intensidades médias de fluorescéncia em

concentragdes (pg/mL).

5.6. Analise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a sua normalidade utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para examinar a influéncia de variaveis demograficas, tais
como idade e sexo, sobre o0s niveis de citocinas, empregou-se o teste ANOVA de
dois fatores (two-way ANOVA) seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Os niveis de
citocinas e quimiocinas plasmaticas foram comparados entre grupos com e sem
alteracédo cognitiva mediante o uso do teste T, adotando um p-valor < 0,05 como
critério para significancia estatistica. A avaliagdo da predigdo entre o perfil
inflamatorio e o desempenho cognitivo, foi realizado uma regressao logistica binaria.
Utilizou-se os softwares SPSS 22.0 e GraphPad Prism 10 para as analises. A

analise de rede foi realizada utilizando o software JASP.

6. RESULTADOS

6.1. Caracterizagdao da amostra

No inicio do estudo (T0), a amostra consistia em 216 participantes, com uma
média de 14 anos de estudo (+ 3,56). Entre as profissdes relatadas no questionario
online (REDCap), os profissionais da saude compunham cerca de 36,5% da amostra
inicial. Dentre eles, enfermeiros e técnicos de enfermagem representavam 22,95% e
psicélogos 6,56%. Assim como os psicélogos, os estudantes também representaram
6,56% da amostra inicial. Os dados mostram uma forte representagdo de
profissionais diretamente envolvidos no cuidado e suporte aos pacientes, como

enfermeiros e técnicos de enfermagem, fato que os expunha sobremaneira ao virus
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SARS-CoV-2, aumentando o risco de contaminagdo. A grande participagdo de
profissionais da saude pode estar relacionada com o fato de que a lista para contato
com os participantes foi fornecida pelos hospitais Risoleta Tolentino Neves e Odilon
Behrens. Essa origem dos contatos pode ter contribuido significativamente para a
maior participagao deste grupo na amostra.

Ao longo das fases subsequentes da pesquisa, o numero de participantes foi
se alterando. No retorno de seis meses (T1), observou-se uma diminuigao,
totalizando 102 participantes. Acompanhando a progressao do estudo, no retorno de
doze meses (T2), registramos a participacdo de 101 individuos, indicando uma
estabilidade na taxa de retencao dos participantes. No entanto, no retorno de dezoito
meses (T3), houve uma redugdo mais acentuada, com a participagao de apenas 41
individuos. No penultimo retorno, que ocorreu aos vinte e quatro meses (T4), houve
um ligeiro aumento na participagcao, alcangando 45 participantes. No ultimo retorno,
aos trinta meses (T5), houve a participagdo de apenas 05 participantes. Esta
trajetéria de participacdo ao longo do estudo reflete os desafios comuns em
pesquisas longitudinais, onde a manutengcdo do engajamento dos participantes ao
longo do tempo pode ser um fator critico.

Quanto a composi¢do demografica, na entrada, a maioria era feminina
(76,39%, n=165) e a idade média era de 39,02 anos (£10,48). Aos seis meses, a
predominéancia feminina (76,5%, n=78) e a média de idade similar (38,70 anos %
9,90) foram mantidas. Aos doze meses, as mulheres representavam 80,2% (n=81)
da amostra, com uma média de idade ligeiramente superior, 41,69 anos (+9,93). Aos
dezoito meses, a tendéncia se manteve, com 70,7% (n=29) dos participantes sendo
mulheres e uma idade média de 39,51 anos (+9,80). No retorno de vinte e quatro
meses, a composi¢gao feminina ainda era predominante (75,6%, n=34), com uma
média de idade de 40,04 anos (£10,37). No retorno final, a maioria era feminina
(80%, n=4) e a idade média era de 33 anos (+8,89).

6.1.1. Saude mental e queixas cognitivas subjetivas
Na primeira etapa online do estudo, os participantes responderam a uma

série de questionarios e escalas sobre diferentes aspectos da saude mental,

personalidade e qualidade de vida, relatando como se sentiram nos ultimos 30 dias.
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Foi possivel identificar uma prevaléncia significativa de diversos sintomas e
condigdes psicoldgicas entre os participantes.

O uso de questionarios baseados no DSM-5 é amplamente adotado para
avaliar diversas condigdes de saude mental. O manual do DSM-5 fornece diretrizes
detalhadas e critérios diagnosticos para transtornos mentais, o que auxilia na
padronizagao dos diagnosticos e na realizagdo de estudos epidemioldgicos e
clinicos (American Psychiatric Association, 2021). Cerca de 59,7% dos participantes
relataram sintomas de depressao, refletindo uma prevaléncia significativa de
sentimentos de tristeza, desesperanca e desmotivacdo. A ansiedade foi o sintoma
mais frequentemente relatado, com 69,9% dos participantes experimentando
nervosismo, preocupacao excessiva ou panico. Problemas relacionados ao sono
foram mencionados por 54,7% dos participantes, indicando dificuldades como
insdnia inicial e de manutengao. Déficits de memdria foram relatados por cerca de
36% dos participantes, o que pode estar associado ao estresse e a outras condi¢cdes
psicolégicas. Os demais achados do questionario DSM-5 estdo detalhados na
Tabela 02.

Além do questionario DSM-5, os participantes responderam a outros
questionarios de saude mental e cognitiva. O Self-Reporting Questionnaire
(SRQ-20), desenvolvido pela OMS, é um questionario de auto-relato composto por
20 itens, utilizado para identificar sintomas comuns em individuos com transtornos
mentais. A confiabilidade e a validade do SRQ-20 tornam-no uma ferramenta valiosa
para pesquisadores e clinicos interessados na triagem e avaliagdo de transtornos
mentais (Beusenberg, Orley, & WHO, 1994). No SRQ-20, 53,24% dos participantes
apresentaram desfecho clinico, indicando uma prevaléncia significativa de
problemas de saude mental.

O Cognitive Failures Questionnaire (CFQ) € um instrumento de auto-relato
que mede falhas cognitivas em tarefas diarias, como percepg¢ao, memoria e fungéo
motora. Estudos mostram que o CFQ é uma ferramenta valida e confiavel para
avaliar déficits cognitivos subjetivos, sendo util em diversas populagdes, incluindo
pacientes com condi¢gdes neuropsiquiatricas (de Paula et al., 2018). No CFQ, 21,8%
dos participantes apresentaram desfecho clinico, refletindo dificuldades cognitivas.

O questionario Eight-item Informant Interview to Differentiate Aging and
Dementia (AD8) € uma ferramenta de triagem para o comprometimento cognitivo,

composta por oito perguntas que avaliam o desempenho cognitivo das pessoas na


https://paperpile.com/c/WHVjyo/wGyQ
https://paperpile.com/c/WHVjyo/gHTh
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vida diaria (julgamento, interesse, repeticdo, aplicagcdo, orientagdo, finangas,
compromissos e consisténcia). Uma pontuacdo do AD8 maior que 2 sugere
comprometimento cognitivo (desfecho clinico) (Wei et al., 2021). Neste estudo, o
questionario AD8 foi adaptado para auto-relato de sintomas que surgiram no
pos-COVID (Galvin et al., 2005), sendo que 53,24% dos participantes apresentaram
desfecho clinico, sugerindo um impacto duradouro da COVID-19 na saude mental e
cognitiva dos individuos.

Esses questionarios foram utilizados como testes de triagem projetados para
detectar sintomas de transtornos mentais comuns e oferecer uma estimativa da

intensidade e do impacto de cada queixa (de Paula et al., 2015).

Tabela 02. Descricdo dos resultados dos questionarios online.

Questionarios n (n=216) %
Educacao

Ensino Fundamental 2 0,93%
Completo

Ensino Médio Completo 3 1,39%
Ensino Superior Completo 126 58,33%
Pd6s-Graduacgao 85 39,35%
DSM-5

Depressao 129 59,72%
Ansiedade 151 69,91%
Raiva 104 48,15%
Sintomas somaticos 133 61,78%
Disturbio do sono 118 54,67%
Uso de substancias 96 44,44%



https://paperpile.com/c/WHVjyo/g8CH
https://paperpile.com/c/WHVjyo/ZdnD
https://paperpile.com/c/WHVjyo/zlsy
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Questionarios n (n=216) %
Déficit de memoria 78 36,11%
Transtorno de personalidade 72 33,33%
Dissociacao 70 32,41%
Mania 68 31,48%
Transtorno 64 29,63%
Obsessivo-Compulsivo

Auto-mutilacao 30 13,89%
Psicose 28 12,96%
SRQ-20

Desfecho clinico 115 53,24%
CFQ

Desfecho clinico 47 21,76%
AD8

Desfecho clinico 115 53,24%

DSM-5: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders; SRQ: Self-Reporting
Questionnaire; CFQ: Cognitive Failures Questionnaire; AD8: Eight-item Informant

Interview to Differentiate Aging and Dementia.

6.2. Classificagao dos grupos

Baseando-se nos resultados do teste de copia da Figura Complexa de Rey,
os participantes foram categorizados em dois grupos: normal (aqueles com
pontuacdo acima da média esperada) e com alteragao cognitiva (aqueles com
pontuacado abaixo da média esperada). Observou-se uma evolugdo na composigao

desses grupos ao longo do estudo, influenciada pela perda de participantes e pelas
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mudangas nas pontuag¢des dos testes ao longo do tempo, como evidenciado na
analise pareada detalhada posteriormente.

No inicio do estudo (T0), o grupo normal consistia em 172 participantes
(79,6%), enquanto o grupo com alteragao cognitiva incluia 44 participantes (20,4%).
Na avaliacdo de seis meses (T1), o grupo normal contava com 87 participantes
(85,3%) e o grupo com alteragcéo cognitiva com 15 (14,7%). Aos doze meses (T2), a
propor¢cdo se manteve praticamente inalterada: 86 participantes (85,1%) no grupo
normal e 15 (14,9%) no grupo com alteragédo cognitiva. Entretanto, aos dezoito
meses (T3), houve uma perda significativa de participantes, impactando a analise;
apenas membros do grupo normal (41 participantes) permaneceram. No penultimo
ponto de coleta de dados, aos vinte e quatro meses (T4), o grupo normal era
composto por 38 participantes (84,4%), enquanto o grupo com alteragao cognitiva
contava com 7 participantes (15,6%). No ultimo momento de coleta, aos trinta meses
(T5), o grupo normal era composto por 04 participantes (80%), enquanto o grupo

com alteragéo cognitiva era composto por 01 participante (20%).
6.3. Analise descritiva das citocinas
Nas tabelas abaixo foram descritas as médias e desvio padrdo, mediana,

percentil 25 e percentil 75, valores minimos e maximos (pg/mL) das 45 citocinas

analisadas em todos os individuos ao longo do tempo de estudo.
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CITOCINA TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
IL-1 alpha
Média (desvio padréo)| 0,48 (+3,05) 0,37 (x0,51) 0,27 (£0,49) 0,29 (+0,28) 0,04 (+0,09) 0,03 (x0,04)
Mediana (P25-P75) | 0,06 (0,01-0,22) | 0,18 (0,10-0,42) | 0,16 (0,03-0,34) | 0,12 (0,10-0,43) | 0,01 (0,01-0,03) | 0,01 (0,01-0,06)
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00
Maximo 42,13 3,05 4,24 1,03 0,46 0,10
IL-1 beta
Média (desvio padréo) | 20,69 (+233,90) | 5,35 (+7,85) 3,95 (+4,43) 4,94 (+8,23) 2,76 (£5,69) 0,69 (+0,29)

Mediana (P25-P75)

2,26 (1,25-4,70)

2,42 (1,01-5,61)

2,44 (1,25-4,82)

1,31 (0,70-4,38)

0,97 (0,56-1,77)

0,82 (0,38-0,94)

Minimo 0,00 0,00 0,14 0,29 0,14 0,31
Maximo 3439,00 49,44 22,39 34,82 33,94 0,97
IL-1RA

Média (desvio padréo)

56,34 (+188,90)

55,10 (£120,70)

54,62 (£53,51)

76,50 (+90,44)

70,13 (+100,60)

30,40 (£21,91)

. 40,5 63,57 42,86
Mediana (P25-P75) | 21,63 (0-60.54) | 2153 (0-65.39) | 4 30 co o0 | (aa02.77.70) | (020.70.09) |2191(1824-17)
Minimo 0,00 0,00 0,00 19,27 0,00 17,00
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CITOCINA TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Maximo 2596,00 1065,00 428,90 618,70 533,80 69,29
IL-2

Média (desvio padrao)

66,58 (+236,20)

96,77 (+336,10)

32,21 (+43,12)

35,11 (+35,69)

45,54 (82,84)

51,08 (+74,69)

Mediana (P25-P75) |21,4 (9,94-57,17) (10,552;93) (10,1?_’;2,28) (10;‘11’_2;,11) 21,8 (6,85-49,43) (8,42_21’33,80)
Minimo 0,00 1,72 0,00 4,64 0,00 1,65
Maximo 2393,00 2393,00 300,60 152,00 515,20 183,20

IL-4
Média (desvio padréo) | 47,77 (+302,50) | 16,76 (+29,99) | 10,30 (+11,28) | 9,144 (+14,72) | 10,07 (+11,01) | 5,0 (+3,40)

Mediana (P25-P75)

9,1 (5,35-18,75)

7,76 (3,33-18,02)

6,42 (4,47-12,03)

3,17 (2,01-11,25)

5,93 (4,52-10,30)

3,56 (2,97-7,75)

Minimo 0,00 0,63 1,66 0,64 1,93 2,86
Maximo 3288,00 222,80 69,32 84,09 65,05 10,97
IL-5

Média (desvio padréo)

106,4 (£+1021,0)

27,99 (+43,11)

15,09 (+22,86)

16,77 (£23,71)

15,35 (+19,85)

8,96 (£10,12)

Mediana (P25-P75)

12,42
(7,30-23,70)

16,02
(7,84-31,72)

8,21 (5,05-16,37)

6,58 (3,53-16,42)

7,48 (4,72-15,15)

5,44 (3,43-16,26)
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CITOCINA TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Minimo 0,59 2,00 0,87 1,80 0,31 3,14
Maximo 14442,00 311,30 192,10 103,40 92,73 26,96
IL-6

Média (desvio padrao)

68,7 (£240,20)

227,2 (+1140,0)

99,59 (+282,80)

102,2 (+180,30)

33,36 (+65,47)

45,05 (+70,83)

Mediana (P25-P75) 14 ,6167-’6618,04) (12,0%?’194?6,60) (11 311 122,98) (6,0267-;;)(;1,78) 17,3 (4,57-33,94) (5,2135-59;43)
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,65
Méximo 3224,00 11473,00 2113,00 788,50 424,40 170,50

IL-7
Média (desvio padrao)| 2,14 (£19,22) | 1,10(¥270) | 070(x0,83) | 073(x0,91) | 087 (+125) | 0,47 (0,48)

Mediana (P25-P75)

0,51 (0,33-0,83)

0,58 (0,34-0,99)

0,48 (0,27-0,80)

0,37 (0,22-0,87)

0,44 (0,20-0,83)

0,29 (0,21-0,83)

