
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS BIOLÓGICAS: 

FISIOLOGIA 

 

 

 

 

 

Mariana Kras Borges Russo 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA RESPOSTA AO CHOQUE TÉRMICO (HSR) E DANO 

OXIDATIVO EM PACIENTES DIABÉTICOS INFECTADOS POR SARS-COV-2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2023



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mariana Kras Borges Russo 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA RESPOSTA AO CHOQUE TÉRMICO (HSR) E DANO 

OXIDATIVO EM PACIENTESDIABÉTICOS INFECTADOS POR SARS-COV-2 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós- 

Graduação em Ciências Biológicas: Fisiologia do 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul como 

requisito parcial para a obtenção do título de 

mestre(a) em Fisiologia. 

 

Orientador(a): Dr. Maurício da Silva Krause 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2023 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

Mariana Kras Borges Russo 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA RESPOSTA AO CHOQUE TÉRMICO (HSR) E DANO 

OXIDATIVO EM PACIENTESDIABÉTICOS INFECTADOS POR SARS-COV-2 

 

 

Dissertação de Mestrado apresentado ao Instituto de Ciências Básicas da Saúde da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul como requisito parcial para a obtenção do título 

de mestre(a) em Fisiologia. 

 

 

Aprovado em: _25_ de _Maio__ de 2023_. 

 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

 

______Alexandre Luz de Castro – UFRGS ______ 

Nome do professor - instituição  

 

  

_________     Fábio Klamt – UFRGS                   ___ 

Nome do professor - instituição  

 

 

_________Alessandra Peres - UFCSPA___________ 

Nome do professor - instituição (orientador) 

  



 

 

AGRADECIMENTO 

 

Gostaria de agradecer a todos que compartilharam comigo todas as dificuldades e 

alegrias dessa trajetória. Primeiramente gostaria de salientar a importância da minha família 

nesse caminho, minha mãe (Marilu), irmã (Luisa) e namorado (Leonardo). Ter o seu apoio 

durante essa tomada de decisões foi de extrema importância para mim. Obrigada por 

entenderem meus momentos de ausência forçada para que pudesse cumprir os meus objetivos, 

por me ajudarem a enfrentar os momentos de ansiedade e nervosismo, e por acreditarem em 

mim. Eu amo muito vocês família! 

Agradeço ao meu orientador prof. Maurício Krause por abrir as portas do laboratório 

(mesmo sem me conhecer) e me oportunizar conhecer e dividir a bancada com pessoas tão 

maravilhosas quanto a Helena e a Layane. Meninas, obrigada por me permitirem fazer parte da 

vida de vocês, por me escutarem e aconselharem nos momentos difíceis. Vocês duas sem 

sombra de dúvidas são os meus maiores presentes do mestrado. Fizeram os momentos difíceis 

se tornarem mais fáceis. Vocês acreditaram em mim quando eu mesma duvidei da minha 

capacidade. Heleninha, você é uma pessoa incrível, me ensinou desde o “básico” teste da 

resposta ao choque térmico, ao famoso western blot, sempre com muita paciência e carinho. 

Lay, você sempre positiva, com ótimos conselhos e uma playlist incrível de pagode, fazendo 

nos nossos dias na bancada mais alegres. Gurias, obrigada por cada café compartilhado, cada 

risada e cada abraço. Eu amo muito vocês! 

Meus amigos de longa data, Andresa, Bruna, Cynthia, Jaqueline e Lucas. Vocês estão 

comigo a muitos anos, compartilhamos ao longo da nossa amizade muitas vitórias e agora não 

seria diferente. Obrigada por estarem comigo na boa e na ruim. Obrigada pelas noites de 

conversa e boas risadas. Eu sou eternamente grata por tê-los na minha vida. Amo muito vocês! 

Não posso deixar de agradecer especialmente ao Lucas, por encontrar o PPG Fisiologia e insistir 

para que eu me inscrevesse no mestrado. Amigo, obrigada por dividir comigo cada momento 

de luta e glória, mesmo que a distância. Você é uma joia-rara, uma pessoa com coração incrível 

que me apoiou desde o primeiro segundo, que mesmo com todas as dificuldades ficou feliz 

pelas minhas conquistas. Obrigada por toda essa jornada! Te amo!  

Em resumo, esses agradecimentos são para as pessoas que fizeram a diferença durante 

esses dois anos, que fizeram deles mais leves e iluminados. Eu amo todos vocês! 

  



 

 

RESUMO 

Introdução: A pandemia de COVID-19, causada pelo betacoronavírus SARS-CoV-2, em 2019 

resultou na morte de 6.886.489 pessoas pelo mundo. Os casos mais graves da doença se 

desenvolvem pela resposta inflamatória exagerada conhecida como cytokine storm. Entre os 

fatores de risco associado à maior necessidade hospitalização e morbidade da doença se 

destacam condições crônicas como a hipertensão, diabetes e doenças cardiovasculares. A 

possível relação entre a COVID-19 e o diabetes está no estado inflamatório crônico de baixo 

grau presente neste distúrbio metabólico. As proteínas de choque térmico (Heat Shock Protein 

- HSP) são os produtos finais de uma resposta altamente conservada entre as espécies, a resposta 

ao choque térmico (Heat Shock Response – HSR), um importante mecanismo envolvido na 

proteostase e nos processos anti-inflamatórios. Estudos anteriores de nosso laboratório já 

demonstraram que a HSR encontra-se reduzida em indivíduos diabéticos, levando uma piora 

na resposta de resolução da inflamação e, consequentemente a níveis elevados de citocinas pró-

inflamatórias e ao dano oxidativo. Desta forma, o estudo possui como objetivos: (a) medir a 

concentração de HSP72 extracelular (eHSP72) em pacientes com COVID-19 grave, e comparar 

com pacientes não-infectados, (b) comparar a resposta ao choque térmico (HSR) entre os 

pacientes críticos infectados pelo SARS-CoV-2 com e sem diabetes e, (c) comparar a HSR dos 

pacientes com COVID-19 grave e pacientes não infectados. Métodos: Para o presente estudo 

foram selecionados 60 adultos, de ambos os sexos, gravemente enfermos com insuficiência 

respiratória aguda, diagnosticados com SARS-CoV-2, internados na Unidade de Terapia 

Intensiva (UTI) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Foram incluídos dois grupos com 

indivíduos não-infectados de projetos anteriores para a comparação (saudáveis, n = 19 e 

pacientes com diabetes, n = 22). Utilizamos amostras de sangue periférico para medir o 

metabolismo (glicose e HbA1C), estresse oxidativo (lipoperoxidação e carbonilas), eHSP72 e 

a HSR (in vitro). Resultados: Os pacientes com COVID-19 grave apresentaram nível de 

eHSP72 plasmática mais alto em comparação com indivíduos saudáveis e pacientes não-

infectados. Os indivíduos com COVID-19 em estado grave apresentaram uma HSR reduzida, 

além de aumento na peroxidação lipídica e carbonilas. Conclusões: Nossos resultados 

demonstraram que os pacientes com COVID-19 grave possuem eHSP72 elevada e uma HSR 

reduzida, independentemente da presença de diabetes. Esses resultados auxiliam a explicar a 

razão da inflamação descontrolada (tempestade de citocinas) presente nesses pacientes e 

fornece informações sobre o aumento do risco de desenvolvimento de Diabetes Mellitus Tipo 

2 após a infecção por SARS-CoV-2. 
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ABSTRACT 

Introduction: The COVID-19 pandemic, caused by the betacoronavirus SARS-CoV-2, in 2019 

led to the death of 6.886.489 people around the world. The most severe cases of the disease 

develop due to an exaggerated inflammatory response known as a cytokine storm. Among the 

risk factors associated with greater need for hospitalization and disease morbidity, chronic 

conditions such as hypertension, diabetes and cardiovascular disease stand out. The possible 

relationship between COVID-19 and diabetes lies in the chronic low-grade inflammatory state 

present in this metabolic disorder. Heat Shock Protein (HSP) are the end products of a highly 

conserved response across species, the Heat Shock Response (HSR), an important mechanism 

involved in proteostasis and anti-inflammatory processes. . Previous studies from our laboratory 

have already shown that HSR is reduced in diabetic individuals, leading to a worsening of the 

inflammation resolution response and, consequently, to elevated levels of pro-inflammatory 

cytokines and oxidative damage. Thus, the study aims to: (a) measure the concentration of 

extracellular HSP72 (eHSP72) in patients with severe COVID-19, and compare with uninfected 

patients, (b) compare the response to heat shock (HSR) between critically ill patients infected 

with SARS-CoV-2 with and without diabetes, and (c) compare the HSR of patients with severe 

COVID-19 and uninfected patients. Methods: For the present study, 60 adults of both sexes, 

seriously ill with acute respiratory failure, admitted to the Intensive Care Unit (ICU) of the 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre were selected. Two groups of uninfected individuals from 

previous projects were included for comparison (healthy, n = 19 and patients with diabetes, n 

= 22). We used peripheral blood samples to measure metabolism (glucose and HbA1C), 

oxidative stress (lipoperoxidation and carbonyls), eHSP72 and HSR (in vitro). Results: Severe 

COVID-19 patients had higher plasma eHSP72 levels compared to healthy subjects and 

uninfected patients. Individuals with severe COVID-19 had a reduced HSR, in addition to an 

increase in lipid peroxidation and carbonyls. Conclusions: Our results are sad that patients with 

severe COVID-19 have elevated eHSP72 and a reduced HSR, regardless of the presence of 

diabetes. These results help to explain the reason for the uncontrolled inflammation (cytokine 

storm) present in these patients and provide information about the increased risk of developing 

Type 2 Diabetes Mellitus after a SARS-CoV-2 infection. 

