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Resumo 
 

A doença do novo coronavírus, COVID-19, tem levado à morte milhares de 
pessoas no mundo. No ambiente pulmonar, o vírus utiliza como porta de entrada 
o receptor da Enzima Conversora de Angiotensina-2 (ECA-2), presente na 
membrana celular do hospedeiro, provocando a morte principalmente dos 
pneumócitos tipo II, o que contribui com a indução da resposta inflamatória. O 
dano alveolar difuso, decorrente de uma reação inflamatória intensa, tem sido 
observado tanto na infecção causada pelo vírus associado à Síndrome 
Respiratória Aguda Grave - SARS-CoV-2, (do inglês Severe Acute Respiratory 
Syndrome Coronavirus 2), assim como é destacado em casos de Influenza A, 
subtipo H1N1 pandêmico (H1N1pdm09), acarretando quadro de fibrose pulmonar. 
Objetivo: Avaliar a expressão tecidual da Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 13 (IL-
13) e Fator Transformador de Crescimento - beta (TGF- β), além da presença de 
macrófagos com o fenótipo M2 (Sphingosine-1), no processo de remodelamento 
e fibrose, em amostras pulmonares de biópsias post mortem de pacientes que 
foram a óbito por COVID-19. Métodos: Foram utilizadas seis amostras de 
pulmões obtidas de biópsias de pacientes que foram a óbito por COVID-19 (Grupo 
COVID-19), dez amostras de pulmões de adultos que morreram por infecção 
severa decorrente de influenza A, subtipo H1N1pdm09 (Grupo H1N1) e onze 
amostras de pacientes que foram a óbito por causas diversas, sem lesão pulmonar 
(Grupo Controle). Tais amostras foram submetidas à técnica de 
imunohistoquímica, a fim de se quantificar a imunoexpressão das citocinas IL-4, 
IL-13, TGF-β, além de se avaliar a quantidade (escore) de macrófagos com 
fenótipo M2 (Sphingosine-1) Resultado: Um aumento da imunoexpressão tecidual 
de IL-4 foi identificado no grupo COVID-19 quando comparados ao Grupos H1N1 e 
Controle, bem como foi observado um escore significativamente maior de 
macrófagos com fenótipo M2 (Sphingosine-1) no Grupo COVID-19, quando 
comparado ao Grupo Controle. Não foram observadas diferenças estatisticamente 
significativas na imunoexpressão tecidual de IL-13 no Grupo COVID-19 quando 
comparado ao Grupo Controle, porém notou-se que esta interleucina foi 
significativamente maior no Grupo H1N1 em relação ao Grupo COVID-19. A 
imunoexpressão tecidual de TGF-β não apresentou diferenças estatísticas ao se 
testar os três grupos. Conclusão: Uma maior imunodetecção de IL-4 e escore de 
macrófagos M2 foram identificados nas amostras pertencentes ao Grupo COVID-19, 
indicando que a resposta Th2 poderia estar precocemente ativada. Além de ser 
ineficiente no processo de eliminação viral, uma vez ativada, esta via induz ao 
processo de remodelamento tecidual, com o desenvolvimento de fibrose pulmonar. 
 

Palavras-chave: Dano alveolar difuso; IL-4; IL-13; Fibrose; Macrófagos M2; 

SARS-CoV-2; TGF-β;  

  



Abstract 

 