Minimo 0,03 0,18 0,04 0,07 0,05 0,17
Maximo 282,60 26,80 5,74 4,87 6,93 1,33
IL-8
Média (desvio padrdo)| 11,4 (+66,92) | 16,36 (+38,86) | 8,33 (+21,03) | 8,28 (+14,58) | 1,18 (+1,75) 1,81 (£2,69)

Mediana (P25-P75)

1,76 (0,74-6,40)

4,97 (1,70-14,15)

1,08 (0,50-5,39)

1,31 (0,31-12,01)

0,64 (0,22-1,24)

0,5 (0,27-4,02)
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CITOCINA TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Minimo 0,01 0,14 0,10 0,13 0,01 0,22
Maximo 946,70 262,60 146,30 58,56 10,85 6,54
IL-9

Média (desvio padrao)

43,68 (+201,10)

45,53 (+111,10)

22,13 (+47,18)

26,74 (+44,36)

20,28 (£55,17)

33,05 (+64,12)

Mediana (P25-P75)

7,0 (2,76-25,79)

10,3 (2,40-36,73)

5,94 (2,05-16,31)

6,47 (0,75-23,43)

8,05 (1,63-15,31)

4,79 (1,58-78,66)

Minimo 0,00 0,00 0,33 0,06 0,59 1,01
Maximo 2588,00 751,80 307,30 177,70 365,90 147,60
IL-10
Média (desvio padrdo)| 9,86 (+119,60) | 2,33 (£8,99) 1,59 (+2,66) 1,12 (+1,52) 1,89 (+2,20) 1,68 (2,09)

Mediana (P25-P75)

0,89 (0,47-1,53)

0,69 (0,41-1,68)

0,86 (0,44-1,63)

0,52 (0,31-1,34)

1,06 (0,70-2,0)

0,76 (0,57-3,25)

Minimo 0,00 0,05 0,11 0,11 0,36 0,48
Maximo 1759,00 88,35 20,71 7,44 9,71 5,39
IL-12p70

Média (desvio padréo) | 18,25 (+144,20) | 8,20 (+61,86) | 0,96 (+1,13) 1,24 (+1,31) 0,91 (+1,23) 0,55 (+0,14)

Mediana (P25-P75)

0,82 (0,52-1,60)

0,79 (0,52-1,20)

0,57 (0,44-1,02)

0,67 (0,50-1,22)

0,48 (0,35-0,88)

0,57 (0,42-0,68)
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CITOCINA TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Minimo 0,21 0,25 0,21 0,33 0,21 0,40
Maximo 1796,00 623,40 8,09 5,63 7,26 0,75
IL-13
Média (desvio padrao) | 595,1 (£7137,0) | 33,77 (+65,61) | 21,89 (+34,33) | 27,62 (+56,80) 6,60 (16,81) 4,4 (+2,61)
Mediana (P25-P75) 10,03 13,44 9,65 (4,43-19,78) (7,07 (3,56-30,87)| 3,62 (2,81-7,85) | 4,02 (2,20-6,83)
(5,05-28,27) (5,66-34,60)
Minimo 0,00 0,00 1,17 1,26 1,58 1,58
Maximo 103531,00 537,70 188,90 341,40 32,95 8,42
IL-15

Média (desvio padrao)

45,28 (+82,55)

81,36 (+144,70)

34,69 (£82,72)

38,1 (+50,22)

27,66 (+45,80)

51,71 (+80,38)

Mediana (P25-P75) | 18,3 (6,07-55,61) (13,3212;88) (5,3101-;:,11) (7,814A:f96,32) (4,1115-545:,20) (5,3;-51’(1);,40)
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,57
Maximo 926,30 981,60 624,10 211,70 281,70 193,20
IL-17A

Media (xdesvio | ,q 15 (1188.90) | 20,83 (£38,61) | 14,63 (£22,29) | 13.46 (+19.69) | 13,03 (£2145) | 537 (+5.22)

padrao)
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CITOCINA TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)

Mediana (P25-P75)

7,20 (2,57-16,24)

8,97 (3,28-19,83)

6,95 (3,09-15,20)

5,64 (2,58-15,97)

5,88 (3,19-10,65)

3,84 (2,15-9,36)

Minimo 0,00 0,00 0,31 0,14 0,81 1,73
Maximo 2775,00 307,30 117,20 90,09 119,10 14,54
IL-18
Média (desvio padrdo) | 26,31 (+181,80) | 13,04 (10,78) | 9,77 (13,49) | 10,69 (7,76) | 10,76 (10,79) | 5,74 (+4,69)

Mediana (P25-P75)

8,53 (2,14-15,68)

9,98 (7,04-16,92)

6,35 (3,47-9,42)

7,51 (5,56-14,0)

6,86 (3,34-16,41)

3,34 (2,51-10,17)

Minimo 0,00 0,00 0,11 1,16 0,22 2,16
Maximo 2668,00 80,37 92,15 33,69 55,49 13,47
IL-21
Média (desvio padrdo)| 35,40 (+245,0) | 11,31 (+17,84) | 11,60 (+20,22) | 7,30 (+6,63) | 16,60 (+19,30) | 25,63 (+39,95)

Mediana (P25-P75) 6,85 (1,42-15,83)| 4,32 (0-14,01) 562 (3,34-12.05)| 4,84 (2.33-963) | 3151_’fg 65) |6:33 (5:60-54.32)
Minimo 0,00 0,00 0,77 0,54 2,33 4,35
Maximo 3528,00 94,83 171,60 23,83 117,10 96,94
IL-22

Média (desvio padréo) [ 161,70 (+874,40)| 118,30 (£784,10)| 12,19 (¢38,37) | 7,91 (10,16) | 9,48 (+10,69) | 4,43 (+4,88)
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CITOCINA TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Mediana (P25-P75) 10,41 14,20 4,84 (2,01-9,97) (3,57 (22,56-6,12)(5,89 (3,39-11,90) | 2,61 (1,35-8,42)
(3,82-27,20) (8,08-24,65) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Minimo 0,00 0,00 0,09 0,94 0,57 0,57
Maximo 7851,00 7851,00 369,90 38,05 56,96 12,88
IL-23

Média (desvio padréo)

475,10 (+4727,0)

220,60 (+999,60)

62,04 (+106,10)

76,22 (+131,90)

54,73 (+150,90)

138,50 (+276,90)

Mediana (P25-P75) 39,67 26,54 17,66 16,27 16,22 14,51
(11,16-146,10) | (9,53-108,30) | (6,72-58,19) (4,76-93,38) (2,80-61,24) | (2,98-335,90)
Minimo 0,00 0,00 0,95 1,70 0,00 1,17
Maximo 69012,00 9838,00 742,20 638,20 1004,00 633,20
IL-27

Média (desvio padrao)

230,20 (+1626,0)

93,23 (+211,40)

40,23 (+54,13)

46,86 (+62,73)

34,46 (£55,22)

22,65 (+23,99)

Mediana (P25-P75) 37,31 20,42 22,43 23,86 18,08 14,86
(13,73-101,20) | (9,30-65,85) | (12,27-46,61) | (12,12-63,26) | (8,05-31,29) (2,61-46,60)
Minimo 0,00 1,36 0,71 0,72 0,71 0,71
Méaximo 23481,00 1383,00 379,00 347,10 338,70 58,53

IL-31
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CITOCINA TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Média (desvio padrao) | 66,55 (+285,30) | 73,92 (+210,80) | 29,11 (x67,21) | 45,70 (¥x91,08) | 25,45 (x67,13) | 81,92 (£159,10)
Mediana (P25-P75) 9,77 (0-35,40) (@ 9166_’501493) 7,13 (1,44-26,31)| 10,81 (0-46,03) | 3,39 (0-32,36) 0 (0-204,80)
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maximo 3041,00 1818,00 510,30 491,60 430,30 364,30




Tabela 04. Quimiocinas (pg/mL) ao longo do tempo.
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QUIMIOCINAS

TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Eotaxin (CCL11)
Média (desvio padréo)| 1,92 (+3,10) 2,88 (+2,28) 1,47 (+0,82) 1,23 (x0,60) 1,54 (+1,41) 1,41 (+1,55)
Mediana (P25-P75) | 1,40 (0,95-1,99) | 2,04 (1,50-4,0) | 1,21 (0,90-1,80) | 1,06 (0,83-1,45) | 1,20 (0,64-1,84) | 0,84 (0,46-2,66)
Minimo 0,03 0,19 0,26 0,38 0,06 0,32
Maximo 42,97 12,02 4,01 3,36 7,70 4,12
IP-10

Média (desvio padrao)

106,4 (+1021,0)

27,99 (+43,11)

15,09 (+22,86)

16,77 (+23,71)

15,35 (+19,85)

8,96 (+10,12)

Mediana (P25-P75) (7,3102_;32,70) (7’814?12,72) 8,21 (5,05-16,37)|6,58 (3,53-16,42)|7,48 (4,72-15,15) |5,44 (3,43-16,26)
Minimo 0,59 2,00 0,87 1,80 0,31 3,14
Maximo 14442,00 311,30 192,10 103,40 92,73 26,96
MCP-1

Mediana (P25-P75) | 5,02 (3,35-6,98) |7,99 (4,92-12,15)| 3,76 (2,76-6,16) | 3,78 (2,68-5,27) | 4,28 (2,06-6,81) | 2,76 (1,80-5,36)
Minimo 0,08 2,15 0,88 1,25 0,25 1,07
Maximo 195,20 161,90 15,74 26,43 12,33 7,14
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QUIMIOCINAS TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Média (desvio padrao)| 7,03 (x14,34) 11,81 (£18,21) 4,90 (£3,21) 4,98 (+4,41) 4,49 (£3,06) 3,42 (£2,27)

MIP-1 alpha

Mediana (P25-P75)

0,46 (0,14-2,60)

2,90 (1,10-7,30)

0,43 (0,20-1,90)

0,16 (0,12-1,90)

0,17 (0,14-0,27)

0,12 (0,10-0,17)

Média (desvio padrao) 5,5 (+43,0) 6,60 (£13,0) 3,10 (+9,50) 2,80 (£5,90) 0,28 (+0,28) 0,13 (x0,04)
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,06 0,07 0,09
Maximo 632,00 90,00 71,00 25,00 1,40 0,18

MIP-1 beta
Média (desvio padrao)| 7,73 (+14,88) 7,0 (6,96) 5,52 (+4,53) 4,91 (+1,68) 6,22 (+3,20) 4,06 (+1,01)

Mediana (P25-P75)

5,49 (3,12-8,04)

5,79 (3,35-8,02)

4,55 (3,57-6,44)

4,81 (3,36-6,38)

5,46 (4,19-7,77)

3,73 (3,15-5,13)

Minimo 0,00 0,00 1,02 2,03 0,61 3,02
Maximo 180,00 61,41 42,80 8,29 16,78 5,23
RANTES

Média (desvio padrdo) | 22,74 (+28,91) | 49,90 (+74,56) | 12,21 (+8,32) | 9,32(¢5,29) | 10,03 (+3,94) | 8,22 (+1,72)

Mediana (P25-P75) (10;3’_22’ - (18;211;66) (7’715?’1345’62) 8,04 (5,15-10,49)|9,95 (7,20-12,51)| 8,40 (6,88-9,47)
Minimo 0,00 7,56 1,03 3,63 0,00 5,42
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QUIMIOCINAS TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Maximo 341,30 442,10 65,44 25,27 19,13 10,11
GRO alpha
Média (desvio padrao)| 7,90 (+48,20) 7,01 (£24,78) 2,21 (+2,70) 2,62 (+4,07) 1,92 (£2,77) 2,27 (+3,06)
Mediana (P25-P75) | 1,79 (0,73-4,02) | 2,37 (0,84-6,26) | 1,27 (0,82-2,22) | 1,31 (0,57-2,54) | 1,17 (0,50-2,14) | 1,03 (0,47-4,68)
Minimo 0,00 0,00 0,28 0,33 0,28 0,33
Maximo 690,10 240,00 13,83 20,25 17,42 7,66
SDF-1 alpha
Mediana (P25-P73) (18,23f£3,92) (26,7707—,11393,40) (1 8,3(23:;?,88) (11 ,gj-’gf,m) (15,%13;91) (1 ,1137;;70)
Minimo 0,00 0,00 0,72 0,00 2,41 0,20
Maximo 5496,00 382,30 3003,00 159,10 134,30 32,85
Média (desvio padrao) | 105,80 (£+432,10)| 98,02 (+83,93) | 69,04 (+296,20) | 35,53 (+34,15) | 36,59 (+32,04) | 14,66 (+13,62)




Tabela 05. Fatores de crescimento (pg/mL) ao longo do tempo.
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FATORES DE

CRESCIMENTO TEMPO
Entrada (TO) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
BDNF
Média (desvio padrao) | 7,13 (£62,28) 2,65 (+8,05) 1,11 (£1,67) 1,27 (£1,83) 0,56 (+0,86) 0,26 (x0,39)

Mediana (P25-P75)

0,72 (0,23-2,12)

0,90 (0,29-2,31)

0,54 (0,30-1,39)

0,38 (0,24-1,61)

0,19 (0,09-0,79)

0,10 (0,03-0,56)

Minimo 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00
Maximo 910,20 74,22 14,15 7,26 4,19 0,94
EGF

Média (desvio padrao)

30,23 (£75,22)

29,17 (+68,69)

14,69 (+19,49)

21,30 (+38,71)

15,16 (+22,99)

16,43 (+26,19)

Mediana (P25-P75) |, 22:22’7 1) [B7 (2.48-27.05)\7.38 (4.52-14.33) o gg:g‘;’ 45) |065 (4.13-18.05)5.93 (3,13-34,97)
Minimo 0,00 0,00 1,01 1,08 2,12 3,13
Maximo 536,10 496,20 105,70 215,50 140,30 63,19
FGF-2

Média (desvio padrdo) |28,36 (+184,10)| 23,66 (+131,90) | 8,17 (£9,27) | 8,99 (+19,39) | 7,32 (¢4,36) 6,23 (+2,49)

Mediana (P25-P75)

5,59
(2,16-10,84)

2,84 (0,72-7,17)

5,24 (3,60-7,83)

3,45 (2,70-6,71)

6,01 (4,78-7,30)

5,24 (4,61-8,24)
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Média (desvio padrao)

14,61 (+61,68)

CRESCINENTO TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Minimo 0,00 0,00 1,34 1,80 3,68 4,31
Maximo 2608,00 1292,00 60,27 123,40 23,44 10,52
HGF
Média (desvio padrao) | 18,63 (+74,87) | 16,58 (£10,60) | 11,34 (+10,70) | 8,99 (¢8,75) | 10,64 (£12,77) 3,69 (+1,48)
Mediana (P25-P75) (6,531%,69) (8,817%’201%23) 8,37 (6,06-13,26) (2,921%,63) 7,29 (3,43-10,78)| 3,71 (2,28-5,10)
Minimo 0,00 3,25 0,48 1,41 0,00 1,70
Maximo 1093,00 54,05 70,53 35,58 67,30 5,36
LIF
9,72 (+18,03) 9,59 (+10,99) 7,01 (¢7,01) | 17,70 (25,05) | 12,40 (£19,27)