 

Keywords: SARS-CoV-2. Type 2 Diabetes Mellitus. HSP72. Inflammation, Heat Shock 

Response.  
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. VISÃO GERAL DA COVID-19 

Ao final do ano de 2019 ocorreu um surto de pneumonia de origem desconhecida em 

Wuhan (China). Posteriormente, no início de 2020, descobriu-se por meio de RT-PCR e 

filogenia que o patógeno responsável se tratava de um Betacoronavírus com estrutura de 

domínio de ligação ao receptor semelhante à do SARS-CoV (responsável pela Síndrome 

Respiratória Aguda Grave – SARS) (BARTLETT, 2004; GRASSELLI et al., 2020; LU et al., 

2020), sendo nomeado como Síndrome Respiratória Aguda Grave Coronavírus 2 (SARS-CoV-

2 ou 2019-nCoV) pela Organização Mundial da Saúde (OMS), causando a doença do 

coronavírus (COVID-19) (ZHENG et al., 2020). O novo coronavírus se espalhou por 

aproximadamente 200 países e territórios levando a OMS a decretar estado de pandemia 

(YUKI; FUJIOGI; KOUTSOGIANNAKI, 2020) 

A COVID-19 é transmitida por meio de gotículas respiratórias e contato direto, 

apresentando alta capacidade de transmissão e amplo espectro de manifestações clínicas como 

ocorrências assintomáticas, febre, tosse, pneumonia viral grave com insuficiência respiratória 

e morte. Dentro as complicações mais frequentes estão a sepse, síndrome do desconforto 

respiratório agudo (SDRA), insuficiência cardíaca, choque séptico e falência múltipla de 

órgãos. Assim, entre os fatores de risco associados à maior probabilidade de hospitalização e 

mortalidade da doença estão à idade avançada e presença de condições crônicas (hipertensão, 

diabetes, doenças cardiovasculares, ect.) (GUAN et al., 2020; HUANG et al., 2020; LU et al., 

2020; ZHOU, F. et al., 2020). 

Até o dia 26 de março de 2023, mundialmente 761.321.408 pessoas foram infectadas 

com a COVID-19, sendo que destas 6.886.489 pessoas vieram a óbito em decorrência da doença 

(WHO ET AL, 2021). No Brasil em específico, foram diagnosticados 37.319.254 casos e 

700.556 óbitos desde o começo da pandemia, os quais são distribuídos desigualmente entre suas 

regiões, de forma que a região Sudeste apresenta maior número de casos (14.855.889), seguida 

da região Sul (7.928.381), Nordeste (7.7336.349), Centro-Oeste (4.305.185) e Norte 

(2.893.450). Entretanto, quando comparado o número de mortes devido à COVID-19 há 

alteração do ranking por regiões, ficando: Sudeste (337.243), Nordeste (134.846), Sul 

(110.800), Centro-Oeste (66.073) e Norte (51.594) (SAÚDE, [s. d.]). 
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1.1.1. Teorias de origem 

Os coronavírus são vírus encontrados em diversas espécies de animais e podem ou não 

causar doenças em seus hospedeiros. Eles são divididos em quatro gêneros distintos 

dependendo de sua caracterização genética e sorológica, sendo eles: Alphacoronavirus (alpha-

CoV), Betacoronavirus (beta-CoV), Gammacoronavirus (gama-CoV) e Deltacoronavirus 

(delta-CoV) (DE GROOT RJ, BAKER SC, BARIC R, ENJUANES L, GORBALENYA AE, 

HOLMES KV, PERLMAN S, POON L, ROTTIER PJM, TALBOT PJ, WOO PCY, 2011). 

Dentre esses gêneros, os mais comuns em mamíferos são o alpha-CoV e o beta-CoV 

(WERTHEIM et al., 2013). Outra característica importante dos coronavírus é a sua alta taxa de 

recombinação. A recombinação pode ocorrer quando animais que abrigam diferentes 

coronavírus entram em contato próximo ou trocam vírus, podendo haver a recombinação em 

diversas cepas, levando a diferenciação (SINGH; YI, 2021). Em decorrência da alta 

recombinação do coronavírus, inicialmente foram levantadas algumas teorias de possíveis 

origens do betacoronavírus SARS-CoV-2. Como demonstrado por ANDERSEN et al. (2020) 

não há nenhum sinal de manipulação genética humana, uma vez que as características do vírus 

demonstram que o mesmo não é derivado de nenhum backbone de vírus usado anteriormente. 

Entretanto, a origem e a via de transmissão zoonótica do vírus permanecem no campo da 

especulação (BANERJEE et al., 2021).  

No início de 2021 pesquisadores na China isolaram e sequenciaram o genoma do SARS-

CoV-2 permitindo a sua comparação com outras sequencias de coronavírus. Durante essas 

comparações pode ser visto que 96% do genoma do novo coronavírus é idêntico ao genoma do 

coronavírus de morcego (WU et al., 2020; ZHOU, P. et al., 2020). Essa alta compatibilidade 

entre os genomas indicam a fonte evolutiva da COVID-19, ou seja, o coronavírus de morcegos 

pode ser um clado que evoluiu de forma independente de um ancestral comum com o SARS-

CoV-2 entre os anos de 1948 e 1982 (BONI et al., 2020). Entretanto, ainda não se sabe qual a 

rota de transmissão da COVID-19, se a mesma ocorreu de morcegos para humanos de forma 

direta ou por meio de uma espécie animal intermediária (BANERJEE et al., 2021). 

Em uma das hipóteses levantadas o SARS-CoV-2 apresentaria como hospedeiro 

reservatório os morcegos e como hospedeiro intermediário pangolins malaios (Manis javanica). 

O pangolin (mamíferos da ordem Pholidota) é uma das espécies de mamíferos mais traficada 

ilegalmente, sendo suas escamas são usadas na medicina tradicional chinesa e sua carne como 

fonte de alimento. Em amostras de pangolins coletadas entre 2017 e 2019 por meio de operações 

anti-contrabando no sul da China e em um centro de resgate da vida selvagem foram 
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identificadas duas sublinhagens de coronavírus relacionadas ao SARS-CoV-2 (LAM et al., 

2020; XIAO et al., 2020).  

Outro fator interessante que corrobora com a teoria dos pangolins como hospedeiro 

intermediário é a divergência no domínio de ligação ao receptor (RBD) da cepa RaTG13 (96% 

semelhante a cepa SARS-CoV-2) encontrada em morcegos Rhinolophus affinis, quando 

comparado ao SARS-CoV-2, o que sugere que ele pode não se ligar eficientemente a enzima 

conversora de angiotensina-2 (ACE-2) humano (ANDERSEN et al., 2020; ZHOU, P. et al., 

2020). Em contrapartida, o coronavírus de um pangolim tem o RBD 97,4% idêntico ao RBD 

do SARS-CoV-2 (LAM et al., 2020; XIAO et al., 2020). Esses achados sugerem que o SARS-

CoV-2 pode ter adquirido o RBD do coronavírus de pangolins por meio da recombinação ou 

desenvolvido essa semelhança por meio de evolução convergente (BANERJEE et al., 2021). 

Entretanto, como demonstrado por BANERJEE et al., (2021) (Figura 1) está é apenas uma das 

diversas teorias levantadas sobre a origem do novo coronavírus SARS-CoV-2.  

 

 

 

Figura 1. Possíveis cenários para a Origem do SARS-CoV-2. Os coronavírus 

relacionados à SARS (SARSr-CoVs) têm circulado em espécies selecionadas de 

morcegos. É possível que o SARS-CoV-2 permaneça desconhecido em morcegos (1). 

Os morcegos podem espalhar CoVs dentro das populações de morcegos sem causar 

sinais clínicos de doença (2). Devido a fatores desconhecidos, os morcegos podem 

ocasionalmente liberar CoVs. Os SARSr-CoVs de morcego podem infectar humanos 

diretamente (5) ou por meio de um hospedeiro intermediário (3 e 4) e selecionar cepas 

adaptadas a humanos, como SARS-CoV-2, por meio da evolução adaptativa (5; 
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cenário A). Um SARSr-CoV de morcego poderia ter evoluído para SARS-CoV-2 em 

morcegos antes de se espalhar para humanos (5). Alternativamente, os SARSr-CoVs 

de morcego podem infectar outras espécies intermediárias de mamíferos que ainda 

precisam ser descobertas (3) e o vírus pode sofrer evolução adaptativa nesses animais 

(cenário B). Espécies de vírus com aptidão aprimorada, como SARS-CoV-2, podem 

infectar humanos que estão em contato próximo com o hospedeiro animal 

intermediário (4). Os pangolins podem ter sido infectados com um SARSr-CoV de 

morcego, diretamente (7) ou por meio de um hospedeiro intermediário não descoberto 

(8), levando a eventos de recombinação entre SARSr-CoVs de pangolim existentes e 

SARSr-CoVs de morcego para gerar SARS-CoV-2 (cenário C). O vírus recombinado 
poderia ter se espalhado para os humanos (9). Alternativamente, os pangolins podem 

ter sido infectados com SARSr-CoVs de morcegos (6 ou 7), seguidos de evolução 

adaptativa ou convergente (cenário D) para gerar SARSr-CoVs e/ou SARS-CoV-2 de 

pangolins. Figura criada com BioRender.com e retirada de BANERJEE et al. (2021). 

 

 

1.1.2. Mecanismo de invasão às células hospedeiras 

Os coronavírus são formados por quatro proteínas estruturais: Spike (S), membrana, 

envelope e nucleocapsídeo (YUKI; FUJIOGI; KOUTSOGIANNAKI, 2020). A Spike é uma 

glicoproteína transmembrana que medeia a entrada viral na célula hospedeira. Ela é composta 

por duas subunidades: S1 que se liga á célula dos hospedeiro; e S2 que é responsável pela fusão 

das membranas (CHEN et al., 2020; LETKO; MARZI; MUNSTER, 2020; YUKI; FUJIOGI; 

KOUTSOGIANNAKI, 2020). As proteínas Spike recobrem o SARS-CoV-2 e apresentam na 

subunidade S1 um domínio de ligação ao receptor (RBD) otimizado que se liga ao receptor da 

enzima conversora de angiotensina-2 (ACE-2), uma proteína de membrana inativadora da 

angiotensina II (AngII), encontrada no coração, pulmões (pneumócitos tipo I e II), rins e trato 

gastrointestinal humano, gerando uma interação mais forte (ANDERSEN et al., 2020; CHEN 

et al., 2020; HAMMING et al., 2004; HIRANO; MURAKAMI, 2020; LETKO; MARZI; 

MUNSTER, 2020; VAN DEN BRAND et al., 2014) 

O ciclo de vida dos vírus no hospedeiro consistem em 5 etapas: fixação, penetração, 

biossíntese, manutenção e liberação (YUKI; FUJIOGI; KOUTSOGIANNAKI, 2020). Como 

descrito anteriormente, o SARS-CoV-2 utiliza o mesmo receptor de entrada celular que o vírus 

SARS-CoV, a ACE-2 (ZHOU, P. et al., 2020). Assim, a proteína Spike vai participar dos 

processos de fixação (subunidade S1) e penetração (subunidade S2) do vírus SARS-CoV-2 por 

meio de sua ligação com a ACE-2, permitindo que o genoma viral adentre a célula (CHEN et 

al., 2020). 

A ACE-2 é altamente expressa nas células epiteliais pulmonares (HAMMING et al., 

2004), o que coincide com as lesões pulmonares iniciais frequentemente observadas. As células 

epiteliais, macrófagos alveolares e células dendríticas (DCs) são elementos essenciais na defesa 
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inata contra infecções respiratórias (YOSHIKAWA et al., 2009) uma vez que as DCs e os 

macrófagos podem fagocitar células epiteliais apoptóticas infectadas e apresentar o antígeno às 

células T. Assim, as células T CD4+ vão ativar as células B promovendo a produção de 

anticorpos específicos do vírus e as células T CD8+ vão matar as células infectadas pelo vírus 

(CHANNAPPANAVAR; ZHAO; PERLMAN, 2014). Assim, a infecção gerada pela COVID-

19 ativa as imunidades inata e adaptativa, causando a chamada “tempestade de citocinas”. Esta 

tempestade é caracterizada pelo aumento excessivo e descontrolado de citocinas pró-

inflamatórias, levando ao quadro de hiperinflamação, falência múltipla de órgãos (MEHTA et 

al., 2020; ZHANG, W. et al., 2020) e linfopenia nos pacientes (ZHENG et al., 2020; ZHOU, 

F. et al., 2020).  

 

1.2. TEMPESTADE DE CITOCINAS 

A tempestade de citocinas é caracterizada por um estado de liberação descontrolada de 

uma variedade de citocinas inflamatórias sistêmicas (levando ao estado de hiperinflamação) e 

pela hiperativação de células imunes, sendo intimamente relacionada ao mau prognóstico em 

casos de COVID-19. Essa liberação descontrolada e a hiperativação têm início na ligação da 

proteína Spike com a ACE-2 por meio de eventos moleculares e da internalização da ACE-2 

(down regulation) mediada pelo vírus (FAJGENBAUM; JUNE, 2020; KUBA et al., 2005; 

MAHMUDPOUR et al., 2020; YANG et al., 2021).  

A tempestade de citocinas abrange vários distúrbios de desregulação imune 

caracterizados por sintomas constitucionais, inflamação sistêmica e disfunção de múltiplos 

órgãos que podem levar a falência de múltiplos órgãos. As citocinas por si só possuem tempo 

de meia-vida curto, o que impede efeitos fora do tecido linfoide e locais de inflamação. 

Entretanto, sua produção sustentada, como no caso da tempestade de citocinas, leva a níveis 

circulantes elevados, levando a hiperinflamação (FAJGENBAUM; JUNE, 2020). 

Como já descrito, a entrada do vírus SARS-CoV-2 nas células epiteliais respiratórias 

provoca uma resposta imune inicial com produção de citocinas inflamatórias juntamente com 

a fraca resposta de interferon (IFN) (HUSSMAN, 2020). Afim de esclarecer o mecanismo da 

produção exacerbada de citocinas, HIRANO e MURAKAMI (2020) descreveram um possível 

mecanismo da tempestade de citocinas causada pela via da angiotensina 2 (AngII) na COVID-

19. Nesse mecanismo, o próprio SARS-CoV-2 ativa o fator nuclear κB (NF-κB), e o aumento 

plasmático de AngII gerado pela down regulation da ACE-2 induz citocinas pró-inflamatórias, 
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incluindo o TNF-α e IL-6, além de ativar o amplificador de IL-6 que por sua vez ativa o NF-

κB (feedback positivo). Assim, a própria inflamação pulmonar grave pode induzir a 

desregulação da via renina-angiotensina, seguida pelo desenvolvimento da síndrome do 

desconforto respiratório agudo. 

Entretanto, esse modelo descrito elucida apenas um dos possíveis caminhos para a 

tempestade de citocinas na COVID-19, visto que a mesma é composta por uma rede complexa 

de quatro eixos moleculares: dowregulation de ACE-2 levando a uma desregulação do sistema 

renina-angiotensina-aldosterona (eixo ACE/AngII/AT1R); atenuação do receptor Mas (eixo 

ACE2/MasR); aumento da ativação de bradicinina (eixo ACE2/bradicininca B1R/DABK); e 

ativação do sistema complemento incluindo componentes C5a e C5b-9 (MAHMUDPOUR et 

al., 2020). Assim, todos esses mecanismos convergem para a elevação dos níveis de fatores 

inflamatórios como IL-1β, IL-1, IL-6, TNF-α (HUANG et al., 2020). Além disso, os níveis 

elevados de citocinas pró-inflamatórias juntamente com a ativação imune inata, estão 

associadas ao desenvolvimento do estresse oxidativo, levando a morte celular (CHERNYAK 

et al., 2020). 

 

1.3. ESTRESSE OXIDATIVO E COVID-19 

O estresse oxidativo (EO) é caracterizado como o desequilíbrio entre as espécies 

reativas de oxigênio (EROS) (pró-oxidantes) e antioxidantes, pendendo para pró-oxidante, 

levando a oxidação de lipídeos, proteínas e ácidos desoxirribonucleicos (DNA) (LIEBERT; 

JONES, 2006; SIES, 1997). Em condições fisiológicas, a oxidação de proteínas é em grande 

parte reversível. Entretanto, em condições patológicas associadas ao estresse oxidativo, como 

no caso da COVID-19, a oxidação pode ser irreversível, levando consequentemente a morte 

celular (TOUYZ et al., 2018). 

As EROS são moléculas e átomos instáveis que fazem ligações de oxirredução com 

outros átomos e moléculas, afim de se estabilizarem (FERREIRA, A. L. A.; MATSUBARA, 

1997). Elas são originadas de por todos tipos celulares, como por exemplo musculatura lisa 

vascular, células endoteliais e células mononucleares (HIGASHI et al., 2009). Quando 

produzidas em grandes quantidades, as EROS podem acarretar distúrbios (FINKEL, 2011). 

Todavia, as EROS regulam diversas funções biológicas como por exemplo sobrevivência 

celular, a estimulação do fator de crescimento, proliferação e diferenciação, e geração da 

resposta inflamatória/imune (FINKEL, 2011; MITTLER, 2017; YANG et al., 2013). Assim, o 
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estresse oxidativo induz a proliferação celular, hipertrofia, apoptose e inflamação por meio da 

ativação de várias cascatas de sinalização e fatores de transcrição redox-sensíveis. Porém, 

qualquer interrupção no equilíbrio entre pró-oxidante e antioxidantes leva ao estresse oxidativo 

e ao subsequente dano celular (CHERNYAK et al., 2020; YANG et al., 2013) nas células 

musculares lisas vasculares, endoteliais e miocárdicas por meio de alterações de genes redox, 

além de sobrecarga de cálcio intracelular e fragmentação do DNA (HIGASHI et al., 2009). 

A pneumonia viral causada pela infecção de SARS-CoV-2 induz a superativação da 

resposta imune nos tecidos pulmonares por meio da replicação viral, sendo quase sempre 

acompanhado de estresse oxidativo. Entretanto, até o momento ainda não está claro se o 

COVID-19 desencadeia o estresse oxidativo no epitélio das vias aéreas (CHERNYAK et al., 

2020). Ainda assim, IMAI et al. (2008) observou que há uma alta taxa de produção de OxPL 

(fosofolipídeos oxidados) em exsudatos inflamatórios que revestem os espaços das áreas 

lesadas, pneumócitos e macrófagos alveolares de humanos infectados por SARS, além da 

formação de malondialdeído (produto da degradação da peroxidação lipídica). Eles relatam 

ainda que a produção de EROS e de OxPL local, gerados pelo processo de estresse oxidativo, 

não são apenas um subproduto do processo da doença pulmonar, mas controlam a gravidade da 

doença. 

Durante a infecção, as células endoteliais ativadas secretam citocinas pró-inflamatórias 

e quimiocinas que recrutam células imunes para o local da inflamação (CHERNYAK et al., 

2020). Entre as citocinas pró-inflamatórias secretadas, está o TNF-α, o qual ativa o fator de 

transcrição NF-κB, responsável por controlar a expressão de metaloproteinases de matriz 

(MMPs) que quebram e ativam diversas citocinas pró-inflamatórias como, IL-1β, TNF e 

TGFβ1. Além disso, o NF-κB controla e expressão de IL-6 (CHERNYAK et al., 2020; PARKS; 

WILSON; LÓPEZ-BOADO, 2004). 

 

1.4. DIABETES COMO FATOR DE RISCO PARA A COVID-19 

Algumas condições coexistentes como hipertensão, diabetes e obesidade são associados 

a casos mais graves de COVID-19. A relação entre quadros críticos de COVID-19 e a diabetes 

está possivelmente no estado inflamatório crônico presente nestes pacientes, aumentando o 

risco de infecções (ENGLMEIER, 2020; FAJGENBAUM; JUNE, 2020; MULLER et al., 

2005), podendo levar a sepse (FRYDRYCH et al., 2018). 
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O Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) é caracterizado por diferentes graus de resistência à 

insulina e deficiência relativa na secreção desse hormônio. A resistência à insulina ocorre por 

meio da diminuição no número de receptores de insulina, da falha na ligação hormônio-

receptor, ou falha na translocação de GLUT 4 para a membrana (CRUZ et al., 2013). Esta 

resistência está intimamente associada a capacidade do estresse oxidativo e estado inflamatório 

de gerar apoptose e disfunções nas células β-pancreáticas (MAEDLER et al., 2002; POLLACK 

et al., 2016; XIE et al., 2018).  

O estado inflamatório crônico ocorre por meio da produção contínua de citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α e IL-6 secretadas por macrófagos. Essas citocinas em específico 

atuam se ligando aos receptores de insulina, interrompendo as vias de sinalização, causando 

resistência à insulina (SOKOLOVA et al., 2019; XIE et al., 2018). Além disso, o aumento dos 

níveis glicêmicos e de ácidos graxos livres na DM2 induzem a uma característica pró-

inflamatória em macrófagos que residem ou invadem o tecido adiposo, ilhotas pancreáticas e 

na vasculatura (EHSES et al., 2007; NGUYEN et al., 2007; VANDANMAGSAR et al., 2011), 

além de induzir ao estresse oxidativo, provocando uma resposta inflamatória e, 

consequentemente, o aumento da secreção de IL-1β (BÖNI-SCHNETZLER et al., 2008; 

MAEDLER et al., 2002; ZHOU et al., 2010). A IL-1β por sua vez, amplifica ainda mais a 

inflamação por meio da autorregulação dependente do NF-κB, aumentando a expressão de 

citocinas e quimiocinas, e o recrutamento de células imunes, (BÖNI-SCHNETZLER et al., 

2008; NGUYEN et al., 2007), gerando um ciclo vicioso sustentado. 

A hiperglicemia gera, ainda, um aumento na produção de EROS por meio de diversas 

vias (DREWS; KRIPPEIT-DREWS; DUÏFER, 2010; FINKEL, 2011; ZHANG, P. et al., 2020). 