Mediana (P25-P75) 3 02?1 39) 4,26 (2,34-9,54) 16,27 (3,17-11,27) |4,28 (2,73-8,78) 9,64 (4,75-20,21)(4,02 (3,27-25,73)
Minimo 0,00 0,86 0,89 1,44 0,89 3,12
Maximo 885,20 117,20 70,56 31,74 139,40 46,85

NGF beta
Média (desvio padrao) (23,93 (£150,30)| 10,97 (£36,81) 9,04 (+18,13) 7,89 (£8,91) 24,61 (56,93) 40,47 (£75,27)
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FATORES DE

CRESCIMENTO TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Mediana (P25-P75) 2,94 3,38 (1,21-7,87) | 4,18 (1,52-8,54) 3,04 8,29 (1,48-22,66)|5,72 (1,79-96,54)
(1,49-10,21) ’ ’ ’ ’ ’ ’ (1,16-12,01) ’ ’ ’ ’ ’ ’
Minimo 0,37 0,49 0,35 0,26 0,42 0,42
Maximo 2151,00 342,90 151,70 33,21 354,70 174,60
PDGF-BB
. . - 188,70
Média (desvio padrao) (£1656,0) 50,63 (x178,30) [ 19,36 (x30,93) | 20,90 (x50,25) [ 7,33 (x10,30) 2,95 (+1,51)
Mediana (P25-P75) 12,29 9,54 (4,26-33,59)|7,13 (3,48-22,31) 4,32 3,51 (2,39-6,86) | 3,26 (1,39-4,35)
(5,74-44,03) ’ ’ ’ ’ ’ ’ (2,12-18,16) ’ ’ ’ ’ ’ ’
Minimo 0,00 0,00 0,66 1,17 0,66 1,25
Maximo 23901,00 1572,00 166,30 303,60 48,68 4,63
PIGF-1
Média (desvio padrao)| 5,20 (£32,05) 3,14 (£3,23) 3,20 (£3,21) 2,41 (x2,85) 1,63 (£1,27) 1,11 (£0,35)

Mediana (P25-P75)

2,12 (1,29-3,47)

2,45 (1,62-3,43)

1,93 (1,39-3,51)

1,09 (0,48-3,92)

1,22 (0,97-1,95)

1,05 (0,80-1,44)

Minimo

0,00

0,63

0,61

0,29

0,56

0,61

Maximo

471,40

25,21

23,80

12,71

8,19

1,45
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FATORES DE

CRESCIMENTO TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
SCF
Média (desvio padrao) (13,69 (x171,30)| 3,12 (+2,38) 1,62 (£1,29) 1,44 (£2,11) 1,56 (£1,83) 0,33 (x0,21)

Mediana (P25-P75)

1,41 (0,91-2,34)

2,42 (1,36-4,14)

1,39 (0,71-2,15)

0,81 (0,45-1,44)

0,99 (0,78-1,56)

0,35 (0,16-0,50)

Minimo 0,00 0,21 0,11 0,13 0,00 0,00
Maximo 2519,00 11,65 7,37 12,13 9,52 0,58
VEGF-A

Média (desvio padréo)

56,83 (+384,90)

35,17 (+30,88)

20,92 (+34,98)

13,78 (£11,90)

21,88 (£13,43)

14,85 (+8,13)

Modiana (P25-P75) 17,98 26,57 12,71 9,79 17,63 13,25
(8,64-35,09) | (13,28-49,78) | (8,10-24,61) | (5,16-22,19) | (12,80-30,15) | (7,20-23,30)
Minimo 0,00 1,00 2,99 0,29 2,69 6,89
Maximo 5615,00 176,10 340,00 57,65 69,97 24,31
VEGF-D
Média (desvio padrdo) [16,20 (+126,20)| 20,26 (+25,16) | 4,50 (+7,21) | 3,06 (+4,37) | 2,88 (¢5,04) 1,76 (+1,93)

Mediana (P25-P75)

2,54 (1,28-6,82)

9,30 (2,36-31,83)

1,69 (0,77-5,42)

1,53 (0,55-3,10)

1,10 (0,48-2,33)

1,04 (0,44-3,44)

Minimo

0,00

0,00

0,16

0,27

0,14

0,42
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FATORES DE

CRESCIMENTO TEMPO
Entrada (TO) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
Maximo 1850,00 138,10 55,66 21,41 25,88 5,07




Tabela 06. Fator estimulante de colénias (pg/mL) ao longo do tempo.
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FATORES
ESTIMULANTE DE TEMPO
COLONIAS
Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
Entrada (TO)
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
GM-CSF

Média (desvio padréo)

113,70 (+389,60)

122,20 (+238,20)

49,71 (£52,96)

57,75 (+64,03)

36,78 (+42,15)

32,27 (+28,32)

Mediana (P25-P75)

43,78
(18,42-91,65)

63,28
(26,93-124,80)

30,24
(17,83-60,42)

37,51
(14,43-83,92)

22,56
(11,92-48,06)

25,03
(13,53-54,63)

Minimo

0,00

1,00

7,65

0,00

3,42

10,15

Maximo

4713,00

2067,00

360,30

230,50

218,50

81,37




Tabela 07. Interferons (pg/mL) ao longo do tempo.
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INTERFERONS TEMPO
Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
Entrada (TO)
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
IFN alpha
Média (desvio padrao) | 1,18 (x7,47) 1,14 (£1,86) 0,76 (£1,24) 0,85 (x1,41) 0,69 (x0,88) 0,61 (x0,79)

Mediana (P25-P75)

0,34 (0,16-0,83)

0,50 (0,28-1,21)

0,39 (0,21-0,74)

0,32 (0,19-0,78)

0,33 (0,15-0,86)

0,34 (0,16-1,19)

Minimo 0,01 0,00 0,05 0,11 0,06 0,08
Maximo 109,60 13,79 9,15 7,09 3,83 2,01
IFN gamma
Média (desvio padrdo) 7981 15,23 (+54,37) 6,02 (+8,82) 8,33 (£17,83) 2,32 (4,72) 0,57 (+0,67)
(£117167,0)
Mediana (P25-P75) | 4,17 (1,49-8,65) |5,95 (3,62-10,55)| 3,09 (1,40-7,73) | 2,12 (1,20-8,17) | 0,77 (0,04-1,88) | 0,31 (0-1,27)
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,73 0,00 0,00
Maximo 1722000,00 543,80 53,36 107,70 27,87 1,48




Tabela 08. Fatores de necrose (pg/mL) ao longo do tempo.
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FATORES DE

NECROSE TEMPO
Entrada (T0) Retorno 06 Retorno 12 Retorno 18 Retorno 24 Retorno 30
meses (T1) meses (T2) meses (T3) meses (T4) meses (T5)
TNF alpha
37,32
Média (desvio padrao) (£199,80) 24,49 (£73,46) 8,76 (£15,13) 8,85 (£15,58) 3,06 (£3,65) 2,13 (x2,17)
5,19
Mediana (P25-P75) (2,32-16,67) |7,62 (3,54-19,24)| 3,45 (1,83-9,09) | 1,89 (1,12-9,37) | 1,96 (1,24-3,09) | 0,95 (0,87-3,98)
Minimo 0,32 0,53 0,63 0,65 0,63 0,79
Maximo 2285,00 699,10 101,60 76,19 19,33 5,91
TNF beta
152,80
Média (desvio padrao) (x1711,0) 64,86 (269,30 | 24,38 (x45,17) | 37,07 (x85,56) 5,54 (£5,71) 6,85 (16,36)
8,18 13,95
Mediana (P25-P75) (3,19-26,74) (3,70-45,92) 18,16 (3,91-18,31)|5,16 (4,06-41,18)| 4,24 (2,23-6,28) |3,71 (2,71-12,57)
Minimo 0,00 0,00 0,75 1,61 0,75 2,14
Maximo 25087,00 2550,00 284,60 451,20 31,34 17,65




IL-1 alpha

IL-1 beta IL-1RA IL-2
300
200
100
- |
E E
2 g
-100
-200
-300 T T T T T T -200 T T T T T T -400 T 1| T T T T
TO T T2 T3 T4 T5 TO T1 T2 T3 T4 T5 TO T T2 T3 T4 T5 TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo Tempo Tempo Tempo
IL-4 IL-5 IL-6 IL-7
1500 1500 30
1000 1000
-1 500 = 500 -
E E £
=) =) =)
=3 0 o 0 o
-500 -500
4 T T T T T T -1 T T T T T T -1 T T T T T T - T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5 TO ™M T2 T3 T4 TS5 TO T1 T2 T3 T4 TS5 TO T T2 T3 T4 T5
Tempo Tempo Tempo Tempo
IL-8 IL-9 IL-10 IL-12p70
200
100
P - -
E E o E
=) =) =)
-4 o o
-100
-10 T T T T T T 0 T T T T T T 20 T T T T T T 0 T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5 TO T1 T2 T3 T4 T5 TO T T2 T3 T4 T5 TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo Tempo Tempo Tempo
IL-13 IL-15 IL-17A IL-18
10000 300 300 300
5000 200
- -4 100
E E
j=2J i=
a o 0
-5000 100
-10000 T T T T T T =
TO T1 T2 T3 T4 T5

T T T T T T =
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 TS
Tempo

Tempo

Figura 06. Graficos de média e desvio padrao das citocinas ao

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

longo do tempo.



pg/mL

1L-21

400

200

pg/mL

-200

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

IL-31

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

MIP-1 alpha

60

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5

Tempo

SDF-1 alpha

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

pg/mL

IL-22

1500

pg/mL

TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

EOTAXIN

pg/mL

TO T1 T2 T3 T4 T5

Tempo
MIP-1 beta
30
20
E
5 10
o
0
10 T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo
BDNF
100
50
0
-50

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

pg/mL

pg/mL

150

IL-23

6000
4000

2000

pg/mL

-2000

-4000

6000

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

IP-10

pg/mL

TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

RANTES
150

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

EGF

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

pg/mL

63

IL-27

2000

1000

pg/mL

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

MCP-1

40

30

20

pg/mL

10

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

GRO alpha

100

50

pg/mL

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tempo

FGF-2

300

200

100

-100

T T T T T T
TO T1 T2 T3 T4 TS5
Tempo
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65

6.4. Relacao género versus citocinas ao longo do tempo

Para investigar a relacdo entre género e os niveis de citocinas ao longo do
tempo, empregou-se uma analise ANOVA de dois fatores (two-way ANOVA). A
escolha do two-way ANOVA para esta anadlise estatistica foi baseada na
necessidade de avaliar a interacdo entre duas variaveis independentes: tempo e
sexo. Este meétodo é apropriado para investigar se as variagbes nos niveis de
citocinas ao longo do tempo diferem entre homens e mulheres. O two-way ANOVA
permite uma analise robusta dessas interagdes, identificando se cada fator
isoladamente ou suas interagdes contribuem significativamente para as mudancgas
nos niveis de citocinas. Aplicou-se o teste post-hoc de Tukey para identificar os
intervalos de tempo entre os quais as diferengas eram significativas.

Os resultados do two-way ANOVA revelaram diferengas significativas nos
niveis de citocinas entre os sexos ao longo do tempo, particularmente para a
quimiocina RANTES (p=0,0226) no tempo T1. Além disso, na comparagao
intragrupo entre os intervalos de coleta, RANTES apresentou os seguintes
resultados: TO vs T1 (p<0,0001), T1 vs T2 (p<0,0001), T1 vs T3 (p<0,0001), e T1 vs
T4 (p<0,0001) no grupo feminino. Adicionalmente, Eotaxin mostrou variagdes
significativas ao longo do tempo apenas no grupo feminino: TO vs T1 (p=0,0316), T1
vs T2 (p=0,0005), e T1 vs T3 (p=0,0104). MCP-1 também apresentou diferenca
significativa entre T1 e T2 (p=0,0178) no grupo feminino. Esses achados indicam
que a resposta imunoldgica pos-COVID-19 pode ser modulada pelo sexo,
influenciando potencialmente os desfechos inflamatérios e cognitivos.

A Tabela 09 apresenta os valores de p obtidos na analise ANOVA de dois
fatores, enquanto os graficos a seguir (Figura 09) destacam os valores de p
significativos encontrados no teste de Tukey para as citocinas que apresentaram

variagoes estatisticas relevantes.
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Tabela 09. Valores de p obtidos na analise two-way ANOVA na relagdo género e

citocinas ao longo do tempo.

Citocinas Interagao Sexo x Tempo Sexo
Tempo

BDNF p=0,9912 p=0,9643 p=0,9403
EGF p=0,4274 p=0,3548 p=0,7325
EOTAXIN (CCL11) p=0,9148 p=0,0057 p=0,4099
FGF-2 p=0,6017 p=0,8201 p=0,8218
GM-CSF p=0,9667 p=0,2984 p=0,7192
GRO alpha

(CXCL1) p=0,7866 p=0,8390 p=0,9322
HGF p=0,9901 p=0,9018 p=0,9784
IFN alpha p=0,9937 p=0,9981 p=0,9544
IFN gamma p=0,9951 p=0,9951 p=0,9154
IL-1 alpha p=0,9980 p=0,9081 p=0,9409
IL-1 beta p=0,9958 p=0,9933 p=0,8952
IL-10 p=0,9962 p=0,9947 p=0,9074
IL-12p70 p=0,9805 p=0,9553 p=0,8222
IL-13 p=0,5711 p=0,4317 p=0,7346
IL-15 p=0,8791 p=0,1024 p=0,7258
IL-17A p=0,9964 p=0,9942 p=0,9660
IL-18 p=0,9991 p=0,9603 p=0,9312
IL-1RA p=0,9041 p=0,9612 p=0,4943
IL-2 p=0,7505 p=0,3028 p=0,8939
IL-21 p=0,9970 p=0,9336 p=0,8605
IL-22 p=0,9574 p=0,4108 p=0,9464
IL-23 p=0,9603 p=0,9858 p=0,9732
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Interagdo Sexo x

Citocinas Tempo Tempo Sexo
IL-27 p=0,9948 p=0,8980 p=0,9676
IL-31 p=0,9865 p=0,8154 p=0,8118
IL-4 p=0,9875 p=0,8919 p=0,8861
IL-5 p=0,9870 p=0,9852 p=0,8955
IL-6 p=0,9109 p=0,7012 p=0,9416
IL-7 p=0,9953 p=0,9949 p=0,8933
IL-8 p=0,9930 p=0,7626 p=0,8875
IL-9 p=0,9920 p=0,8518 p=0,8988
IP-10 p=0,9965 p=0,9821 p=0,8973
LIF p=0,9832 p=0,9312 p=0,7793
MCP-1 p=0,9776 p=0,0038 p=0,6948
MIP-1 alpha p=0,9952 p=0,9627 p=0,8500
MIP-1 beta p=0,8260 p=0,7332 p=0,9498
NGF beta p=0,9968 p=0,9274 p=0,9580
PDGF-BB p=0,9957 p=0,9370 p=0,9951
PIGF-1 p=0,9991 p=0,9597 p=0,9943
RANTES p=0,5460 p<0,0001 p=0,6673
SCF p=0,9953 p=0,9948 p=0,9167
SDF-1 alpha p=0,5445 p=0,7004 p=0,8595
TNF alpha p=0,9919 p=0,4586 p=0,7642
TNF beta p=0,6301 p=0,5460 p=0,6563
VEGF-A p=0,9964 p=0,9587 p=0,9257
VEGF-D p=0,9947 p=0,8944 p=0,7720
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Figura 09. Quimiocinas com valores de p significativos no teste de Tukey na analise

entre género e citocinas.

6.5. Relacgao idade versus citocinas ao longo do tempo

Para examinar a relagdo entre a idade dos participantes e os niveis de

citocinas ao longo do tempo, utilizou-se um teste ANOVA de dois fatores,

transformando a variavel independente “idade” em categérica. Para essa

categorizagao, estabeleceu-se um ponto de corte de 40 anos, com base em
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evidéncias cientificas que associam idade e resposta inflamatéria em infeccbes
virais, incluindo COVID-19. Estudos demonstraram que a idade pode influenciar
significativamente os niveis de marcadores inflamatérios, com mudangas notaveis
observadas em individuos acima dos 40 anos (Greene et al., 2024). Dessa forma, os
participantes foram divididos em dois grupos: o Grupo 01, incluindo aqueles com
idade abaixo de 40 anos, e o Grupo 02, composto por aqueles com idade maior ou
igual a 40 anos. A tabela a seguir (Tabela 10) mostra o numero de participantes em

cada grupo, em cada momento de coleta de dados.

Tabela 10. Divisao de grupos de acordo com a faixa etaria.

Ponto de Grupo 01 Grupo 02 Tempo Grupo 01 - Grupo 02 -

corte (anos) Faixa etaria Faixa etaria N N
40 20-40 41-60 TO 118 98
20-40 41-60 T 61 41

23-40 41-59 T2 49 52
24-40 41-59 T3 22 19

24-40 41-59 T4 24 21

31-40 41-50 T5 3 2

Ao analisar a relacdo entre o tempo e os niveis de citocinas baseados na
idade dos participantes, seis citocinas apresentaram valores significativos: Eotaxin
(p=0,0249), GM-CSF (p=0,0051), IL-31 (p=0,0490), IL-4 (p=0,0172), IL-6 (p=0,0399)
e TNF alpha (p=0,0078). Observou-se que GM-CSF, IL-31, IL-4 e TNF alpha
apresentaram valores mais altos no grupo 01 (<40 anos) no inicio do estudo (T0),
periodo em que os participantes estavam entre trés e seis meses apos a
recuperacao da infeccao aguda de COVID-19. A quimiocina Eotaxin foi mais alta no
grupo 02 (>41 anos) na avaliagédo de seis meses (T1), aproximadamente 12 meses
apos a recuperagao inicial da COVID-19. Ja a citocina IL-6 foi maior no grupo 01,
também no tempo T1.

Ao analisar a relagdo do tempo intragrupo, quatro citocinas apresentaram
valores de p significativos em fungcdo do tempo: Eotaxin (p<0,0001), IL-15
(p=0,0097), MCP-1 (p=0,0004) e RANTES (p<0,0001). Apdés a anadlise two-way


https://paperpile.com/c/WHVjyo/ZQY9
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ANOVA, realizou-se o teste post-hoc de Tukey para identificar os intervalos de
tempo nos quais as diferengas eram significativas.

No grupo 02 (>41 anos), o teste de Tukey revelou diferencas significativas
para a quimiocina Eotaxin entre TO e T1 (p<0,0001), T1 e T2 (p<0,0001), T1 e T3
(p=0,0001) e T1 e T4 (p=0,0036). Para a quimiocina MCP-1, as diferencas
significativas foram observadas entre TO e T1 (p=0,0075), T1 e T2 (p=0,0047)e T1 e
T4 (p=0,0330) também no grupo 02.

Para a quimiocina RANTES, o teste de Tukey indicou diferengas significativas
no grupo 01 nos intervalos TO e T1 (p<0,0001), T1 e T2 (p<0,0001), T1 e T3
(p=0,0008) e T1 e T4 (p=0,0004). No grupo 02, as diferengas significativas foram
encontradas nos tempos TO e T1 (p=0,0048), T1 e T2 (p<0,0001), T1 e T3
(p=0,0018) e T1 e T4 (p=0,0021). Para a citocina IL-15, o teste de Tukey identificou
diferencas significativas em relagdo ao tempo no grupo 01 entre T1 e T2 (p=0,0419).

A Tabela 11 apresenta os valores de p obtidos na analise, enquanto os
graficos na Figura 08 ilustram as citocinas que exibiram valores de p significativos no

teste de Tukey.

Tabela 11. Valores de p obtidos na andlise two-way ANOVA na relagédo idade e

citocinas ao longo do tempo.

Citocinas Interagao Idade x Tempo Tempo Idade
BDNF p=0,9212 p=0,8374 p=0,7735
EGF p=0,7287 p=0,3284 p=0,6288
EOTAXIN (CCL11) p=0,0249 p<0,0001 p=0,1712
FGF-2 p=0,9314 p=0,8456 p=0,6149
GM-CSF p=0,0051* p=0,2860 p=0,3960
GRO alpha (CXCL1) p=0,9343 p=0,7486 p=0,6983
HGF p=0,9519 p=0,7369 p=0,6273
IFN alpha p=0,9795 p=0,9828 p=0,7675
IFN gamma p=0,9529 p=0,9530 p=0,8575
IL-1 alpha p=0,9861 p=0,8269 p=0,8541
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Citocinas Interacao Idade x Tempo Tempo Idade
IL-1 beta p=0,9433 p=0,9463 p=0,7959
IL-10 p=0,9580 p=0,9543 p=0,8467
IL-12p70 p=0,9432 p=0,7292 p=0,7299
IL-13 p=0,9167 p=0,9076 p=0,8294
IL-15 p=0,7706 p=0,0097 p=0,9928
IL-17A p=0,9784 p=0,9751 p=0,6756
IL-18 p=0,9637 p=0,8747 p=0,8622
IL-1RA p=0,7211 p=0,9402 p=0,5432
IL-2 p=0,6450 p=0,560 p=0,6107
IL-21 p=0,9397 p=0,7862 p=0,9180
IL-22 p=0,9673 p=0,4279 p=0,7520
IL-23 p=0,9435 p=0,9111 p=0,8275
IL-27 p=0,9291 p=0,7016 p=0,7135
IL-31 p=0,0490* p=0,6118 p=0,9622
IL-4 p=0,0172* p=0,6292 p=0,6921
IL-5 p=0,8924 p=0,8809 p=0,7881
IL-6 p=0,0399* p=0,4221 p=0,5569
IL-7 p=0,9753 p=0,9518 p=0,8048
IL-8 p=0,9883 p=0,6679 p=0,5541
IL-9 p=0,8755 p=0,8144 p=0,8786
IP-10 p=0,9088 p=0,8993 p=0,9878
LIF p=0,9517 p=0,7456 p=0,9807
MCP-1 p=0,5615 p=0,0004 p=0,8009
MIP-1 alpha p=0,9863 p=0,8478 p=0,662
MIP-1 beta p=0,8338 p=0,4112 p=0,8593
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Citocinas Interacao Idade x Tempo Tempo Idade
NGF beta p=0,8424 p=0,7154 p=0,5169
PDGF-BB p=0,9094 p=0,7911 p=0,7627
PIGF-1 p=0,9925 p=0,8907 p=0,7055
RANTES p=0,9996 p=<0,0001 | p=0,8288
SCF p=0,9495 p=0,9529 p=0,8430
SDF-1 alpha p=0,8981 p=0,6017 p=0,9338
TNF alpha p=0,0078* p=0,4960 p=0,5540
TNF beta p=0,9584 p=0,9446 p=0,7651
VEGF-A p=0,9318 p=0,8477 p=0,9492
VEGF-D p=0,8861 p=0,6083 p=0,9773

p* = p valor ajustado pelo Teste de Tukey
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6.6. Analise pareada

6.6.1. Entrada (T0) versus Retorno 06 meses (T1)

Para esta analise, selecionamos participantes que, no inicio do estudo
(entrada - T0O), exibiram um desempenho cognitivo dentro dos parametros normais,
mas que, no retorno de seis meses (T1), apresentaram um desempenho abaixo do
esperado, sendo assim classificados como com comprometimento cognitivo
("impaired") (n=5). Analogamente, incluimos individuos inicialmente classificados
com comprometimento cognitivo no TO que, no retorno de seis meses, mostraram
uma melhoria no desempenho, atingindo ou superando a média esperada, e foram,
portanto, reclassificados como normais (n=14). A fim de identificar diferencas
estatisticamente significativas nos niveis de citocinas entre esses dois grupos, que
exibiram mudancas em seu perfil cognitivo, procedeu-se a analise estatistica
utilizando o teste T, de acordo com a distribuicdo e caracteristicas dos dados
coletados. Os resultados dessa analise sao apresentados na Tabela 12, enquanto as
citocinas que exibiram variagbes significativas sdo detalhadas nos graficos das
Figuras 07 e 08.
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Tabela 12. Analise de comparagao dos niveis de citocinas entre os individuos que tiveram mudancga no status cognitivo no tempo

TOe T1.

Citocinas Médi‘j" (de.svio pad.réo) .(pg/ mL) Valor e.statistica T (grau de o valor

normal -> impaired impaired -> normal liberdade - df)

Interleucinas
IL-1 alpha 0,32 (+0,29) 0,29 (£0,24) t=0,1993, df=17 0,4222
IL-1 beta 8,62 (£10,29) 2,17 (£1,76) t=2,098, df=14 0,0273
IL-1RA 59,65 (+46,32) 43,54 (£35,37) t=0,7971, df=16 0,2185
IL-2 73,65 (+89,30) 23,98 (+17,86) t=1,921, df=15 0,037
IL-4 21,19 (£24,36) 7,85 (£6,93) t=1,866, df=16 0,0402
IL-5 31,01 (£29,13) 22,15 (+16,28) t=0,8477, df=17 0,2042
IL-6 69,23 (£75,27) 44,21 (£36,10) t=0,9463, df=15 0,1795
IL-7 1,01 (x0,69) 0,67 (£0,41) t=1,291, df=17 0,107
IL-8 4,73 (15,72) 6,67 (£7,53) t=0,5172, df=16 0,3061
IL-9 35,13 (+48,46) 7,85 (18,28) t=1,885, df=14 0,0402
IL-10 1,47 (£1,03) 0,55 (+0,16) t=2,843, df=13 0,0069
IL-12p70 2,10 (x2,21) 0,88 (+0,41) t=2,066, df=17 0,0272
IL-13 11,40 (£7,71) 9,53 (+7,87) t=0,4084, df=13 0,3448
IL-15 52,35 (+56,66) 32,43 (+26,07) t=1,045, df=16 0,1558
IL-17A 12,78 (+11,80) 7,48 (15,49) t=1,292, df=15 0,108
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IL-18 19,31 (£12,219) 12,38 (18,03) t=1,447, df=17 0,083
IL-21 13,72 (x11,59) 6,67 (16,72) t=1,663, df=17 0,0574
IL-22 12,27 (£8,50) 16,51 (£12,81) t=0,6142, df=15 0,2742
IL-23 143,3 (£182,2) 30,21 (£33,93) t=2,064, df=14 0,029
IL-27 211,6 (£287,4) 17,34 (£15,87) t=2,335, df=14 0,0175
IL-31 28,46 (£32,10) 14,02 (+13,28) t=1,350, df=15 0,0986
Interferons

IFN alpha 0,87 (+0,68) 0,45 (+0,34) t=1,756, df=16 0,0491
IFN gamma 14,67 (£16,74) 3,93 (£2,11) t=2,184, df=14 0,0233
Fatores de necrose tumoral

TNF alpha 25,25 (£33,94) 7,76 (£7,70) t=1,820, df=16 0,0438
TNF beta 34,50 (+47,16) 20,05 (+£19,41) t=0,9483, df=16 0,1785
Quimiocinas

Eotaxin (CCL11) 3,87 (£1,97) 2,22 (+0,57) t=2,397, df=11 0,0177
IP-10 5,39 (£2,71) 3,42 (£1,43) t=2,037, df=16 0,0293
MCP-1 7,95 (+3,58) 10,81 (15,23) t=1,116, df=16 0,1405
MIP-1 alpha 4,16 (£3,69) 3,97 (£3,93) t=0,08970, df=17 0,4648
MIP-1 beta 5,78 (+3,55) 6,28 (+2,72) t=0,3252, df=17 0,3745
RANTES 23,35 (8,74) 32,66 (£21,12) t=0,9429, df=17 0,1795
GRO alpha 4,79 (£6,41) 2,78 (£2,94) t=0,9031, df=15 0,1904
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SDF-1 alpha 103,1 (£104,7) 74,69 (+52,40) t=0,7973, df=17 0,2181
Fatores estimulantes de coldnias e de crescimento

BDNF 1,66 (+1,60) 0,70 (x0,70) t=1,750, df=15 0,0503
EGF 46,32 (+72,66) 6,60 (16,35) t=1,878, df=14 0,0407
FGF-2 3,66 (+3,23) 2,71 (£2,02) t=0,7123, df=14 0,244
GM-CSF 102,2 (£111,9) 55,22 (+43,67) t=1,321, df=16 0,1025
HGF 27,30 (£15,52) 16,16 (£7,95) t=2,087, df=17 0,0261
LIF 10,95 (+10,11) 4,44 (£2,44) t=2,174, df=15 0,0231
NGF beta 12,03 (£14,89) 2,86 (+2,52) t=2,061, df=14 0,0292
PDGF-BB 5,85 (£2,20) 7,48 (16,32) t=0,4954, df=12 0,3146
PIGF-1 2,70 (x2,18) 2,30 (¢1,55) t=0,4332, df=16 0,3353
SCF 2,27 (£1,96) 2,64 (£1,73) t=0,3855, df=16 0,3525
VEGF-A 25,85 (+21,54) 25,05 (+18,62) t=0,07979, df=17 0,4687
VEGF-D 24,84 (+£32,61) 17,81 (16,17) t=0,6361, df=17 0,2666
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6.6.2. Entrada (T0) versus Retorno de 12 meses (T2)

De forma analoga, conduziu-se uma analise comparativa entre os
participantes que, na entrada, apresentaram um desempenho cognitivo dentro dos
limites considerados normais, e aqueles que, apos doze meses, exibiram
comprometimento cognitivo (n=7). Além disso, a analise englobou individuos cujo
estado cognitivo melhorou de comprometido no inicio do estudo para normal ao fim
de doze meses (n=15). Para identificar diferengas estatisticamente significativas nos
niveis de citocinas entre estes grupos, que manifestaram variagbes no desempenho
cognitivo, optou-se por utilizar o teste T, conforme a natureza dos dados coletados.
Esta escolha metodoldgica baseou-se nas propriedades especificas dos dados,
visando a maxima precisao analitica. Os resultados dessa analise sdo apresentados
na Tabela 13, enquanto as citocinas que exibiram variagdes significativas sao

detalhadas nos graficos da Figura 14.

Tabela 13. Analise de comparacao dos niveis de citocinas entre os individuos que

tiveram mudanca no status cognitivo no tempo TO e T2.