Com o aumentos dos níveis de EROS há também o aumento nos níveis de marcadores de danos 

ao DNA induzidos por estresse oxidativo e redução os níveis de enzimas antioxidantes 

(OGUNTIBEJU, 2019). As células β são extremamente sensíveis ao estresse oxidativo, uma 

vez que possuem baixa capacidade antioxidante. Assim, as moléculas oxidantes atuam no 

metabolismo celular (indução de eventos-chave para a apoptose) e aumentam a expressão de 

antioxidantes o que acarreta a atenuação dos efeitos do estresse oxidativo na função das células 

β por meio da regulação positiva de enzimas antioxidantes. Como citado anteriormente, as 

células fagocíticas também geram dano oxidativo às células β por meio das as EROs, espécies 

reativas de nitrogênio (ERNs) e citocinas produzidas e liberadas por elas (DREWS; KRIPPEIT-

DREWS; DUÏFER, 2010). 
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Desta forma, a DM2 é composta por diferentes alterações metabólicas que acarretam a 

resistência à insulina, havendo diversas vias causais metabólicas. Além da produção de 

citocinas pró-inflamatórias e do estresse oxidativo já comentadas, a DM2 afeta também vias de 

resolução da inflamação, como a resposta ao choque térmico (Heat Shock Response – HSR) 

(KRAUSE et al., 2015b). 

 

1.5. HSP70 E INFLAMAÇÃO 

A HSR é um mecanismo de defesa contra o estresse celular não letal (oxidativo, térmico, 

isquêmico, metabólico, etc), que é iniciado pela ativação do fator de transcrição heat shock 

factor 1 (HSF1) (DE LEMOS MULLER et al., 2019; KRAUSE et al., 2015b). A ativação da 

HSR ocorre logo após os primeiros sinais inflamatórios, como o aumento da temperatura (local 

ou sistêmica) corporal, estimulando a produção rápidas das proteínas de choque térmico (Heat 

Shock Protein – HSP), com ênfase na HSP72 (DE LEMOS MULLER et al., 2019; KRAUSE 

et al., 2015b; KRAUSE et al., 2015c; SINGH; HASDAY, 2013).  

As HSP são divididas por famílias de peso molecular. A HSP70 são as proteínas de 

choque térmico mais abundantes e sensíveis, aumentando seu conteúdo celular em até 2% 

durante o estresse. Essa família é constituída por proteínas com peso molecular de 70 a 78 kDa, 

possuindo como principais membros: as HSP72 (72 kDa), forma induzida por estresse, e as 

HSP73 (73 kDa), forma expressas constitutivamente. Durante a HSR as HSP70 evitam as 

interações inadequadas, formação de agregados de proteínas e degradação de proteínas lesadas, 

além de auxiliarem no redobramento de proteínas novas. Elas possuem ainda um potente efeito 

anti-inflamatório intracelular, atribuído a sua capacidade de interação com o complexo NF-κB, 

o associando com seu inibidor IκB, impedindo a transcrição de citocinas pró-inflamatórias e 

melhorando a sensibilidade à insulina (BORGES et al., 2013; KRAUSE et al., 2015b; NOBLE; 

MILNE; MELLING, 2008; TANG et al., 2013). Além das funções descritas acima, a HSP72 

atua ainda na inibindo a ativação da JNK (ARCHER; VON SCHULZE; GEIGER, 2018) 

(impedindo a fosforilação dos receptores de insulina) (KRAUSE et al., 2015c) e o estresse 

oxidativo, combatendo o aumento da síntese de EROS, oxidação de proteínas, oxidação do 

DNA e peroxidação lipídica, gerados pela diabetes, inibindo a apoptose e a inflamação 

(KARUNAKARAN; PARK, 2013; KRAUSE et al., 2015b). Entretanto, o efeito anti-

inflamatório das HSP70 é dependente do local onde elas se encontram. Desta formas as HSP70 

intracelular (iHSP70) são associadas ao efeito anti-inflamatório, enquanto as HSP70 presentes 
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no meio extracelular (eHSP70) estão relacionadas a função pró-inflamatória, gerando uma 

inflamação local e sistêmica (KRAUSE et al., 2015c).   

As HSP70 podem ser secretada na forma livre ou em vesículas (exossomos) por diversos 

tipos de células (CALDERWOOD; GONG; MURSHID, 2016), além de vazarem para fora de 

células que sofrem morte necrótica, mas não apoptótica. No meio extracelular, as eHSP70 

interagem com células efetoras imunes, como por exemplo células dendríticas e células natural 

killers (NK), orquestrando a resposta imune (BASU et al., 2000; BOTZLER et al., 1998), e 

estimulam a liberação citocinas pró-inflamatórias, como  IL-1β, TNF-α e IL-12 por macrófagos 

(ASEA et al., 2000; BASU et al., 2000; JOHNSON; FLESHNER, 2006), o recrutamento de 

células NK (HORN et al., 2007), a capacidade neutrofílica (ORTEGA et al., 2009)  e 

quimiotaxia (ORTEGA et al., 2006). Desta forma, as eHSP70 atuam como moléculas 

associadas a danos padrões (DAMPs), ligando-se à receptores de reconhecimento de padrão 

(PRR), como por exemplo o receptor Toll-like 2 (TLR2) e  4 (TLR4), desencadeando cascatas 

de sinalização inflamatórias que ativam a proteína NF-κB, induzindo mudanças na expressão 

gênica e iniciando a resposta imune inata (CALDERWOOD; GONG; MURSHID, 2016; 

CALDERWOOD; MURSHID; GONG, 2012; DE MAIO, 2011). Assim, as HSP70 atuam como 

um sinal de perigo para o sistema imune, ativando os mecanismos imunes inatos e inflamatórios 

antes do contato com o antígeno (FLESHNER; CAMPISI; JOHNSON, 2003). 

 

1.6. HSP70 E DIABETES 

A expressão e a liberação das proteínas de choque térmico é um importante mecanismo 

inflamatório (HIRSCH; HECK, 2022). Entretanto, indivíduos com DM2 apresentam alteração 

da HSR (razão eHSP72/iHSP72), a qual é associada ao estado inflamatório crônico. Sendo 

assim, apresentam níveis elevados de eHSP72 (efeito pró-inflamatório) quando comparados 

com indivíduos saudáveis (MAHMOUD et al., 2018) e diminuição de iHSP72 (BRUCE et al., 

2003; DE LEMOS MULLER et al., 2018; KURUCZ et al., 2002; RODRIGUES-KRAUSE et 

al., 2012).  

As eHSP72 presentes no plasma se ligam as células por meio dos receptores TLR2 e 

TLR4 (CALDERWOOD; GONG; MURSHID, 2016; CALDERWOOD; MURSHID; GONG, 

2012; DE MAIO, 2011; SEARS; KIM, 2010). O TLR4 é um importante mediador da resistência 

à insulina, contribuindo para a resistência por meio de sua ativação por ligantes exógenos ou 

endógenos. Quando ativado, ele excita por diferentes vias as quinases pró-inflamatórias JNK 
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(isoformas 1, 2 e 3), IKK e NF-κB, inibindo a fosforilação do receptor de insulina (IRS) e 

estimulando a transcrição de genes pró-inflamatórios (citocinas, quimiocinas e EROs) 

dessensibilizando à insulina também dentro da própria célula alvo e em outras células (efeito 

parácrino e sistêmico). Além disso, a ativação do TLR4 ativa vias de produção excessiva de 

óxido nítrico (NO) (KRAUSE et al., 2015b; KRAUSE et al., 2015c; SEARS; KIM, 2010). 

Embora muitos mecanismo possam contribuir para o desenvolvimento da resistência à 

insulina, a JNK exerce um papel central nessa condição (DE OLIVEIRA et al., 2022). Isso 

porque a ativação das isoformas JNK1 e JNK2 induzem três mecanismos que resultam na 

resistência à insulina, sendo eles: (a) fosforilação do receptor de insulina da proteína de 

transdução de sinal (IRS-1), (b) promoção da inflamação metabólica através da ativação de 

macrófagos, (c) e regulação negativa do eixo PPARα-FGF21 (SOLINAS; BECATTINI, 2017). 

A ativação da JNK leva, ainda, ao aumento da produção de EROS (KRAUSE et al., 2015c), 

influenciando positivamente a inflamação via NF-κB, gerando mais inflamação, EROS e 

eHSP70, sustentando o ciclo vicioso inflamatório (DE OLIVEIRA et al., 2022). A ativação das 

vias NF-κB e JNK levam também a inibição da sinalização da Akt permitindo a ativação de 

glicogênio sintase quinase-3β (GSK-3β), um importante inibidor da ativação do HSF1, 

reduzindo a síntese de HSPs (CANGERI DI NASO et al., 2015). Essa redução leva uma 

resposta reduzida a estresses não letais, deixando a célula mais suscetível a danos provenientes 

de espécies reativas (EROS e ERNS), os quais possuem níveis elevados em indivíduos com 

hiperglicemia (glicotoxicidade) e inflamação, como no estado da DM2.  

Devido ao aumento na demanda de insulina causada pela hiperglicemia crônica na DM2, 

as células β apresentam aumento de síntese proteica podendo levar a resposta de proteína 

desdobrada/mal dobradas (UPR) e ao estresse do reticulo endoplasmático (RE). Porém, como 

os níveis de iHPS70 estão reduzidos, o suprimento de chaperonas para o enovelamento 

apropriado de proteínas recém-sintetizada não é o suficiente, causando disfunção das células β, 

perpetuação da inflamação e aumento do risco de apoptose (HUANG; XIE; LIU, 2014). Desta 

forma, a liberação de eHSP70 leva a redução dos níveis da HSR, disfunções metabólicas e perda 

de integridade celular (KRAUSE et al., 2014; KRAUSE, et al., 2015c). 

 

1.7. HSR, DIABETES E COVID-19 

 

Entre os grupos de risco para o desenvolvimento da COVID-19 grave estão doenças 

crônicas como hipertensão, diabetes e doenças cardiovasculares (GRASSELLI et al., 2020; 
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ZHOU, F. et al., 2020). É interessante salientar que todos apresentam resistência à insulina 

(NEWSHOLME et al., 2010). No caso de indivíduos diabéticos, sua maior propensão a 

hospitalização e mortalidade pode estar relacionada com o comprometimento da resposta imune 

causada pela disfunção metabólica crônica (BENFIELD; JENSEN; NORDESTGAARD, 2007; 

EMERGING; FACTORS, 2011; FRYDRYCH et al., 2018). Um ponto comum sugerido entre 

doenças metabólicas e a COVID-19 é o estado inflamatório e a incapacidade de induzir sua 

resolução (KRAUSE; GERCHMAN; FRIEDMAN, 2020). 