Média (desvio padrao) (pg/mL) | valor estatistica T
Citocinas normal -> impaired -> | (grau de liberdade | p valor
impaired normal - df)

Interleucinas
IL-1 alpha 0,21 (x0,17) 0,32 (+0,20) t=1,139, df=20 0,1341
IL-1 beta 2,82 (+1,33) 2,93 (£1,97) t=0,1252, df=18 0,4509
IL-1RA 44,49 (+28,65) | 26,56 (+15,62) t=1,831, df=18 0,0418
IL-2 11,43 (£4,44) | 26,03 (+23,81) t=1,470, df=19 0,079
IL-4 6,31 (£1,32) 6,47 (+4,27) t=0,09831, df=19 0,4614
IL-5 10,27 (+6,66) 9,31 (£7,89) t=0,2728, df=18 0,394
IL-6 18,92 (+11,16) | 77,64 (+85,65) t=1,648, df=19 0,0579
IL-7 0,43 (£0,26) 0,43 (+0,26) t=0,02566, df=18 0,4899
IL-8 2,06 (+2,04) 7,35 (18,49) t=1,607, df=20 0,0619
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IL-9 3,29 (+2,31) 16,48 (+18,62) t=1,702, df=19 0,0525
IL-10 1,09 (x0,51) 0,46 (+0,26) t=3,497, df=17 0,0014
IL-12p70 0,52 (+0,13) 0,52 (+0,37) t=0,01387, df=17 0,4945
IL-13 12,72 (x10,63) | 14,65 (+8,60) t=0,4328, df=17 0,3353
IL-15 7,24 (£2,50) 20,92 (£21,17) t=1,555, df=19 0,0682
IL-17A 7,40 (£5,06) 8,07 (£8,94) t=0,1852, df=19 0,4275
IL-18 5,70 (£2,64) 3,97 (+4,01) t=1,026, df=19 0,1589
IL-21 5,32 (+3,46) 3,16 (1,63) t=1,874, df=17 0,0391
IL-22 4,67 (+3,36) 3,06 (£3,71) t=0,9497, df=18 0,1774
IL-23 18,85 (£13,71) | 59,0 (£60,04) t=1,727, df=20 0,0498
IL-27 28,24 (£+21,68) | 27,42 (+28,03) | t=0,06793, df=19 0,4733
IL-31 3,87 (+4,33) 17,47 (£16,11) t=2,010, df=19 0,0294
Interferons

IFN alpha 0,28 (+0,09) 0,69 (+0,69) t=1,419, df=19 0,086
IFN gamma 5,65 (+4,87) 6,98 (15,82) t=0,5250, df=20 0,3027
Fatores de necrose tumoral

TNF alpha 5,85 (+4,55) 7,42 (15,58) t=0,6441, df=20 0,2634
TNF beta 9,20 (6,41) 10,79 (18,47) t=0,4304, df=17 0,3361
Quimiocinas

Eotaxin

(CCL11) 2,09 (+0,94) 0,99 (x0,19) t=3,777, df=16 0,0008
IP-10 2,32 (+0,96) 1,72 (£1,09) t=1,224, df=18 0,1183
MCP-1 5,58 (+3,66) 5,14 (13,23) t=0,2885, df=20 0,388
MIP-1 alpha 1,62 (£1,67) 1,002 (+0,84) t=1,083, df=17 0,147
MIP-1 beta 5,92 (+2,60) 4,04 (+2,42) t=1,653, df=20 0,057
RANTES 22,27 (+20,26) | 12,95 (£5,93) t=1,624, df=19 0,0604
GRO alpha 1,07 (x0,54) 2,45 (£2.29) t=1,554, df=20 0,0679
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SDF-1 alpha 38,16 (+6,66) | 40,71 (x22,80) | t=0,2653, df=19 0,3968
Fatores estimulantes de coldnias e de crescimento

BDNF 0,75 (£0,47) 0,87 (+0,81) t=0,3390, df=19 0,3692
EGF 7,25 (£3,31) 13,28 (x11,17) t=1,384, df=20 0,0908
FGF-2 5,44 (£2,67) 5,03 (+4,35) t=0,2286, df=18 0,4109
GM-CSF 22,80 (+6,79) | 56,07 (+45,09) t=1,772, df=19 0,0462
HGF 10,87 (+4,30) 9,53 (15,52) t=0,5611, df=19 0,2907
LIF 6,56 (+4,65) 5,36 (+4,09) t=0,6052, df=19 0,2761
NGF beta 2,93 (+2,23) 4,36 (+3,82) t=0,9066, df=19 0,188
PDGF-BB 9,60 (+8,11) 19,07 (£17,06) t=1,384, df=20 0,0908
PIGF-1 2,36 (x1,03) 3,30 (£2,03) t=1,146, df=20 0,1326
SCF 1,37 (£0,73) 1,51 (£0,96) t=0,3376, df=19 0,3697
VEGF-A 22,46 (£17,26) | 13,06 (+7,28) t=1,825, df=20 0,0415
VEGF-D 9,00 (+9,06) 2,55 (+2,33) t=2,555, df=19 0,0097




84

IL-21

IL-10

IL-1RA

1
[+)]
(3]
S
o
1 1 I
o o 0 o
o~ -
wy6d
=
(=]
]
o
1 1 1 1
(3] N - o
Jwy6d
=]
=
=]
o

150

100
5

Juwy6d

%%,
\@0
éao
% %
Y,
@\aﬂV
“,
%
%,
\V@O
eao
o 2
@&v &w‘
% %
ﬂV
“,
%
b,
\va‘o
eﬂo
I S
% %,
Y 4,
k§‘ /4
™,
",
%

IL-31

IL-23

Eotaxin (CCL11)

5 : “,
o . : \Valo
: Q;
"%, Y
\V‘ o\é
L/ 7
I T @
qwybd \Nm\o
(2
- 2
(>
E ‘ .
y : o,
S . ﬁO
(%, %
%, %
1 1 1 1 @\ 7
o o o o o A
© © < ~ § VV@
quy6d a‘osv
F 2
- S . 4,
2 : (o)
S : (Z
P R 70
KRR
% Y
% Y
I I 1 @
3 Q 2 = vwv
qwy6d A~V~0\v

VEGF-D

VEGF-A

GM-CSF

0.0415

0.0097

40

0.0462

300

200

100+

qwy6d

%,
%,
%,
70@
%, %
&V‘Q O\\Q\
\@v
>
“,
%
s,
2
@Oé
™
2
X, Y,
\V‘ %
¥ 2
@\1'
>
&«\a‘
%
%,
4,
%,
70@
X, %,
\VQ Q\@
é\\? >
“u,
%

Figura 14. Citocinas com valores de p significativos na analise pareada entre TO e
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6.6.3. Entrada (T0) versus Retorno de 24 meses (T4)

De maneira semelhante, realizou-se uma anadlise comparativa focada nos
participantes cujo status cognitivo sofreu alteragdes da entrada até o retorno de vinte
e quatro meses. ldentificaram-se individuos que, inicialmente considerados dentro
dos parametros normais de desempenho cognitivo, demonstraram comprometimento
cognitivo apds vinte e quatro meses (n=2). Incluiram-se também aqueles cuja
condicdo cognitiva evoluiu de comprometida no inicio do estudo para um
desempenho normal no mesmo intervalo de vinte e quatro meses (n=8). A fim de
avaliar as diferengas estatisticamente significativas nos niveis de citocinas entre
esses grupos, que apresentaram mudangas no desempenho cognitivo, adotou-se a
utilizagdo do teste T, baseando-se nas caracteristicas especificas dos dados. Essa
escolha metodologica foi determinada pelas propriedades dos dados, buscando
alcangar a precisdo analitica desejada. Os resultados dessa analise sao
apresentados na Tabela 14, enquanto as citocinas que exibiram variagdes
significativas sao detalhadas nos graficos da Figura 10, evidenciando a relagao entre

as alteragbes cognitivas e as respostas imunoldgicas no decorrer do estudo.

Tabela 14. Analise de comparagao dos niveis de citocinas entre os individuos que

tiveram mudancga no status cognitivo no tempo TO e T4.

Média (desvio padrao) (pg/mL) | valor estatistica T
Citocinas normal -> impaired -> | (grau de liberdade | p valor
impaired normal - df)

Interleucinas
IL-1 alpha 0,01 (0,0) 0,02 (0,01) t=0,8819, df=7 0,2035
IL-1 beta 1,11 (0,39) 1,35 (1,06) t=0,3093, df=7 0,383
IL-1RA 33,73 (0,0) 62,28 (55,86) t=0,6911, df=8 0,2545
IL-2 272,7 (343,0) 11,66 (13,63) t=2,499, df=7 0,0205
IL-4 11,11 (8,65) 6,57 (2,15) t=1,476, df=7 0,0917
IL-5 31,93 (38,28) 10,96 (11,31) t=1,543, df=8 0,0807
IL-6 224 .4 (282,9) 8,14 (8,14) t=2,515, df=7 0,02
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IL-7 1,76 (2,05) 0,55 (0,60) t=1,664, df=8 0,0674
IL-8 5,82 (7,11) 0,33 (0,28) t=2,534, df=7 0,0195
IL-9 188,8 (250,5) 3,26 (2,82) t=2,443, df=7 0,0223
IL-10 4,94 (5,77) 1,13 (0,90) t=2,031, df=7 0,0409
IL-12p70 0,61 (0,41) 0,46 (0,20) t=0,7156, df=7 0,2487
IL-13 5,83 (3,13) 4,39 (3,10) t=0,5874, df=8 0,2866
IL-15 161,3 (170,2) 7,13 (6,43) t=2,977, df=7 0,0103
IL-17A 12,45 (13,98) 9,91 (10,82) t=0,2850, df=8 0,3914
IL-18 9,03 (10,04) 9,23 (6,08) t=0,03747, df=8 0,4855
IL-21 67,03 (70,87) 9,69 (8,43) t=2,760, df=8 0,0123
IL-22 15,15 (16,43) 7,70 (4,78) t=1,273, df=8 0,193
IL-23 530,6 (669,3) 5,19 (6,21) t=2,589, df=7 0,018
IL-27 44,58 (45,04) 13,36 (9,30) t=2,041, df=7 0,0403
IL-31 231,1 (281,6) 0,0 (0,0) t=2,462, df=6 0,0245
Interferons

IFN alpha 1,82 (2,05) 0,27 (0,24) t=2,388, df=7 0,0242
IFN gamma 2,64 (3,54) 0,92 (0,77) t=1,410, df=7 0,1007
Fatores de necrose tumoral

TNF alpha 6,81 (6,86) 1,58 (1,05) t=2,350, df=7 0,0255
TNF beta 18,59 (18,03) 4,07 (3,19) t=2,608, df=8 0,0156
Quimiocinas

Eotaxin

(CCL11) 4,57 (4,41) 1,25 (0,78) t=2,436, df=8 0,0204
IP-10 8,91 (8,84) 3,35 (2,05) t=1,917, df=8 0,0457
MCP-1 8,14 (5,05) 3,92 (2,16) t=1,975, df=8 0,0418
MIP-1 alpha 0,17 (0,09) 0,23 (0,07) t=0,9809, df=7 0,1797
MIP-1 beta 6,12 (2,17) 5,75 (2,58) t=0,1873, df=8 0,428
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RANTES 8,68 (2,15) 9,12 (5,38) t=0,1095, df=8 0,4577
GRO alpha 9,21 (11,60) 0,70 (0,34) t=2,416, df=7 0,0232
SDF-1 alpha 33,92 (17,20) 33,14 (18,31) t=0,05394, df=8 0,4792
Fatores estimulantes de coldnias e de crescimento

BDNF 0,57 (0,11) 0,13 (0,07) t=6,279, df=6 0,0004
EGF 73,12 (95,02) 4,97 (1,94) t=2,149, df=6 0,0376
FGF-2 8,82 (5,94) 5,50 (1,45) t=1,680, df=8 0,0657
GM-CSF 120,8 (138,2) 24,89 (22,99) t=2,272, df=8 0,0264
HGF 8,90 (2,27) 11,12 (8,08) t=0,3687, df=8 0,3609
LIF 73,12 (93,67) 11,19 (10,95) t=2,260, df=8 0,0269
NGF beta 182,5 (242,6) 2,29 (2,08) t=2,219, df=6 0,0342
PDGF-BB 4,07 (0,79) 2,94 (1,75) t=0,8584, df=8 0,2078
PIGF-1 1,58 (0,74) 1,28 (0,38) t=0,8497, df=8 0,2101
SCF 0,94 (0,21) 1,72 (1,55) t=0,6767, df=8 0,2588
VEGF-A 27,35 (26,80) 22,06 (10,84) t=0,4823, df=8 0,3213
VEGF-D 1,08 (1,11) 1,06 (0,89) t=0,03421, df=8 0,4868
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Figura 17. Citocinas com valores de p significativos na analise pareada entre TO e

Nao foi possivel realizar a analise pareada para identificar relacbes entre os

niveis de citocinas plasmaticas e mudangas no status cognitivo nos momentos T3

(retorno de dezoito meses) e T5 (retorno de trinta meses) devido a limitagdes

decorrentes da adesao dos participantes. No momento T3, a participagao foi restrita

apenas a individuos classificados com desempenho cognitivo normal, resultando na

auséncia de dados comparativos entre diferentes estados cognitivos. Ja no
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momento T5, a adesdo foi igualmente baixa, contando com apenas cinco
participantes, o que nao proporcionou um tamanho amostral suficiente para a

conducgao de analises estatisticas robustas.

6.7. Predicao entre o perfil de citocinas e o desfecho desempenho

cognitivo

Realizamos analises de regressao logistica binaria com todos os individuos
(n=216), a fim de verificar se os niveis de citocinas plasmaticas, associadas a
variaveis de controle como idade, sexo e escolaridade, poderiam influenciar no
desfecho do desempenho cognitivo.

A regressao logistica foi realizada usando a classificagdo obtida no teste
Copia da Figura Complexa de Rey-Osterrieth, que avalia a memoria visuoespacial,
como variavel dependente e os niveis de citocinas plasmaticas (pg/mL) como
variaveis independentes. Foi utilizado o método de selegcdo proposital, que é
semelhante ao método backward, proposto por Hosmer-Lemeshow (Hosmer &
Lemeshow, 2004). No modelo inicial foram incluidas somente as variaveis
independentes que obtiverem valor de p < 0,25 na analise. Na etapa seguinte, as
variaveis nao significativas e que nao provocaram uma grande alteragao (mais dos
que 20% de mudanga) nas estimativas dos coeficientes Beta padronizado (exp(B))
foram removidas do modelo, uma de cada vez. Apoés verificar todas as variaveis,
testou-se o efeito de cada variavel que nao foi incluida no modelo inicial. Essa etapa
foi fundamental para verificar se a variavel que sozinha nao era significativa
apresentava importancia na presenga de outras variaveis.