A HSR é uma importante via na proteostase e adaptação ao estresse normal (DE LEMOS 

MULLER et al., 2019). Porém, indivíduos com doenças metabólicas, como o diabetes, essa 

resposta está reduzida (DE LEMOS MULLER et al., 2018). Desta forma, estes indivíduos 

apresentam uma resposta à inflamação prejudicada, permitindo que a inflamação se espalhe por 

todos os tecidos, aumentando a taxa de complicações de pacientes, como os infectados por 

SARS-CoV-2 (DE LEMOS MULLER et al., 2018; KRAUSE et al., 2015b). Isso ocorre porque 

nesses indivíduos há uma sinalização de insulina prejudicada, resultando na manutenção da 

função da enzima GSK-3β e inibição da ativação do HSF1, que tem como efeito a redução da 

HSR (BIJUR; DE SARNO; JOPE, 2000; CANGERI DI NASO et al., 2015; DE LEMOS 

MULLER et al., 2018; RODRIGUES-KRAUSE et al., 2012). Além disso, diabético 

apresentam uma inflamação de baixo grau, ou seja, os níveis de mediadores inflamatórios como, 

TNF-α, IL-6 e IL-1β, ficam cronicamente elevados (SOKOLOVA et al., 2019; XIE et al., 

2018). 

A infecção por SARS-CoV-2 ativa a resposta imune adaptativa e inata, levando a 

tempestade de citocinas (MEHTA et al., 2020; ZHANG, W. et al., 2020). A alta expressão de 

citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α, levam a ativação da JNK, que por sua vez leva a 

inativação de receptores de insulina (CHUNG et al., 2008) e, eventualmente, à resistência à 

insulina (NEWSHOLME et al., 2010). A expressão de TNF-α também ativa proteínas e 

enzimas que iniciam a produção de EROS e ERNS (NEWSHOLME; KRAUSE, 2012). Além 

disso, a expressão de TNF-α e ativação da JNK, seja pela infecção por SARS-CoV-2 ou pela 

inflamação de baixo grau presente nos diabéticos, pode reprimir transitoriamente a ativação do 

HSF1 e fosforilar o HSF1 em seu domínio regulador, causando sua supressão (DAI et al., 2000). 

Assim, tanto diabéticos quanto infectados por SARS-CoV-2 possuem mecanismo que atuam 

sobre a sinalização insulínica, levando a uma resistência à insulina prejudicando a resolução da 

inflamação por meio da diminuição da HSR (Figura 2). 
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Figura 2. Resposta ao choque térmico no estado saudável e no estado resistente à insulina. 

No estado sensível à insulina, a ativação da sinalização da insulina levará à inibição da 

enzima GSK-3β (por fosforilação). Nesse caso, a ativação do HSR, quando estimulado, é 

normal e o HSP72 pode manter a inibição do NF-κB, portanto, um equilíbrio inflamatório. 

A obesidade (expansão do tecido adiposo) e a inatividade física iniciam uma inflamação 

crônica de baixo grau que se espalha para todos os tecidos. Os mediadores inflamatórios 

(citocinas, ligantes de TLR e outros) podem induzir a ativação de NF-κB e JNK, levando à 

superprodução de EROS/ERNS (pelo aumento da atividade e expressão de enzimas 

inflamatórias) e inibição da sinalização da insulina. Na presença de resistência à insulina, 

GSK-3β torna-se ativado e inibe a atividade e expressão de HSF1, resultando em um HSR 

atenuado. Nessa circunstância, a não inibição do NF-κB resulta na amplificação da 

inflamação e a não resolução, causando um ciclo inflamatório vicioso. A terapia de calor 

(imersão em água quente ou sauna) e o exercício podem ativar a HSR e melhorar a sinalização 

e a inflamação da insulina. Duas possíveis terapias alternativas que podem ser aplicadas para 

restaurar a HSR e reduzir a inflamação em pacientes infectados com SARS-CoV-2 são o uso 

racional de drogas antipiréticas (permitindo aumentos de temperatura, melhorando assim a 

HSR) e o uso de drogas ativadoras de HSR, como o BGP-15. Figura e legenda retiradas de 

KRAUSE; GERCHMAN; FRIEDMAN, (2020). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Considerando o papel fundamental da HSR (com o aumento consequente das HSP72) 

na resolução da inflamação e o fato desta estar reduzida em indivíduos com resistência à 

insulina, este estudo teve como objetivo principal testar a HSR em pacientes diabéticos 

infectados com SARS-CoV-2 e compará-la com a de indivíduos sem diabetes. Os dados 

apresentados nessa dissertação estão publicados no periódico Biolecules (BORGES RUSSO et 

al., 2022) (Anexo I). 

 

3. HIPÓTESE 

3.1. HIPÓTESE NULA 

Os pacientes diabéticos infectados por SARS-CoV-2 terão menor resposta ao choque 

térmico e maior conteúdo de eHSP72. 

3.2. HIPÓTESE ALTERNATIVA 

Os pacientes diabéticos infectados por SARS-CoV-2 não terão menor resposta ao 

choque térmico e maior conteúdo de eHSP72. 

 

4. OBJETIVO 

4.1. OBJETIVO GERAL 

Comparar a avaliação da Resposta ao Choque Térmico (HSR) e marcadores de dano 

oxidativo em pacientes com SARS-CoV-2 com e sem diabetes tipo 2, admitidos na unidade de 

terapia intensiva (UTI) no Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) gravemente enfermos 

com amostras congeladas de indivíduos com e sem diabetes tipo 2 não infectados com SARS-

CoV-2 de estudos anteriores. 

 

4.2. OBJETIVO ESPECÍFICO 

Os objetivos específicos deste trabalho foram: 

a) Quantificar a concentração de HSP72 extracelular; 
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b) Avaliar a resposta ao choque térmico dos pacientes; 

c) Avaliar a peroxidação lipídica no plasma; 

d) Mensurar o dano a proteínas plasmáticas. 

 

5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1.  SELEÇÃO DA AMOSTRA 

Neste estudo foram admitidos pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva 

(UTI) do Hospital de clínicas de Porto Alegre (HCPA) e submissão a intubação orotraqueal e 

ventilação mecânica (VM) com tempo inferior a 48h. Os pacientes deveriam ter idade ≥ 18 

anos, serem infectados por SARS-CoV-2 confirmada através do ensaio de Reações da Cadeia 

em Polimerase (RT-PCR) a partir de esfregaços nasais e faríngeos. Os critérios de exclusão 

foram: doença renal crônica em diálise; cirrose Child-Pugh B ou C; uso de corticosteróides 

crônicos; hipercortisolismo; insuficiência adrenal; transplante de órgãos sólidos; cirurgia 

gástrica ou ressecção do intestino delgado (incluindo cirurgia bariátrica); diminuição da 

absorção intestinal; expectativa de vida inferior a 24h; gravidez ou amamentação; e participação 

de grupos de intervenção de outros estudos. 

 

5.2. PROCEDIMENTOS E COLETA DE SANGUE 

 Após a admissão, intubação e ventilação, os responsáveis pelos possíveis pacientes do 

estudo foram contatados. Havendo a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) (Anexo II) pelo representante legal, até 72h após a admissão na UTI foram realizadas 

coletas de amostras de sangue por meio de cateteres centrais e armazenadas em tubos 

VacutainerTM revestidos com EDTA em três tubos individuais, utilizando técnicas assépticas 

padrão. Após a coleta, um tubo foi separado para a análise de eHSP72, TBARS, carbonilas e 

proteínas no plasma basal. Os outros dois tubos foram incubados a 37° ou 42°C a realização do 

teste de resposta ao choque térmico e posterior retirada do plasma para a medida de eHSP72 

liberada em cada temperatura. Para a obtenção do plasma, o sangue foi centrifugado a 1502 g 

por 10min a 4°C. O plasma coletado foi acondicionado em eppendorfs de 1,5 mL em 

ultrafreezer com temperatura de -80ºC para posterior análise. Já as características básicas dos 

pacientes, como idade, sexo, comorbidades e medicamentos utilizados foram coletadas dos 

prontuários médicos eletrônicos e da família do paciente quando necessário. A definição do 
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diabetes se deu por meio de diagnóstico pré-venoso, uso atual de medicamentos 

antihiperglicêmicos, ou um valor de hemoglobina glicada (HbA1c) de admissão (A1C) ≥ 6,5% 

(48 mmol/mol). Sendo que a HbA1c foi medida por HPLC (variante II Turbo) e expressa como 

porcentagem da hemoglobina total para HbA1c. Além disso, para fins de comparação entre 

grupos, foram utilizadas ainda amostras congeladas de indivíduos saudáveis e com diabetes tipo 

2 de estudos anteriores (DE LEMOS MULLER et al., 2018; FAYH et al., 2018; RODRIGUES-

KRAUSE et al., 2012). Desta forma, foram originados 4 grupos: Control (grupo controle não 

infectado, n = 19) (C), Diabetics (diabetes não infectado, n = 22) (DMT2), COVID-19 Control 

(n = 27) (CC) e COVID-19 Diabetics (n = 32) (DMT2+COVID). Todos os grupos foram 

analisados utilizando a mesma metodologia. 

 

5.3. CÁLCULO AMOSTRAL 

O presente trabalho foi realizado com um grupo de pacientes recrutados do trabalho 

guarda-chuva “Efeito de anormalidades metabólicas sobre a morbimortalidade relacionada a 

infecção pelo SARS-CoV-2 em pacientes internados em hospital de referência para o estado do 

Rio Grande do Sul”, do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Este, utilizou tamanho amostral 

de 420 pacientes (pacote EnvStats, versão 2.3.1, software R, para detectar diferença na 

mortalidade entre grupos, UTI sem diabetes × UTI com diabetes, com um poder de 80% e um 

erro de 5%, considerando 10% como faltando devido a erros de dosagem). No presente projeto, 

para a avaliação da HSR, eHSP72 e dano oxidativo, foram coletadas amostras de sangue de 60 

pacientes consecutivos. 