O teste de Hosmer-Lemeshow é utilizado para avaliar o ajuste de modelos de
regressao logistica, verificando se a frequéncia de eventos esperada pelo modelo
corresponde a frequéncia de eventos observada nos dados (Field, 2017; Lemeshow
& Hosmer, 1982). No presente estudo, os resultados do teste indicaram um valor de
chi-quadrado (x?) de 7,26 com 8 graus de liberdade (df), e um valor de p de 0,509.
Diante desse resultado, a hipétese nula néo é rejeitada, uma vez que o valorde p é
maior que 0.05, indicando que o modelo se ajusta bem aos dados observados. O
ajuste adequado do modelo € de grande importancia para garantir a precisao das
previsdes e a validade das conclusdes derivadas do modelo (Lemeshow & Hosmer,
1982).


https://paperpile.com/c/WHVjyo/O92E
https://paperpile.com/c/WHVjyo/O92E
https://paperpile.com/c/WHVjyo/kf9j+zsWC
https://paperpile.com/c/WHVjyo/kf9j+zsWC
https://paperpile.com/c/WHVjyo/kf9j
https://paperpile.com/c/WHVjyo/kf9j
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A andlise de regressao logistica realizada neste estudo revelou um R? de
Nagelkerke de 0,575. O R? de Nagelkerke, que € uma medida conservadora do
ajuste do modelo, indica que 57,5% da variabilidade nos dados pode ser explicada
pelas variaveis independentes incluidas no modelo (Field, 2017). Esse valor indica
um ajuste moderado a bom do modelo, sugerindo que as variaveis independentes
selecionadas contribuem de maneira significativa para prever o desfecho da variavel
dependente.

A acuracia do modelo de regressao logistica foi avaliada utilizando a tabela
de classificagdo, resultando em uma acuracia geral de 89,2%. Isso indica que o
modelo classificou corretamente 89,2% dos casos. Além disso, a sensibilidade do
modelo, que mede a capacidade de identificar corretamente os casos positivos
(desempenho cognitivo alterado), foi de 65,8%. A especificidade do modelo, que
mede a capacidade de identificar corretamente os casos negativos (desempenho
cognitivo normal), foi de 97,3%. Esses resultados sugerem que, embora o modelo
seja altamente eficaz na identificagdo de casos normais, ha espaco para melhorias
na detecgdo de casos alterados. Isso indica que o modelo preditivo de déficit
cognitivo baseado nos niveis de citocinas pode ser usado como segundo método de
selecdo de casos, apds um primeiro teste de rastreio para garantir que todos
aqueles que apresentam comprometimento cognitivo foram selecionados, como os
testes da neuropsicologia (ver Anexo B).

O resultado da analise de regressédo logistica identificou citocinas e
quimiocinas significativas que contribuem para a predigdo do desempenho cognitivo
alterado. Nesse modelo observamos que niveis elevados de IL-1 alpha, IP-10
(CXCL10) e NGF beta estdo associadas a um aumento na chance de
comprometimento cognitivo, enquanto que niveis elevados de IL-6, IL-21, VEGFD e
PIGF-1 estdo associadas a uma redugédo na chance de comprometimento cognitivo
(Tabela 15). Esse modelo avalia a contribuicdo individual de cada citocina para o
desfecho comprometimento cognitivo, ajustado para as outras variaveis incluidas no
modelo. A significAncia dessas associagbes sugere que niveis elevados dessas
citocinas estdo relacionados com o comprometimento cognitivo, considerando a

interagcdo com outras variaveis no modelo.


https://paperpile.com/c/WHVjyo/zsWC
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Tabela 15. Modelo de regresséao logistica das variaveis de perfil inflamatério sobre o

desempenho cognitivo.

X? df p valor R? Variavels exp (B) p valor
preditoras
7,259 8 0,509 0,575 Constante 146.071 0,000
Sexo 0,438 0,186
ldade 0,975 0,347
Escolaridade 0,881 0,145
IL-1 alpha 5,732 0,000
IP-10 (CXCL10) 5,083 0,006
NGF beta 2,922 0,002
VEGF-D 0,568 0,036
IL-21 0,514 0,016
IL-6 0,207 0,000
PIGF-1 0,125 0,001

X2 = qui-quadrado; df = graus de liberdade; R?> = R quadrado de Nagelkerke; exp (B) =

coeficiente Beta padronizado

Para complementar a analise de regressao logistica, realizamos uma analise
de rede das citocinas significativas usando o software JASP. Essa abordagem
permitiu uma compreensao mais profunda das relagbes complexas entre esses
mediadores inflamatérios e seus possiveis papéis no comprometimento cognitivo
pos-COVID. A figura 18 apresenta a visualizagado das interagdes entre IL-1 alpha,
IP-10, NGF beta, IL-6, IL-21, VEGF-D e PIGF-1.

Os nos representam as citocinas e as linhas indicam as correlagbes entre
elas. A espessura das linhas reflete a forca dessas correlagdes, em que as linhas
mais grossas representam correlagdes mais fortes. As cores das linhas indicam a
natureza da correlagcdo, sendo azul para positiva e vermelha para negativa.
Observamos que IL-6 e IL-1 alpha apresentam uma interagao positiva forte, em que
0s niveis elevados de uma estdo associados a niveis elevados da outra. NGF beta

atua como um no6 central, indicando sua importancia na modulagdo da resposta
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inflamatdria. As correlagdes negativas, como a observada entre NGF beta e IL-1
alpha, indicam que quando os niveis de NGF beta sao altos, os niveis de IL-1 alpha
tendem a ser baixos, e vice-versa. Isso sugere uma interagao regulatéria entre essas

citocinas.

Figura 18. Analise de rede das interagdes entre mediadores inflamatorios
significativos no modelo de regressao logistica.
Os ndés representam as citocinas, com cores diferenciando citocinas
pro-inflamatoérias (laranja) e anti-inflamatérias/reguladoras (azul). As linhas indicam
correlagdes, com a espessura das linhas representando a forga da correlagao (maior
espessura para correlagdes mais fortes). As linhas azuis indicam correlagdes

positivas, enquanto linhas vermelhas indicam correlagdes negativas.

7. DISCUSSAO

A sindrome pods-COVID emerge como uma manifestagdo complexa e
multifacetada da infeccdo por SARS-CoV-2, desafiando as expectativas de
recuperacao. Caracterizada por uma persisténcia surpreendente de sintomas que

atravessam o espectro de fadiga intensa a comprometimentos neurocognitivos, essa
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condigdo afeta pacientes independentemente da severidade inicial de sua infecgéo
(Fernandez-de-Las-Pefas et al., 2021). Esses sintomas, que vao desde dificuldades
respiratorias e dores musculares até o debilitante 'brain fog', nao s6 persistem por
semanas a meses apos o evento agudo da infecgdo, como também exibem uma
natureza recorrente ou flutuante. Essa realidade coloca em destaque a necessidade
urgente de compreender a COVID-19 além de sua fase aguda, abrindo caminho
para investigacdes aprofundadas sobre os efeitos de longo prazo do virus no corpo
humano e, particularmente, no sistema nervoso central (Raveendran et al., 2021).

Embora a base fisiopatologica das condi¢gbes pos-COVID ainda ndo esteja
plenamente esclarecida, estudos indicam que a neuroinflamacg¢ao pode desempenhar
um papel significativo no desenvolvimento dos sintomas neurocognitivos associados
(Greene et al., 2024; Troyer et al., 2020; Vanderheiden & Klein, 2022). A inflamagao
no cérebro ou medula espinhal é impulsionada pela producdo de citocinas,
quimiocinas e mensageiros secundarios pelas células da glia no sistema nervoso
central (SNC), incluindo micréglia e astrécitos. A continuidade dessa resposta
inflamatdria € influenciada pelo contexto e duragdo do estimulo inicial (DiSabato et
al., 2016).

Infecgbes por SARS-CoV-2 estdo associadas ao aumento nos niveis de
citocinas proé-inflamatérias no SNC. Analises do liquido cefalorraquidiano (LCR) de
pacientes com COVID-19 e sintomas neurolégicos mostraram elevagdes nos niveis
de IL-1beta, TNF-alfa, IL-8, IL-6, IL-15, MCP-1 e MIP-1beta (Franke et al., 2021,
Normandin et al., 2021; Pilotto et al., 2021). Estudos em modelos animais também
observaram elevagao nas citocinas inflamatérias (IL-6, CXCL5 e Eotaxin/CCL11) no
LCR durante infeccbes leves (Fernandez-Castafeda, Lu, Geraghty, Song, Lee,
Wood, O’Dea, et al., 2022). Essas alteragdes podem impactar diretamente a fungao
do SNC, ja que a micréglia, responsavel pela vigilancia imunoldgica primaria, altera
seu perfil transcricional em resposta a ativagdo, produzindo mais citocinas
inflamatdrias e quimiocinas. Apesar de, em geral, essa ativagao da micrdglia ser
considerada protetora, a ativagao cronica e excessiva pode resultar em alteragdes
patolégicas severas e em comprometimentos neuropsiquiatricos, incluindo
depressao e déficits cognitivos (DiSabato et al., 2016).

Alguns virus neurotropicos sado capazes de induzir disfungao neuronal
significativa, podendo levar a consequéncias severas para o hospedeiro. Esses

agentes patogénicos danificam os neurbnios através de mecanismos variados,
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incluindo a citdlise direta resultante da replicacéo viral, um processo observado em
doengas como a poliomielite (Amor et al., 2010). Um estudo detalhado realizado por
Levine e cols. (2023) revelou 22 associagdes entre infecgdes virais e doencgas
neurodegenerativas (DNDs), destacando uma notavel associagdo entre encefalite
viral e a doenca de Alzheimer (DA), com uma razdo de risco elevada de 30,72
(Levine et al.,, 2023). Notavelmente, 81% dessas associa¢gdes envolveram virus
classificados como neurotropicos, apontando para a possibilidade de que a
neuroinflamacao induzida por esses virus possa agravar o risco de DNDs ao
comprometer a reserva cognitiva. Reforgando essa perspectiva, uma infecgéo pelo
virus Epstein-Barr foi associada a um aumento de 32 vezes no risco de desenvolver
esclerose multipla, evidenciando a influéncia significativa que infecgdes virais podem
exercer sobre o desenvolvimento e a progressdo de condi¢gdes neurodegenerativas
(Bjornevik et al., 2022).

Neste estudo, investigamos o perfil de citocinas pro-inflamatérias e
anti-inflamatérias e sua correlagdo com o comprometimento cognitivo em uma coorte
de individuos que tiveram COVID-19 em graus leves a moderados. Ao analisar a
totalidade dos participantes ao longo do periodo do estudo, verificou-se que 82,52%
(n=387) mantiveram um desempenho cognitivo normal no teste da copia da Figura
Complexa de Rey. Por outro lado, 17,48% (n=82) dos participantes apresentaram
um desempenho abaixo do esperado neste mesmo teste, evidenciando um
comprometimento cognitivo persistente mesmo apds a recuperagédo da fase aguda
da infecgdo. A literatura cientifica recente reconhece que a COVID-19 pode induzir
comprometimento cognitivo em alguns individuos apds a recuperagao da infecgao
inicial (Mazza et al.,, 2021; Woo et al., 2020). Estudos recentes revelam que
pacientes podem experimentar déficits cognitivos, incluindo memdéria e atencéo
diminuidas, bem como disturbios do sono, sugerindo efeitos de longo prazo da
COVID-19 na fungao cognitiva (Daroische et al., 2021; Radke et al., 2024).

O estudo de Greene e cols. (2024) reforca esses achados ao identificar
pacientes com sintomas pdés-COVID que apresentaram disfuncdo da barreira
hematoencefalica, desregulagdo do sistema de coagulagdo e uma resposta imune
adaptativa enfraquecida. Os autores sugerem que a inflamagédo sistémica
sustentada e a disfuncao localizada da barreira hematoencefalica sdo componentes
cruciais da patogénese do comprometimento cognitivo (Greene et al., 2024)

Adicionalmente, pesquisas tém demonstrado que a COVID-19 pode contribuir para o
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declinio cognitivo ao danificar regides cerebrais cruciais, como o hipocampo e o
cortex cingulado anterior, por meio da persisténcia da inflamagdo neural ativa,
disfungdo mitocondrial e ativacdo microglial (Daroische et al., 2021; Z. Li et al.,
2023).

A relacdo entre as variaveis demograficas, como sexo e idade, e os niveis de
citocinas em individuos com COVID-19 é um campo de estudo que tem revelado
aspectos cruciais da resposta imune a infecgdo. Os resultados da nossa analise
mostram que ha uma interagdo significativa entre género e niveis de citocinas ao
longo do estudo, com destaque para a quimiocina RANTES no tempo T1. Além
disso, Eotaxin (CCL11) e MCP-1 apresentaram diferengas significativas apenas no
sexo feminino ao longo do tempo. Isso sugere que o sexo feminino pode ter uma
resposta inflamatéria diferenciada a infecgdo por COVID-19, potencialmente
influenciada pelos moduladores imunes dos horménios sexuais. Tal observagao é
corroborada por estudos que indicam diferengas significativas na resposta imune
baseadas no sexo, com mulheres exibindo perfis imunoldgicos potencialmente mais
robustos (Scully et al., 2020; Takahashi et al., 2020).

Quando analisado a influéncia da idade nos niveis de citocinas, foi possivel
observar diferengas significativas para IL-31, GM-CSF, IL-4, e TNF alpha no grupo
com idade abaixo do ponto de corte (40 anos) (grupo 01), sendo que esses
mediadores inflamatérios foram maiores no inicio do estudo, periodo em que os
participantes estavam entre 3 e 6 meses apos a recuperagao da infecg¢ao inicial de
COVID-19. Ainda na comparagao entre os grupos, IL-6 apresentou niveis elevados
no grupo 01, enquanto Eotaxin apresentou niveis elevados no grupo 02, ambos no
retorno T2, ou seja, 12 meses apos a infeccdo aguda de COVID-19. Esses achados
sdo consistentes com estudos que mostram variagdes na resposta imunoldgica
baseadas na idade. Por exemplo, estudos indicam que individuos mais jovens
tendem a apresentar respostas imunolégicas mais robustas, o que pode explicar os
niveis elevados de citocinas como IL-31, GM-CSF, IL-4 e TNF alpha pouco tempo
apos a recuperagdao da infecgdo (Daroische et al., 2021). Por outro lado, em
individuos mais velhos, a resposta inflamatdria cronica pode persistir por periodos
mais longos, refletida nos niveis elevados de Eotaxin observados no T1 (Z. Li et al.,
2023). Isso ressalta a complexidade da relacdo entre idade, sexo e a resposta ao
COVID-19, influenciada por multiplos fatores, incluindo comorbidades e estado de

saude geral (Angioni et al., 2020).
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Portanto, ao relacionar nossos resultados com a literatura existente,
destacamos a importancia de considerar tanto a idade quanto o sexo como variaveis
criticas que influenciam os perfis de citocinas e a resposta imune ao COVID-19.
Esses achados ndo apenas corroboram com a evidéncia cientifica que sugere
variagbes significativas na resposta imune entre diferentes grupos demograficos,
mas também apontam para a necessidade de abordagens terapéuticas
personalizadas que levem em consideracao essas diferencgas.

A analise estatistica dos niveis de citocinas em relacdo a mudanga no status
cognitivo ao longo do tempo (TO para T1, TO para T2 e TO para T4) revela um
padrao complexo de alteracbdes inflamatérias e neurotréficas que podem estar
associadas ao comprometimento cognitivo em pacientes pos-COVID-19. Os
resultados indicam que uma ampla gama de citocinas pro-inflamatdrias,
anti-inflamatérias e fatores de crescimento podem estar envolvidos na patogénese
do comprometimento cognitivo associado a COVID-19. Esses achados sugerem um
papel significativo da resposta imune e dos processos inflamatérios na
neuroinflamacao e na disfuncdo neuronal, que podem contribuir para as alteragées
cognitivas observadas.

Entre TO e T1, a presenca de citocinas pré-inflamatérias como IL-1 beta, IL-2,
IFN-gamma, TNF-alpha, bem como citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10) e fatores
de crescimento (FGF-2, HGF), sugere uma resposta imune mista que pode refletir
uma tentativa do organismo de controlar a infecgdo viral e seus efeitos no sistema
nervoso central (SNC) (Altmann et al., 2023; Phetsouphanh et al., 2022).

A IL-1 beta é conhecida por desempenhar um papel central na mediagao da
resposta inflamatéria e pode atravessar a barreira hematoencefalica (BHE),
promovendo a neuroinflamagdo e potencialmente contribuindo para o
comprometimento cognitivo observado em pacientes pés-COVID-19 (Fetsko et al.,
2023; Hauptmann et al., 2020). A IL-2 e o IFN-gamma, por sua vez, sdo cruciais
para a ativacao e regulacado da resposta imune celular, enquanto o TNF-alpha tem
sido associado a processos inflamatérios e apoptoticos no cérebro.

As citocinas anti-inflamatorias, como IL-4 e IL-10, desempenham um papel
crucial na modulagado da resposta inflamatéria, tentando limitar o dano tecidual e
promover a resolugao da inflamagao (Espindola et al., 2021; X. Wu et al., 2022). Os
fatores de crescimento, como FGF-2 e HGF, sdo essenciais para a reparagao

tecidual e a regeneragdo, indicando que o corpo também esta tentando reparar
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qualquer dano causado pela infeccdo viral. A elevacdo de Eotaxina e MCP-1,
quimiocinas especificas envolvidas na atracdo de células imunes para locais de
inflamacao, sugere uma migracao ativa de células imunes para o SNC (Yang & Qiu,
2022). Essa migragdo pode ser uma faca de dois gumes: por um lado, € uma
tentativa de controlar a infeccao e limitar o dano ao tecido neural; por outro, pode
exacerbar a neuroinflamagao, levando a alteragbes cognitivas e neurologicas
(Becher et al., 2017).

Entre TO e T2, a detecgéo de IL-1RA (antagonista do receptor de IL-1) junto
com IL-10, IL-23 e VEGF-A sugere uma continuidade nos processos inflamatorios e
tentativas de reparo tecidual e angiogénese no contexto de lesdes cerebrais. A
presenca de GM-CSF e VEGF-D também aponta para uma regulagcdo complexa da
inflamagéao e do crescimento celular.

A compreensdao do papel das citocinas IL-1RA, IL-10, IL-23, VEGF-A,
GM-CSF e VEGF-D na inflamacgéo, reparo tecidual e angiogénese, particularmente
no contexto de lesbes cerebrais, se baseia na interagdo complexa desses
mediadores no ambiente inflamatério e nas respostas do tecido. IL-1RA, sendo um
antagonista do receptor de IL-1, desempenha um papel crucial na modulacédo da
resposta inflamatéria, atuando como um regulador negativo para minimizar os danos
teciduais causados pela hiperativacao de IL-1 (EI-Behi et al., 2011). IL-10, conhecida
por suas propriedades anti-inflamatérias, regula a producdo de VEGF por
macrofagos, um processo dependente da polarizagdo dos macrofagos e da
presenga de hipdxia, sugerindo uma fungdo na promog¢ado da angiogénese e no
reparo tecidual de maneira ambiente-especifica (W.-K. Wu et al., 2010). IL-23, por
sua vez, tem um papel critico na indugao e manutencao da diferenciacao de células
Th17, que sao conhecidas por sua capacidade de produzir GM-CSF, um fator vital
para a ativacdo de células microgliais e o inicio de encefalomielite autoimune
experimental, evidenciando seu papel na manutencdo da inflamacdo e na
patogénese de doencas autoimunes (EI-Behi et al., 2011).

Os fatores de crescimento VEGF-A e VEGF-D sao essenciais para a
angiogénese, promovendo o crescimento e a manutencdo de vasos sanguineos,
essenciais para o reparo tecidual apés a lesdo. GM-CSF, além de suas funcdes
imunomoduladoras, contribui para a patogenicidade de células Th17 em doencas
autoimunes e mediadores autoimunes, realgcando a complexidade e a importancia de

sua regulagdo na inflamacéo e na resposta imune (El-Behi et al., 2011). Essas
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interacdes destacam um equilibrio delicado entre promocéo da inflamacéao, reparo
tecidual e angiogénese que é crucial para a recuperagao de lesdes cerebrais.

Entre TO e T4, a persisténcia de citocinas como IL-2, IL-6, IL-8, IL-9, e IL-10,
juntamente com o surgimento de IL-15, IL-21, IL-31, TNF-alpha, e TNF-beta, indica
uma resposta inflamatéria prolongada que pode transitar para uma fase crénica.
Esse perfil sugere uma tentativa do organismo de regular tanto a inflamacao quanto
a resposta imune, mantendo um equilibrio entre o dano e a tentativa de reparagao
tecidual. Noelle & Nowak (2010) em seu estudo revelam que citocinas como IL-9
podem ser produzidas por diferentes subconjuntos de células T, incluindo células
Th17 e células T reguladoras (Treg), indicando a complexidade da resposta imune e
sua potencial influéncia na neuroinflamagao e no reparo tecidual (Noelle & Nowak,
2010). A IL-9 tem sido associada a promocado da expansado de mastdcitos, que
podem ter efeitos pro-inflamatoérios e contribuir para a resposta imune durante um
processo inflamatoério ativo. Além disso, a IL-1 desempenha um papel crucial nos
estagios iniciais apés um dano cerebral, como um acidente vascular cerebral
isquémico, regulando a expressao de outras citocinas inflamatérias (como IL-6 e
TNF-alpha), fatores de crescimento (como NGF), e induzindo processos como
astrogliose e formagao de cicatrizes gliais, que sdo fundamentais para o reparo
tecidual apés o dano. No entanto, a IL-1 beta também pode exacerbar a disfungéo
da barreira hematoencefalica e promover a apoptose, contribuindo para o dano
cerebral secundario apos um dano isquémico (Zhu et al., 2022).

A presenga de fatores neurotroficos como o Brain-Derived Neurotrophic
Factor (BDNF), o Nerve Growth Factor-beta (NGF-beta), e o Epidermal Growth
Factor (EGF) sugere esforgcos para a neuroprotecdo e o reparo neuronal. Estes
fatores sao essenciais para a sobrevivéncia, crescimento e diferenciagdo de
neurdnios, além de desempenharem um papel na modulacdo da resposta
inflamatdria e na regeneracgéao tecidual apés o dano cerebral (Allen et al., 2011).

Estudos tém mostrado que a neuroinflamagdo desencadeada por essa
complexa interacdo de citocinas pode contribuir para uma variedade de alteragdes
neuropsicolégicas, incluindo "brain fog", a dificuldade de concentragdo e a memoria
prejudicada, que sao comumente relatadas por pacientes recuperados da
COVID-19. A resposta imune mista e a subsequente neuroinflamagdao podem,

portanto, estar na esséncia do comprometimento cognitivo observado em alguns
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pacientes apos a recuperagao da fase aguda da COVID-19 (Becher et al., 2017; Low
et al., 2023).

A analise de regressao logistica realizada foi empregada para identificar as
possiveis citocinas e quimiocinas como preditores significativos do desempenho
cognitivo alterado em pacientes pds-COVID-19. A regressao logistica € uma técnica
estatistica apropriada para modelar a relagao entre uma variavel dependente binaria
(desempenho cognitivo normal vs. alterado) e uma ou mais variaveis independentes
(niveis de citocinas) (Hosmer & Lemeshow, 2004). No modelo logistico, IL-1 alpha,
IP-10 (CXCL10) e NGF beta estavam associadas ao aumento da chance de
comprometimento cognitivo, enquanto IL-6, IL-21, VEGF-D e PIGF-1 estavam
associadas a reducdo da chance de comprometimento cognitivo. As citocinas
desempenham papéis criticos no sistema imunoldgico, atuando como mediadores
de inflamacdo e modulagdo imunoldégica. Essas moléculas sinalizadoras podem
exibir fungdes duais, sendo pro-inflamatérias ou anti-inflamatérias dependendo do
contexto e do microambiente imunoldgico. Por exemplo, a IL-6 pode atuar como uma
citocina pro-inflamatéria na doenga de Alzheimer, promovendo neuroinflamagéo,
mas também como anti-inflamatéria, facilitando a resolucdo da inflamacédo e
promovendo a reparagao tecidual (Tanaka et al., 2014). A maturidade do sistema
imunolégico desempenha um papel fundamental na determinagado da fungao das
citocinas. Em individuos mais jovens, o sistema imunologico tende a ser mais
robusto e reativo, o que pode resultar em respostas inflamatérias mais intensas e
prolongadas (S. L. Klein & Flanagan, 2016). Em contraste, em individuos mais
velhos, a resposta imunolégica pode ser disfuncional ou inadequada,
frequentemente resultando em inflamacao crénica de baixo grau que contribui para o
desenvolvimento de doengas degenerativas (Franceschi et al., 2000).

A integracdo dos resultados da regressao logistica e da analise de rede
sugere que IL-1 alpha, IP-10 e NGF beta tém papeis complexos na modulagao da
inflamacao e do comprometimento cognitivo p6s-COVID. A regresséo logistica indica
que niveis elevados dessas citocinas estdo associados a piores desfechos
cognitivos, e a analise de rede revela interagcées regulatorias entre elas. Essas
interagbes sugerem que niveis elevados de NGF beta podem modular os efeitos
prejudiciais de IL-1 alpha, embora essa modulagdo possa nao ser suficiente para
prevenir o comprometimento cognitivo. NGF beta, uma neurotrofina essencial para a

sobrevivéncia e manutencdo neuronal, é crucial para a funcdo dos neurdnios
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colinérgicos do prosencéfalo basal, que sdo gravemente afetados na doenca de
Alzheimer (Allen et al., 2011). A diminuicdo da atividade de NGF esta associada a
perda de fungao colinérgica e ao declinio cognitivo na DA. Estudos sugerem que o
aumento da forma pré-apoptotica (proNGF), a forma precursora do NGF, esta
associado a sinais pro-apoptoticos que contribuem para a degeneragao neuronal.
Essa dindmica é evidenciada pelo aumento dos niveis de proNGF no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com DA (Mufson et al., 2019).

Na analise de rede, IL-6 apresenta correlagdao forte com IL-1 alpha e NGF
beta. Esses resultados indicam um ciclo inflamatério em que as citocinas se
amplificam mutuamente, exacerbando e modulando a resposta inflamatéria. Ao
induzir a producgao de IL-6, IL-1 alpha amplifica a resposta inflamatéria, aumentando
a producao de outras mediadoras inflamatdrias. A IL-6, por sua vez, pode induzir a
producado de IL-1 alpha, criando um ciclo de feedback positivo (Dinarello, 2000; Erta
et al., 2012). Ja na interagado de IL-6 com NGF beta, essa correlagédo representa um
mecanismo de regulacdo onde NGF beta tenta controlar a resposta inflamatdria
mediada por IL-6 e promover a reparagao tecidual. Em cenarios de neuroinflamacao,
como em doengas neurodegenerativas e infecgdes virais que afetam o sistema
nervoso central, essa interacdo é particularmente importante (Mufson et al., 2019).
Essas interagdes destacam a complexidade das redes de citocinas e a importancia
de uma regulagdo precisa para prevenir danos teciduais e promover a
neuroprotegcao em condigdes patologicas.

Esses resultados implicam que o comprometimento cognitivo em pacientes
pos-COVID-19 pode estar associado a um perfil complexo de alteragdes nos niveis
de citocinas, refletindo a interacdo entre a resposta imune, a inflamacado e os
mecanismos de reparo tecidual. Evidéncias emergentes sugerem que intervengdes
direcionadas para modulagdo da resposta inflamatéria e suporte a neuroprotecéo
podem ser potencialmente benéficas para mitigar o comprometimento cognitivo em
pacientes recuperados de COVID-19 (Altmann et al., 2023). Estudos futuros devem
focar em desvendar os mecanismos subjacentes a essas alteragbes e em
desenvolver estratégias terapéuticas especificas baseadas no perfil inflamatorio e

neurotrofico.
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8. CONCLUSAO

A sindrome pés-COVID representa um desafio emergente na compreensao
das consequéncias a longo prazo da infecgado por SARS-CoV-2, evidenciando uma
gama persistente e as vezes recorrente de sintomas que afetam significativamente a
qualidade de vida dos pacientes. A presengca prolongada de sintomas
neurocognitivos e fisicos, independentemente da severidade inicial da infecgao,
destaca a complexidade da resposta do corpo a COVID-19 e a necessidade de
abordagens terapéuticas personalizadas e multidisciplinares para o manejo dessas
manifestacdes (Fernandez-de-Las-Pefas et al., 2021; Raveendran et al., 2021).

A persisténcia de um perfil inflamatdério complexo, caracterizado pelo aumento
de varias citocinas pro-inflamatérias e neurotréficas no sistema nervoso central,
sugere uma relagao intrinseca entre neuroinflamagéo e comprometimento cognitivo
em pacientes pés-COVID-19 (Troyer et al., 2020; Vanderheiden & Klein, 2022). Esta
resposta inflamatoria, impulsionada por citocinas como IL-1beta, TNF-alfa, IL-6,
entre outras, e o envolvimento de células gliais, como microglia e astrocitos, indica
mecanismos subjacentes que podem estar contribuindo para as alteragbes
neuropsiquiatricas observadas (DiSabato et al., 2016; Franke et al., 2021;
Normandin et al., 2021; Pilotto et al., 2021).

Além disso, a associagao entre infecgdes virais, particularmente por virus
neurotropicos, e o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas fornece um
contexto preocupante para a compreensao dos efeitos a longo prazo da COVID-19.
A capacidade desses virus de induzir neuroinflamagdo e potencialmente
comprometer a reserva cognitiva aponta para a necessidade de monitoramento e
intervengdes precoces em pacientes recuperados da COVID-19, visando mitigar
riscos futuros de declinio cognitivo e doencas neurodegenerativas (Amor et al.,
2010; Bjornevik et al., 2022; Levine et al., 2023).