 

5.4. TESTE DE RESPOSTA AO CHOQUE TÉRMICO 

O teste de resposta ao choque térmico foi realizado conforme descrito por DE LEMOS 

MULLER et al. (2018). Assim, após a coleta, os tubos contendo o sangue total dos pacientes 

foram imediatamente incubados a duas temperaturas 37ºC (temperatura controle) e 42ºC 

(temperatura de estresse térmico) durante 2 h em banho-maria, com agitação leve a cada 15 

min. Após a incubação, o sangue total foi centrifugado a 1502 g por 10 min, permitindo a 

separação do plasma para a análise direta de HSP72 extracelular. Para demonstrar a resposta ao 

choque térmico (HSR), será utilizado o delta da concentração de HSP72 entre sangue incubado 

a 37ºC e a 42ºC. 
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5.5. QUANTIFICAÇÃO DE HSP72 EXTRACELULAR 

Para a quantificação das proteínas de choque térmico de 72 kDa extracelular foi 

utilizado um kit de enzyme-linked immunosorbet assay (ELISA) (EKS-715, Stressgen, Victoria, 

BC, Canadá), conforme descrito anteriormente (KRAUSE et al., 2014). Para a quantificação da 

concentração de HSP72 foi utilizada uma curva padrão a partir de diluições conhecidas de 

HSP72. Tanto as amostras, quanto a curva padrão foram lidas em uma leitora de microplacas 

(Multiskan Go, ThermoScientific, Waltham, MA, EUA) a 450nm.  

 

5.6. AVALIAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA 

A peroxidação lipídica foi avaliada conforme descrito por DE SOUZA et al., (2018), 

sendo utilizado o princípio a reação entre as extremidades aldeídicas dos lipoperóxidos com o 

ácido tiobarbitúrico (TBA). Desta forma, para a quantificação foram utilizadas substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). Para tanto, as amostras de plasma foram 

centrifugadas a 12060rpm a 4ºC por 10min, após foi retirado 250µL de sobrenadante da amostra 

centrifugada, acrescido 10µL de butilhidroxitolueno (BHT) a 4,5mM e 200µL de ácido 

tricloroacético (TCA) a 30%. Após, a solução de amostra mais reagentes, foi colocada em 

banho-maria fervente por 15min, centrifugada a 15.000 g em temperatura ambiente por 2 min. 

400µL de sobrenadante foram retirados desta solução, sendo adicionado 400µL de TBA 0,73% 

e posto em banho-maria fervente por 30min. As amostras retiradas do banho-maria foram 

pipetadas em duplicatas (200 µL em cada poço) em placa de 96 poços, sendo lidas a 540 nm 

em leitor de microplacas (Multiskan Go, ThermoScientific, Waltham, MA, EUA). O resultado 

da concentração de MDA na amostra foi dado em nmol/mL. 

 

5.7. QUANTIFICAÇÃO DO DANO A PROTEÍNAS 

O dano as proteínas foi medido por meio da técnica de carbonila, sendo quantificado 

por meio de espectrofotometria como anteriormente descrito (DALLE-DONNE et al., 2003). 

Desta forma, foram utilizados 2 eppendorfs (branco e teste) contendo 500µL de amostra, sendo 

adicionado em cada eppendorf 500µL de TCA 40% e posteriormente agitados no vórtex e 

incubados em gelo por 30min. Após a incubação foram centrifugados a 15.000 g por 5 min a 

4ºC, descartados os sobrenadantes e ressuspendidos os pellets, adicionando-se 500µL de HCl 

2N no eppendorf do branco e DNPH 10 mM no eppendorf de teste. Por seguinte, ambos 
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eppendorfs foram incubados por 1h, sendo vortexados a cada 10min. Após o tempo de 

incubação, foi acrescido ao conteúdo dos eppendorfs 500µL de TCA 40%, seguido de agitação, 

centrifugação a 15.000 g por 5min a 4ºC e descarte de sobrenadante. A seguir foi adicionado 

800µL de TCA 20%, seguido de centrifugação e descarte de sobrenadante. Depois foram 

realizadas três lavagens com solução etanol/ácido de etila (1:1). Após as lavagens, os pellets 

foram ressuspendidos e dissolvidos em cloridrato de guanidina (6M) a 37ºC, sendo incubado 

em banho-maria a 37ºC por 15 min passando no vórtex a cada minuto. Após, as amostras foram 

lidas as absorbâncias em 366nm utilizando cubeta de quartzo. Assim, primeiramente foi lido o 

branco/controle e depois o teste da amostra. O dano as proteínas foram expressos em nmol/mg 

de proteína. 

 

5.8. QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS PLASMÁTICA 

A quantificação de proteínas do plasma sanguíneo foi realizada por meio da técnica de 

Bradford (BRADFORD, 1976). Assim, as amostras (diluição 1:80) e a curva padrão foram 

pipetadas (10µL) em duplicata em placa de 96 poços, sendo acrescido a cada poço 200µL de 

solução de cor. Após foi realizada a leitura da absorbância da placa em leitor de microplacas 

(Multiskan Go, ThermoScientific, Waltham, MA, EUA) a 595nm. A leitura de absorbância foi 

utilizada para calcular a concentração de proteína na amostra, usando como referência a curva 

padrão. A quantificação de proteínas foi utilizada para calcular o dano as proteínas, por meio 

da técnica de carbonila. 

 

5.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 As variáveis categóricas foram expressas em porcentagem. Dependendo da distribuição 

da variável, os dados foram expressos como média ± desvio padrão (DP) ou mediana [P25-

P75]. Os grupos foram comparados utilizando análise de variância unidirecional com o teste de 

Kruskal-Wallis seguido de pós-hoc de Bonferroni, ou teste de qui-quadrado, conforme o caso. 

Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando p ≤ 0,05. As análises 

estatísticas foram realizadas usando SPSS, versão 23.0 (Armonk, NY, EUA). O coeficiente de 

correlação de ordem de classificação (r) de Spearman foi utilizado para determinar a correlação 

entre eHSP72 e HSR.  
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5.10. ASPECTOS ÉTICOS 

Este estudo teve a aprovação do Comitê de Ética do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegres (CAAE 32962620600005327 e FIPE-HCPA 2020-0218) e os procedimentos do estudo 

ocorreram de acordo com a Declaração de Helsinque.  

 

6. RESULTADOS 

6.1. CARACTERÍSTICAS DOS PACIENTES  

 Como demonstra a Tabela 1, as características gerais dos pacientes com COVID-19 em 

estágio grave. Não foi vista diferença significativa para idade, peso e índice de massa corporal 

(IMC) entre os pacientes críticos com COVID-19 (controle infectado versus diabetes 

infectado). Porém, assim como esperado, a glicemia e o HbA1C foram maiores no grupo 

DMT2+COVID. 

 

Tabela 1. Características dos sujeitos. 

Características do 

Paciente 

COVID-19 Control 

(n = 27) 

COVID-19 Diabetics 

(n = 32) 
p Valor 

Sexo (M/F) (13/14) (18/14)  

Idade (anos) 58.2 ± 13.5 63.5 ± 11.2 p= 0.522 

Massa corporal (Kg) 90.8 ± 18.42 89.3 ± 20 p= 0.762 

IMC (KG/m²) 33 ± 6.7 33.6 ± 7.9 p= 0.631 

Glicemia (mg/dL) 171 ± 48 235 ± 79# p= 0.006 

HbA1C (%) 5.9 ± 0.5 8.9 ± 2.2# p< 0.0001 

# Quando há diferença entre os grupos COVID-19 Control e COVID-19 Diabetics. Dados expressos como números 

absolutos, média ± DP. 
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6.2. CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS 

A Tabela 2 apresenta as características dos sujeitos de cada grupo. Nela é possível 

identificar que os pacientes infectados mesmo sem um diagnóstico prévio de diabetes e HbA1C 

< 6,5% apresentaram hiperglicemia significativa. Este fato se deve muito provavelmente à 

hiperglicemia de estresse (> 140 mg/mL). Junto a isto, os pacientes infectados pelo SARS-CoV-

2 com diabetes também apresentaram valores mais altos de glicose sérica quando comparados 

a indivíduos não infectados com diabetes. Além disso, os pacientes em estado grave com 

COVID-19 apresentaram IMC mais alto, o que demonstra prevalência a obesidade, 

independente da presença ou não de diabetes. Essa prevalência pode indicar a presença de 

resistência a insulina, podendo explicar também a hiperglicemia e os níveis de HbA1C dentro 

deste grupo. 

 

Tabela 2. Características dos sujeitos. 

Características do 

Paciente 

Control 

(n = 19) 

Diabetics 

(n = 22) 

COVID-19 Control 

(n =27) 

COVID-19 

Diabetics 

(n = 32) 

Sexo (M/F) - - (13/14) (18/14) 

Idade (anos) 54.5 ± 8.3 68.9 ± 7.8 58.2 ± 13.5 63.5 ± 11.2 

Massa corporal 

(Kg) 
68.1 ± 9.3 79.12 ± 10.8 90.8 ± 18.42* 89.3 ± 20* 

Altura (m) 1.63 ± 0.08 1.66 ± 0.8 1.66 ± 0.1 1.67 ± 0.1 

IMC (Kg/m²) 25.6 ± 2.5 28.7 ± 3.1 33 ± 6.7* 33.6 ± 7.9* 

Glicemia (mg/dL) 102.5 ± 12.4 133.1 ± 21.4 171.1 ± 48.38*ǂ 235.7 ± 79.4*ǂ# 

HbA1C (%) - 6.75 ± 0.6 5.94 ± 0.51 8.9 ± 2.2 ǂ# 

* Quando diferente do grupo controle não infectado. ǂ Quando diferente do grupo diabetics. # Quando diferente do 

grupo COVID-19 control. Dados expressos como número absoluto ou média ± DP. 

  



34 

 

6.3. CONCENTRAÇÃO PLASMÁTICA DE HSP 72 EXTRACELULAR EM PACIENTE 

EM ESTADO GRAVE COM COVID-19 

Não foram encontradas diferenças estatísticas entre pacientes críticos com COVID-19 

para eHSP72 (0,453 ± 0,202 vs. 0,547 ± 0,253 ng/mL) (Figura 2). Curiosamente, foi detectada 

uma correlação positiva entre eHSP72 e HbA1C (r = 0,394, p = 0,0042) em pacientes 

gravemente enfermos com COVID-19. 

 

 

Figura 3. Comparação plasmática de eHSP72 entre pacientes críticos com COVID-19 com e sem diabetes. 
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6.4. COMPARAÇÃO PLASMÁTICA DE HSP72 ENTRE DIFERENTES GRUPOS 

Como era esperado haver uma diferença entre os níveis de eHSP72 entre os grupos 

COVID-19 e DMTS+COVID-19, decidimos comparar os resultados com outros grupos de 

estudos anteriores. Assim, para fins de comparação com uma condição já conhecida pela 

inflamação e elevada concentração plasmática de eHSP72, incluímos o grupo C (n = 19), DMT2 

(n = 22) e um grupo com crianças/adolescentes com leucemia linfoblástica aguda (ALL) (n = 

16), . Como demonstrado na Figura 4, utilizamos a comparação entre quatro grupos. Desta 

forma, houve a união entre os pacientes críticos infectados por SARS-CoV-2 (com e sem 

diabetes), formando o grupo COVID-19. 