Os resultados deste estudo corroboram a literatura existente, demonstrando
que a resposta inflamatéria e as alteragdes neurotroficas associadas a COVID-19
podem ter implicagdes significativas no comprometimento cognitivo e na saude
neurologica a longo prazo dos pacientes. Isso reforga a importancia de estratégias
terapéuticas que visem nado apenas a modulagdo da resposta inflamatéria, mas
também o suporte a neuroprote¢do, como abordagens promissoras para mitigar o

impacto neuropsicoldgico da COVID-19.
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Portanto, é imperativo que pesquisas futuras continuem a explorar os
mecanismos subjacentes ao comprometimento cognitivo e outras manifestagdes de
longo prazo da COVID-19, visando o desenvolvimento de intervencgdes direcionadas
que possam melhorar a qualidade de vida dos pacientes recuperados. A
identificacdo de biomarcadores inflamatérios e neurotroficos, juntamente com a
compreensao das variaveis demograficas que influenciam a resposta imune, podera
oferecer insights valiosos para a personalizagao do tratamento e gestao da sindrome
pos-COVID.

Este estudo, embora enriquecedor em suas descobertas, enfrentou limitagdes
que podem ter impactado na analise estatistica e nos resultados obtidos. A amostra
deste estudo foi composta por pacientes atendidos nos hospitais Risoleta Tolentino
Neves e Odilon Behrens, em parceria com o Nucleo de Agbes e Pesquisa em Apoio
Diagnéstico (NUPAD). Essa parceria foi essencial para garantir a incluséo de
individuos com diagnoéstico confirmado de COVID-19 através do teste RT-PCR. No
entanto, a alta proporgcédo de profissionais de saude na amostra pode introduzir um
viés de selecdo, uma vez que esses individuos enfrentam niveis elevados de
estresse e carga de trabalho durante a pandemia, o que pode influenciar os
desfechos de saude mental e cognitiva. Apesar desse viés potencial, os resultados
ainda fornecem insights valiosos sobre os mecanismos de comprometimento
cognitivo pos-COVID-19, especialmente em contextos de alto estresse ocupacional.
Para futuros estudos, recomenda-se a inclusdo de amostras mais diversificadas.

A variagdo do tamanho da amostra ao longo do estudo, com uma perda
significativa de participantes em diferentes fases da pesquisa. Esta diminuicdo no
namero de participantes pode ter influenciado a robustez das analises estatisticas,
potencialmente afetando a generalizagcdo dos resultados. Além disso, a
predominancia de mulheres na composi¢ao da amostra do estudo introduz um viés
que deve ser considerado ao interpretar as conclusdes. A resposta imunolégica e a
apresentagao clinica da COVID-19 podem variar entre géneros, 0 que sugere que 0s
efeitos observados podem né&o ser uniformemente aplicaveis a uma populagdo mais
diversificada.

Estas limitacbes destacam a necessidade de cautela ao generalizar os
achados e reforcam a importancia de futuras pesquisas com amostras mais
equilibradas em termos de género e com taxas de retengdo mais altas para validar e

expandir os entendimentos atuais sobre as condi¢gdes pés-COVID.
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acompanhamento e examinar possiveis preditores

sociodemograficos, moleculares e clinicos da COVID-19 dentro desta coorte; 3. Entender como o SARS-
CoV-2 pode entrar e se propagar pelo cérebro e como a resposta imune a infeccédo pelo SARS-CoV-2
contribui para os sintomas neuro-psiquiatricos; 4. Validar biomarcadores clinicos e moleculares da

neurcinfeccao por SARS-CoV-2."

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os autores identificam os riscos de desconforto durante os procedimentos. Como medidas protetivas,
informam que os procedimentos serdo executados por profissionais treinados e que sera enfatizado para o
participante seu direito de nio participagdo. Tambeém identificam o risco de quebra de sigilo dos dados dos
participantes. Como medidas protetoras, informam que os dados serao trabalhados de forma anonimizada e
geridos apenas pelos pesquisadores responsaveis. Como beneficios, os autores informam que os
participantes poderao receber laudos da avaliagao neuropsiquiatrica, caso solicitem.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Embora a midia em geral dé énfase aos sintomas respiratorios e a tempestade de citocinas da COVID-19,
na literatura internacional tém havido relatos de acometimento neuroldgico, como a Sindrome de Guillain-

Barre, por exemplo. Na sequencia de outras pandemias, houve aumento da
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frequéncia de complicagdes neurclogicas. Como a COVID-19 & uma doenga nova, estudos como este sdo
muito necessarios. O estudo esta bem delineado e tem potencial para ajudar na identificagéo das alteragdes
neuropsiquiatricas de curto/médio prazo. Um aspecto importante é a interagdo com a OMS. Estes estudos
sao dificeis de conduzir, em fungéo da complexidade e da quantidade de trabalho envolvidos. Dai o valor de

agregar os dados aos bancos de dados de Salde Puablica internacionais.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os autores apresentam: Folha de Rosto, devidamente preenchida e assinada via SEI; Projeto de Pesquisa
na versdo Plataforma Brasil e na versdo submetida a "Chamada MCTIC/CNPg/FNDCT/MS/SCTIE/Decit No
07/2020, Pesquisas para enfrentamento da COVID-19"; parecer consubstanciado do departamento de
origem do coordenador, recomendando a aprovacao do projeto e assinado via SEI pelo Chefe de
Departamento; TCLE para o estudo transversal; TCLE para o estudo longitudinal; e, termo de compromisso
de utilizagéo de dados (TCUD). Os TCLEs tem formato de carta-convite, linguagem clara e acessivel,
informam os procedimentos que ser&o feitos, direito de néo participar ou se retirar da pesquisa, informam
sobre riscos e beneficios, informam que nao havera pagamentos de parte a parte, informam que os
pacientes poderdo pedir laudo da avaliacdo neuropsiquiatrica. Informam contato do pesquisador
responsavel e que o mesmo deve ser consultado em caso de duvidas sobre a pesquisa; informam o contato
do COEP/UFMG e o mesmo deve ser consultado em caso de dividas sobre aspectos éticos da pesquisa.
Preveem 0 espaco para as rubricas na primeira pagina. O TCUD esta adequadamente formulado e
assinado. Indica-se no TCUD: "Séo dados a serem coletados dados clinicos ambulatoriais e
hospitalares dos pacientes, somente apds aprovagdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEP-UFMG) e registrados no periodo de entre Janeiro de 2020 e
Dezembro de 2023. [...] Devido a impossibilidade de obtengdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido de todos os sujeitos, assinaremos esse Termo de Consentimento de Uso de Banco de Dados,
para a salvaguarda dos direitos dos participantes." Informam adequadamente os riscos dos procedimentos
envolvidos e orientam as medidas protetivas perante os riscos. O modelo de carta de anuéncia para as
instituicbes onde serao coletados os dados esta no final do TCUD. Apresentam Termo de Constituicéo de
Biorrepositorio, adequadamente formulado e devidamente assinado. Apresentam o termo de anuéncia do
Centro de Tecnologia em Medicina Molecular da UFM@G, onde sera realizado o PET/CT. Apresentam Termo
de autorizagédo do uso de imagens para os exames de imagem e fotografias dos pacientes.
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Por considerar que o projeto & esta bem delineado, tem potencial para gerar informacao cientifica nova,

respeitando as regulamentacdes éticas vigentes, encaminho a aprovacao.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagao vigente (Resolugao CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos

Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragéo do projeto e do termo de consentimento via emenda na

Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da

pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificacao relatorios parciais do

andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um

sumario dos resultados do projeto (relatorio final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagado
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_FP 09/07/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1549259.pdf 11:03:26
Qutros Carta_resposta_CEP.docx 08/07/2020 |Jonas Jardim de Aceito

10:53:01 Paula
Qutros Termo_usodeimagem.docx 08/07/2020 |Jonas Jardim de Aceito
10:48:59 | Paula
TCLE / Termos de | TCLE_versao2.docx 09/07/2020 |Jonas Jardim de Aceito
Assentimento / 10:43:45 Paula
Justificativa de
Auséncia
Qutros SEIUFMGO01741280ficioRESPOSTA.pdf| 09/07/2020 |Marco Aurélio Aceito
10:22:53 | RomanoSilva
Qutros SEIUFMGO0116935ParecerChefe.pdf 09/07/2020 |Marco Aurélio Aceito
. _ - 10:20:01 | RomanoSilva
Declaracéao de SEIUFMG0162081DeclaraCTMM.pdf 09/07/2020 |Marco Aurélio Aceito
Instituicdo e 09:59:30 |RomanoSilva
Infraestrutura
Declaracéo de SEIUFMGO0169543Biorrep.pdf 09/07/2020 |Marco Aurélio Aceito
Manuseio Material 09:57:05 RomanoSilva
Biologico /
Biorepositorio /
Biobanco
Projeto Detalhado / | Brochura_Covid.docx 18/06/2020 |Jonas Jardim de Aceito
Brochura 13:31:23 |Paula
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Investigador Brochura_Covid.docx 18/06/2020 |Jonas Jardim de Aceito
13:31:23  |Paula

Outros CovidCamara.pdf 18/06/2020 |Jonas Jardim de Aceito
13:30:03 _|Paula

Folha de Rosto FRosto.pdt 18/06/2020 |Jonas Jardim de Aceito
13:29:06 |Paula

Qutros Termo_usodedados.docx 27/05/2020 |Jonas Jardim de Aceito
17:02:05 |Paula

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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ANEXO B - Protocolo Neuropsicologia

Protocolo elaborado por Jonas Jardim de Paula e Rachel Elisa R. P. de Paiva.

Fluéncia Verbal Alternada:

Esse instrumento é destinado a avaliacdo dos processos de fluéncia de palavras,
essa habilidade complexa envolve aspectos cognitivos relacionados as fungodes
executivas (sobretudo flexibilidade cognitiva), linguagem (expressiva, capacidade
articulatéria), acesso ao sistema de memoria semantica e velocidade de
processamento (De Paula et al., 2015). O teste consiste em trés etapas, durante as
quais o paciente é solicitado a lembrar e produzir o maior numero possivel de
palavras pertencentes a duas categorias especificas: Animais e Frutas. Na primeira
etapa, o participante deve listar o maior numero de palavras relacionadas a
"Animais" em 60 segundos. Em seguida, na segunda etapa, a tarefa é fazer o
mesmo com a categoria "Frutas" como mesmo tempo. Por fim, na terceira etapa, o
paciente deve alternar entre as duas categorias, seguindo as instru¢des fornecidas,

durante os 60 segundos pré-estabelecidos.

Figura Complexa de Rey-Osterrieth e Figura de Taylor Modificada:

Instrumentos destinados a avaliagdo de habilidades de organizagao visuoespacial,
planejamento e desenvolvimento de estratégias, bem como memdéria (Hubley, 1996;
1998; Rey & Oliveira, 1999). O examinando é solicitado a copiar a figura e depois,
sem aviso previo, € solicitado a reproduzi-la de memaria. Tanto memdria imediata
como a memoria tardia podem ser avaliadas. No caso do presente estudo, como
teriamos avaliagdes repetidas, para minimizar o fator de aprendizagem diante do
conteudo apresentado, alternamos o uso das figuras complexas de Rey-Osterrieth e
com a Figura Modificada de Taylor dada a elevada concordancia dos resultados
entre estas duas versdes e suas caracteristicas psicométricas (Hubley, 2002). A

Figura 3 exibe as duas figuras utilizadas.
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Figura Complexa de Rey-Osterrieth Figura de Taylor Modificada

Figura 3 — Estimulos utilizados na avaliagao da visuoconstrugao.
Fonte: Reprodugao de Hubley (2002).

Memoria Logica:

Instrumento destinado a avaliacdo da evocacdo imediata, tardia e reconhecimento
da memoria episddica. O teste consiste em uma breve estéria, como uma noticia de
jornal, que deve ser lida ao paciente. Apos a leitura, o paciente deve repeti-la ao
examinador da melhor forma que puder, independente da ordem dos eventos. O
processo se repete apds um periodo de 25 a 30 minutos (evocacgao tardia) (Quadro
2). Neste estudo utilizamos alternamos entre duas versdes da tarefa para reduzir o
efeito da aprendizagem de conteudo ao longo das avaliagdes. As versdes propostas

por Nitrini (2008) e Martins et al. (2015) s&o expostas no Quadro 2.

Quadro 2 — Historias apresentadas para avaliagao da memoéria logica.

12 historia

“Na madrugada de quinta-feira, um 6nibus que ia do Rio a Sdo Paulo, bateu em
um caminhé&o carregado de cimento. Treze passageiros ficaram feridos, sendo
dois em estado grave. O motorista do caminhéo faleceu no local. Segundo o
comandante da policia rodoviaria, o 6nibus estava com velocidade excessiva e

havia neblina na estrada. Este é o terceiro acidente de graves proporg¢bes que
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ocorre nesse local neste ano.”

22 histoéria

"As sete horas de uma segunda-feira a noite, José Nascimento de Curitiba, estava
vendo televisdo enquanto se vestia para sair. O boletim do tempo interrompeu o
programa para avisar que uma tempestade se aproximava e cairia dentro de duas
a trés horas durando até a manha seguinte, o reporter disse que a tempestade
poderia provocar inundagdo de até 1 metro de agua causando frio de até cinco
graus. José decidiu ficar em casa ele tirou o casaco e sentou para ver filmes

antigos."

Span de Digitos:

Teste destinado a avaliagdo da memoria de trabalho, essa fungao € essencial para
armazenar temporariamente e manipular informacées mentais (Figueiredo &
Nascimento, 2007). Ela serve como nossa "area de trabalho" mental, possibilitando
resolver problemas, comunicar-nos, acessar memoérias e executar tarefas
complexas. E crucial para o funcionamento eficiente de nossas atividades diarias. O
teste consiste em sequéncias de numeros de 1 a 9 as quais devem ser repetidas
pelo sujeito. Aplica-se primeiro a ordem direta (onde ele deve repetir da forma como

ouviu) e depois na ordem inversa (onde ele deve repetir de tras pra frente).

Teste de Trilhas (Trail Making Test):

Este teste avalia caracteristicas diferentes da atengcdo simples e complexa, além da
flexibilidade cognitiva e da velocidade psicomotora (Bowie & Harvey, 2006; Carvalho
& Caramelli, 2020; Zimmermann et al., 2017). O teste contém duas etapas, na
primeira o avaliando precisa ligar em ordem crescente, os numeros apresentados o
mais rapido que conseguir. Na segunda etapa é necessario a alternancia entre
numeros e letras, sendo que os numeros devem estar em ordem crescente e as

letras em ordem alfabética (Figura 4).
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Figura 4 — Demonstracao das etapas do Teste de Trilhas.
Fonte: Reproducéo de Kim et al. (2016).

Teste dos Cinco Pontos:

Este teste é destinado a avaliacdo dos processos de fluéncia motora e nao-verbal,
sendo relacionado aos processos de funcdes executivas (Strauss et al., 2006). E um
teste sensivel na caracterizagdo de transtornos neurocognitivos e lesdes cerebrais.
Nesta tarefa € dado ao avaliando uma folha com uma série de quadrados, cada um
deles contendo 5 pontos. A tarefa é fazer desenhos unindo os pontos de cada

quadrado de modo que ndo se repitam durante 3 minutos (Figura 5).
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Figura 5 — Demonstracao da execugao do Teste dos Cinco Pontos
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Fonte: Reproducao de Cattelani et al. (2011).
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