O grupo COVID-19 apresentou elevação das concentrações plasmáticas de HSP72 

(0,486 ± 0,23 ng/mL) quando comparado com os grupos C (0,096 ± 0,06 ng/mL) e DMT2 

(0,198 ± 0,05 ng/mL). Entretanto, quando comparado com o os pacientes do ALL (1,53 ± 0,94 

ng/mL), os indivíduos com COVID-19 apresentam níveis mais baixos de eHSP72. 

 

 

 

Figura 4. Comparação da concentração plasmática de eHSP72 entre pacientes críticos com COVID-19 grave, 

indivíduos saudáveis não infectados, pacientes não infectados com diabetes e pacientes com leucemia linfoblástica 

aguda (ALL). * Quando diferente do grupo control (healthy). ǂ Quando diferente de pacientes do grupo diabetic. # 

quando diferente dos pacientes infectados por covid-19.  Quando diferente do grupo ALL. p < 0,005. Dados 

expressos como média ± D.P. 
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6.5. COMPARAÇÃO DA RESPOSTA AO CHOQUE TÉRMICO 

Como revela a Figura 5, o grupo C composto por indivíduos saudáveis sem diabetes 

apresentam uma HSR preservada, como demonstrado em estudo anterior. (CANGERI DI 

NASO et al., 2015). Entretanto, a infecção por SARS-CoV-2 em pacientes gravemente 

enfermos, diminui a HRS mesmo na ausência de diabetes.  

 

 

Figura 5. Comparação da resposta ao choque térmico entre pacientes críticos infectados com COVID-19 com e 

sem diabetes, indivíduos saudáveis não infectados com COVID-19 e diabéticos não infectados com COVID-19. 

A diferença entre a concentração de eHSP72 do sangue incubado a 37ºC e a 42ºC é utilizada como índice da 

resposta ao choque térmico (HSR). * Quando diferente da indivíduos saudáveis não infectados com COVID-19 

(control). p< 0.05. Dados expressos como média ± DP. 
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6.6. DANO OXIDATIVO 

As Figuras 6 e 7 demonstram que os pacientes com COVID-19 grave apresentam um 

aumento dos danos oxidativos (lipídico e proteico) quando comparados ao grupo saudável (C). 

Não havendo diferença entre controle infectado com COVID-19 e diabetes infectado com 

COVID-19. 

Control COVID-19
Control

COVID-19
Diabetics

0

10

20

30

T
B

A
R

S
 (

n
m

o
l/
m

L
)

*

*p ≤  0,0001

p ≤  0,0001

 

Figura 6. Comparação de dano lipídico entre pacientes críticos com COVID-19 com e sem diabetes, e indivíduos 

não infectados por COVID-19. * Quando diferente de indivíduos saudáveis não infectados com COVID-19 

(control). Teste de Kruskal-Walis. p< 0.05. Dados expressos como mediana e intervalo interquartil. 
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Figura 7. Comparação de dano a proteínas entre pacientes críticos com COVID-19 com e sem diabetes, e 

indivíduos não infectados por COVID-19. * Quando diferente de indivíduos saudáveis não infectados com 

COVID-19 (control). Teste de Kruskal-Walis. p< 0.05. Dados expressos como mediana e intervalo interquartil. 

 

7. DISCUSSÃO 

O estudo apresentado foi o primeiro a medir a concentração basal de HSP72 e a HSR 

em pacientes críticos infectados por SARS-CoV-2, com e sem diabetes. Como principais 

conclusões temos: a) a concentração plasmática de eHSP72 apresenta níveis elevados em 

pacientes críticos com COVID-19, entretanto, menores que os níveis observados em pacientes 

com ALL, b) há uma redução da HSR em pacientes com COVID-19 grave quando comparada 

com a HRS de indivíduos saudáveis, independentemente da presença ou não de diabetes e c) os 

pacientes críticos infectados com SARS-CoV-2 apresentam níveis mais altos de peroxidação 

lipídica e danos à proteína que indivíduos saudáveis, independentemente do estado glicêmico. 

Como relatado anteriormente neste estudo, indivíduos com inflamação crônica e 

estresse oxidativo, como pacientes de Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) (OGLESBEE et al., 

2005) e DM2 apresentam níveis mais altos de eHSP72 (MAHMOUD et al., 2018), assim como 

os observados nos pacientes com COVID-19. Essa alteração na concentração de eHSP72 é 

correlacionada com marcadores de inflamação, como proteína C reativa, contagem de 

monócitos e TNF-α (MAYER; BUKAU, 2005; NJEMINI; DEMANET; METS, 2004). Porém, 

para o nosso estudo, a presença de diabetes não influenciou os níveis de eHSP72 dos pacientes 
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com COVID-19 indicando que, aparentemente, a DM2 não induz a alterações na HSR de 

pacientes em estado grave infectados por SARS-CoV-2. Como a redução de HSR é semelhante 

entre pacientes críticos com COVID-19 (com ou sem diabetes) e pacientes não infectados com 

diabetes, podemos afirmar que o diabetes é equivalente ao COVID-19 em termos de sistema de 

HSP72 e HRS. Da mesma forma, no passado acreditava-se que ao diabetes era um equivalente 

cardiovascular (HAFFNER et al., 1998). Como a HSR já está significativamente reduzida nos 

pacientes com diabetes, nenhuma diminuição adicional é observada quando os mesmos 

possuem COVID-19 grave. 

Como descrito, a resistência à insulina é outra complicação acarretada pelos níveis 

elevados de eHSP72 (KRAUSE et al., 2014). A ativação das JNKs por meio da ligação das 

eHSP72 com os receptores TLR2 e TLR4 promove a fosforilação de IRS-1, levando a inibição 

da ativação de Akt (LEE et al., 2003), redução da absorção de glicose pelos tecidos sensíveis e 

a um estado de resistência à insulina. Desta forma, os níveis mais altos de eHSP72 no sangue 

dos pacientes com COVID-19 grave pode contribuir para a resistência à insulina e 

hiperglicemia de estresse comumente presente nestes pacientes (Tabela 1), podendo levar a 

resultados negativos. 

Alguns estudos levantaram a hipótese de que a COVID-19 poderia aumentar o risco de 

DM2 em pacientes pós-infecção (BARRETT et al., 2022; NARAYAN; STAIMEZ, 2022). Os 

mecanismos subjacentes a esse efeito de longo prazo da COVID-19 ainda são desconhecidos. 

No entanto, nosso grupo especula que a elevada concentração de eHSP72 possa estar, ao menos 

em parte, envolvida nesse mecanismo. O alto nível de eHSP72 pode levar a um possível efeito 

deletério sobre as células β pancreáticas. KRAUSE et al. (2014) relatou que a eHSP72 elevada, 

exerce efeitos diretos em as células -pancreáticas clonais (de humanos e roedores) e ilhotas do 

pâncreas, diminuindo a viabilidade das células β e ilhotas, a secreção de insulina e a função 

mitocondrial. Observando nossos dados, especulamos que os níveis elevados de eHSP72 em 

pacientes com COVID-19 podem estar relacionados a esse efeito metabólico duradouro do 

COVID-19 e sua possível associação com o desenvolvimento de diabetes (Figura 8). A 

correlação positiva entre eHSP72 plasmática e HbA1C (r = 0,394, p = 0,0042) em pacientes 

com COVID-19 pode sugerir, pelo menos em parte, uma interação direta entre esses fatores. A 

Figura 8 apresenta o mecanismo proposto para essa hipótese. 

Durante a elaboração deste projeto, esperava-se que os pacientes com DM2 infectados 

por SARS-CoV-2 em estado grave apresentassem uma HSR menor que os pacientes infectados 

em estado grave sem DM2. Entretanto, todos os pacientes com COVID-19 deste estudo 
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apresentaram HSR reduzida, independente da presença ou não de DM2. Sendo assim, 

sugerimos que o vírus pode inibir diretamente a HSR ou, utilize destas vias para seu próprio 

ciclo de replicação. Isso porque a infecção pelo novo coronavírus pode levar a desregulação de 

ACE2 em diversas células, diminuindo a produção de angiotensina (1-7) e a ativação do 

receptor MAS. Quando ativado o receptor MAS induz respostas anti-inflamatórias, que 

juntamente com a ativação da SIRT1, estimula a via de HSR (KARPE; TIKOO, 2014). Na 

ausência deste eixo, a HSR é reduzida e o efeito inibitório da iHSP72 intracelular sobre o NF-

κB se torna ausente, interrompendo a resolução inflamatória. Além disso, a tempestade de 

citocinas induz danos diretos nas células/tecidos e ativa a liberação de HSP72 para o meio 

extracelular (eHSP72) (KRAUSE et al., 2015a). Como já descrito, a eHSP72 reforça o sistema 

inflamatório e induz a ativação do TLR (principalmente TLR4) em vários tipos celulares, 

incluindo as células β e músculo esquelético (KRAUSE et al., 2015b). Assim, a ativação crônica 

dos TLRs pela eHSP72 pode reduzir a capacidade de ativação da HSR, piorando a resposta 

inflamatória e alterando o estado metabólico (Figura 8). 

Outra evidência deste estudo foi o aumento do dano lipídico e proteico nos indivíduos 

com COVID-19 independentemente da presença de diabetes. Esse aumento do dano está 

intimamente ligado ao aumento da produção de EROS. ROMÃO et al. (2022) demonstraram 

que os pacientes em estado grave com COVID-19 apresentaram aumento da geração 

mitocondrial de EROS por monócitos e que indivíduos em estado grave infectados com SARS-

CoV-2 com baixa carga viral possuem capacidade antioxidante total reduzida. O aumento das 

EROS já era esperado, uma vez que os macrófagos produzem aumento dessas espécies afim de 

causar a morte de patógenos intracelulares (MILLS et al., 2016). Além disso, a ligação de 

eHSP72 ao TLR4 estimula a geração de EROS mitocondriais (WEST et al., 2011), e a proteína 

SARS-CoV-2 ORF3a também induz a produção de EROs mitocondrial  promovendo a 

expressão e estabilização do fator induzível por hipóxia alfa 1 (HIF-1α), facilitando a infecção 

por SARS-CoV-2 (TIAN et al., 2021). A estabilização do HIF-1α, leva ao aumento da 

expressão de ACE2, IL-1β, TNF-α, IL-6 e INF α, β e λ (CODO et al., 2020). Desta forma, o 

aumento da produção de EROS em indivíduos com COVID-19 greve sustenta o ciclo vicioso 

pró-inflamatório. 

Considerando o potencial terapêutico que o aumento da HSR pode ter no desfecho 

inflamatório em pacientes em estado grave infectados com SARS-CoV-2, podemos sugerir 

diferentes estratégias de tratamento, como: (a) uso racional de drogas antipiréticas, permitindo 
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a elevação da temperatura corporal pela febre, mas sem causar danos por calor e garantindo o 

aumento da iHSP72, (b) aumento artificial da temperatura corporal (utilizando cobertores 

Figura 8. Possível papel da eHSP72 elevada e HSR mais baixo na infecção por SARS-CoV-2 e diabetes: uma 

hipótese integrativa. A infecção causada por SARS-CoV-2 pode regular negativamente a ACE2 em várias células, 

diminuindo a produção de angiotensina (1-7) e a ativação do receptor MAS. Sem esse eixo, a HSR é diminuída e 
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o efeito inibitório da HSP72 sobre o NF-κB é ausente, levando a uma resolução inflamatória interrompida. A 

tempestade de citocinas induz danos diretos nas células/tecidos e ativa, juntamente com o aumento do tônus 

simpático, a liberação de HSP72 para o meio extracelular (eHSP72). A eHSP72 pode reforçar o sistema 

inflamatório e induzir a ativação de TLR (receptores Toll-Like), principalmente TLR4, em vários tipos de células, 

incluindo nas células β pancreáticas e músculo esquelético. Essa interação pode levar a ativação de proteínas de 

sinalização pró-inflamatórias, como MyD88 e TIRAP, que ativam IKK, p38, JNK e, finalmente, NF-κB, induzindo 

alterações na expressão gênica. Além disso, a ativação de TLR pode aumentar a atividade da NADPH oxidase 

(NOX), que produz superóxido e, juntamente com os efeitos inflamatórios das citocinas, leva a disfunção 

mitocondrial. Nas células β pancreáticas o efeito final é a redução da capacidade de produção de ATP, menor 

secreção de insulina e, a longo prazo, disfunção e morte das células β. As respostas no músculo esquelético podem 

incluir o bloqueio da sinalização da insulina (através do aumento das espécies radicais de oxigênio – ROS – e 

nitrogênio – RNS – e fosforilação de diferentes sítios de receptores de insulina), levando à resistência à insulina. 

A ativação crônica dos TLRs pela eHSP72 pode reduzir a capacidade de ativação da HSR, piorando o estado 

inflamatório e metabólico. A ação conjunta desses efeitos levaria a uma leve hiperglicemia e, por fim, ao diabetes. 

 

térmicos), (c) uso de ativadores de HSP72 como o BGP-15, o qual se mostrou seguro e bem 

tolerado em ensaios clínicos de fase II em pacientes com diabetes e resistência à insulina 

(KRAUSE; GERCHMAN; FRIEDMAN, 2020; LITERÁTI-NAGY et al., 2009, 2010). 

SMUDER et al. (2019) demonstrou que o BGP-15 em modelo animal induz benefícios 

metabólicos, além de reduzir a sinalização inflamatória e melhorar os músculos respiratórios 

durante a ventilação mecânica. Entretanto, a eficácia e a segurança dessas possíveis terapias 

necessitam ser testadas na população deste estudo. 

O atual estudo apresenta algumas limitações. Primeiro, é importante salientar que a 

maioria dos nossos pacientes críticos apresentava obesidade, com graus potencialmente altos 

de resistência a insulina. Desta forma, a população sem diabetes não era metabolicamente 

saudável, o que pode ter contribuído para que não houvesse diferença da HSR entre os pacientes 

em estado grave com COVID-19 com ou sem diabetes. Segundo, a falta de informações sobre 

a HSR em pacientes não críticos com COVID-19 impediu que testássemos se o nível anterior 

da HSR determinaria a evolução da doença e a necessidade de internação na UTI. Terceiro, o 

baixo tamanho amostral e a incapacidade de estratificar os dados por e sexo e contabilizar os 

medicamentos anteriores também foram limitações deste trabalho. 
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8. CONCLUSÃO 

Apesar das limitações, conseguimos demonstrar que os pacientes em estado grave 

infectados por SARS-CoV-2 apresentaram concentrações elevadas de eHSP72 plasmático, 

atuando como mensageiros pró-inflamatórios. Foi observado também uma redução na HSR dos 

pacientes com COVID-19, o que leva a uma resolução inflamatória deficitária. Desta forma, a 

redução da HSR e ao aumento da eHSP72 podem explicar em parte, a inflamação descontrolada 

(tempestade de citocinas) observada nessa população. Sugerimos ainda que sejam investigadas 

novas terapias ativadoras da HSR como forma de controlar a inflamação gerada pela infecção 

dos vírus SARS-CoV-2. 
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ANEXO II – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

Título do Projeto: O impacto do diabetes e da glicemia em desfechos clínicos de pacientes 

com COVID-19 

Você está sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa cujo objetivo é avaliar se 

existe relação entre o diabetes, parâmetros metabólicos e inflamatórios com a infecção pelo 

coronavírus (SARS-Cov-2), além disso será avaliado se essa relação interfere em desfechos 

durante a sua internação no hospital (como admissão em unidade de terapia intensiva (UTI), 

necessidade de ventilação mecânica, tempo de internação no hospital e a ocorrência de morte) 

e após a sua alta hospitalar. Esta pesquisa está sendo realizada pelo Serviço de Endocrinologia 

do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA).  

Se você aceitar o convite, sua participação na pesquisa envolverá os seguintes 

procedimentos: 

Durante a internação hospitalar: 

1) Autorização para acessar o prontuário e consultar as seguintes informações: evolução 

das equipes assistentes, controles de sinais vitais, exames e procedimentos realizados e 

medicações utilizadas durante a internação. 

2) Coleta de cerca de 25mL (equivalente a aproximadamente duas colheres de sopa) de 

sangue para análise, semelhante a um exame de sangue de rotina em que serão 

realizados exames de glicemia, hemoglobina glicada, insulina, cortisol, ACTH e 

citocinas plasmáticas. 

Após a alta hospitalar: 

Após a alta hospitalar, serão realizadas duas consultas, a primeira 4 semanas após a alta e a 

segunda 16 semanas após a alta hospitalar, as quais serão agendadas no Centro de Pesquisa 

Clínica (CPC) do HCPA com o objetivo de realizar os seguintes procedimentos definidos da 

visita 1 e 2 abaixo: 

Visita 1: 

1) Entrevista médica completa com avaliação de sua saúde, informações sobre possíveis 

doenças, medicações em uso. 
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2) Responder a questionários sobre nível de atividade física, nível socioeconômico, 

escolaridade e nível cultural. 

3) Exame físico composto por: peso, altura, medidas da cintura e do quadril e composição 

corporal por bioimpedanciometria (que é um exame indolor capaz de calcular a 

quantidade de gordura corporal, em que você fica por alguns segundos em pé sobre uma 

espécie de balança). 

4) Exames de sangue e urina: você virá em jejum de 12 horas para coletar sangue para 

exames de rotina como colesterol, triglicerídeos e hemoglobina glicada. Para esses 

exames serão coletados em média 25 mL (equivalente a 2 colheres de sopa) de sangue. 

5) Exame para avaliar sarcopenia: que consistirá na avaliação da circunferência da 

panturrilha, e teste da caminhada, no qual você caminhará durante 6 minutos e medidas 

serão realizadas no início e no final do teste, como pressão arterial e frequência cardíaca.  

Visita 2: 

1) Responder a questionários sobre nível de atividade física. 

2) Exame físico composto por: peso, altura, medidas da cintura e do quadril e composição 

corporal por bioimpedanciometria (que é um exame indolor capaz de calcular a 

quantidade de gordura corporal, em que você fica por alguns segundos em pé sobre uma 

espécie de balança). 

3) Exames de sangue e urina: você virá em jejum de 12 horas para coletar sangue para 

exames de rotina como colesterol, triglicerídeos e hemoglobina glicada. Para esses 

exames serão coletados em média 25 mL (equivalente a 2 colheres de sopa) de sangue. 

4) Exame para avaliar sarcopenia: que consistirá na avaliação da circunferência da 

panturrilha, e teste da caminhada, no qual você caminhará durante 6 minutos e medidas 

serão realizadas no início e no final do teste, como pressão arterial e frequência cardíaca.  

5) Exames para avaliar a função cardíaca: eletrocardiograma. 

Os possíveis riscos ou desconfortos decorrentes da participação na pesquisa são:  

● Entrevista clínica: algumas perguntas, como o seu nível cultural, escolaridade, 

depressão, ansiedade, dentre outras, podem lhe causar algum constrangimento, porém é 

muito importante que sejam respondidas com bastante sinceridade. 
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● Exames de sangue: as coletas de sangue podem causar desconforto e hematoma (mancha 

roxa na pele) na região da coleta decorrente de alguma possível infecção, lesão nervosa 

e dor. Em cada exame serão coletados em média 25 mL de sangue. 

Os demais procedimentos deste estudo, não conferem riscos a você. 

A participação na pesquisa não trará benefícios diretos aos participantes, porém 

contribuirá para o aumento do conhecimento sobre este tema e, se aplicável, poderá beneficiar 

futuros pacientes. Caso seja encontrado algum resultado relevante para a sua saúde nos exames 

realizados pela pesquisa, se você estiver de acordo, iremos repassar esta informação para o seu 

médico assistente. 

Sua participação na pesquisa é totalmente voluntária, ou seja, não é obrigatória. Caso 

você decida não participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, não 

haverá nenhum prejuízo ao atendimento que você recebe ou possa vir a receber na instituição. 

Não está previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participação na pesquisa e você 

não terá nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos. 

 Caso ocorra alguma intercorrência ou dano, resultante de sua participação na pesquisa, 

você receberá todo o atendimento necessário, sem nenhum custo pessoal. 

Os dados coletados durante a pesquisa serão sempre tratados confidencialmente. Os 

resultados serão apresentados de forma conjunta, sem a identificação dos participantes, ou seja, 

o seu nome não aparecerá na publicação dos resultados. 

Caso você tenha dúvidas, poderá entrar em contato com o pesquisador responsável 

Fernando Gerchman pelo telefone (51) 33598127, com a pesquisadora Gabriella Richter 

Natividade pelo telefone (51) 985810805 ou com o Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2º andar do HCPA, 

sala 2229, de segunda à sexta, das 8h às 17h. 

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os 

pesquisadores. 

 

____________________________________ 
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Nome do participante da pesquisa         

   

____________________________________       

Assinatura 

  

____________________________________  

         Nome do pesquisador que aplicou o Termo     

  

____________________________________  

Assinatura 

  

Local e Data: _________________________ 
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