The disease of the new coronavirus, COVID-19, has killed thousands of people 
worldwide. In the pulmonary environment, the virus uses the Angiotensin-
Converting Enzyme-2 (ECA-2) enzyme receptor as a gateway, present in the host 
cell membrane, causing the death, mainly, of type II pneumocytes, contributing to 
the induction of the response inflammatory. Diffuse alveolar damage, resulting from 
an intense inflammatory reaction, has been observed both in the infection, 
associated by the Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-
2), as well as it is highlighted in cases of Influenza A, subtype H1N1 pandemic 
(H1N1pdm09), causing lung fibrosis. Objective: To evaluate the tissue expression 
of Interleukin 4 (IL-4), Interleukin 13 (IL-13) and, Transforming Growth Factor - beta 
(TGF-β), besides to score the macrophages with the M2 (Sphingosine-1) 
phenotype, present in the process of tissue remodeling and fibrosis, in pulmonary 
samples of post-mortem biopsies from patients who died by COVID-19. Methods: 
Six lung samples obtained from biopsies of patients who died by COVID-19 
(COVID-19 Group), ten samples of lungs from adults who died from severe 
infection due to Influenza A, subtype H1N1pdm09 (Group H1N1) and eleven 
samples from patients who died from different causes, without lung injury (Control 
Group) were analized. The samples were submitted to the immunohistochemistry 
technique, to quantify the immunoexpression of IL-4, IL-13, TGF-β, in addition to 
evaluating the score of macrophages with M2 phenotype (Sphingosine-1 ) Result: 
An increase in IL-4 tissue immunoexpression was identified in the COVID-19 group 
when compared to the H1N1pdm09 and Control group, as well as a significantly 
higher score of macrophages with M2 phenotype (Sphingosine-1) in the COVID-
19 group. , when compared to the Control Group. No statistical difference was 
observed for IL-13 in the COVID-19 Group when compared to the Control Group, 
but it was noted that this interleukin was significantly higher in the H1N1 Group 
compared to the COVID-19 Group. TGF-β tissue immunoexpression did not show 
statistical differences when testing the three groups. Conclusion: Greater IL-4 
immunodetection and M2 macrophage score were identified as belonging to the 
COVID-19 Group, indicating that the Th2 response was activated. In addition to 
being inefficient in the process of viral elimination, once activated, this pathway 
may induce the early process of tissue remodeling, with the development of 
pulmonary fibrosis. 
 
Keywords: Diffuse alveolar damage; IL-4; IL-13; Fibrosis; M2 macrophages; 
SARS-CoV-2; TGF-β. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

 
Em junho de 2009 o mundo se defrontava com a primeira pandemia do 

século XXI causada por um vírus respiratório, o influenza tipo A, subtipo 

(H1N1pdm09). Em fevereiro de 2010 o número de casos estimados pelo Centro 

de Controle e Prevenções de Doenças (CDC) era de cerca de 59 milhões, com 

aproximadamente 12 mil mortes nos Estados Unidos (1). Globalmente, a 

estimativa do número de óbitos pelo CDC em 2009-2010 variou de 151.700-

575.400 (2). Onze anos após, o mundo se depara novamente com uma pandemia 

promovida por um vírus respiratório, o novo coronavírus intitulado de SARS-CoV-

2 (Coronavírus-2 da Síndrome Respiratória Aguda Grave, do inglês Severe Acute 

Respiratory Syndrome Coronavirus-2), agente etiológico da doença denominada 

COVID-19 (Doença  do Coronavirus 2019, do inglês Coronavirus Disease 2019) 

(3). O ano de 2021 inicia com a pandemia ativa, com um marco de 156.496.592 

casos confirmados casos e mais de 3.200.000 óbitos até o fim da 18ª Semana do 

Calendário Epidemiológico do ano de 2021 (4). 

Diferentemente do observado com o influenza A (H1N1pdm09), o 

crescimento do número de pacientes acometidos por SARS-CoV-2 se dá de 

forma exponencial desde o surto até a propagação mundial (5). A taxa de 

transmissibilidade (R0) deste vírus é reflexo, principalmente, das suas 

características biológicas, bem como da suscetibilidade do hospedeiro (6). Esta 

taxa (R0) varia de 1,6 a 4,1 (7), ou seja, cada paciente com o diagnóstico positivo 

para SARS-CoV-2 poderia contaminar em média entre 1 e 4 pessoas, enquanto 

o R0 do H1N1pdm09 girou em torno de 1,3 e 1,8, justificando a tamanha 

disseminação da atual pandemia (8). 

O novo coronavírus é relatado como pertencente à família Coronaviridae, 

gênero Betacoronavirus. Possui esta denominação devido ao seu formato 

particular, semelhante ao de uma coroa com proteínas projetadas em seu 

envoltório. É composto por um capsídeo proteico que envolve o material genético, 

representado por uma molécula de RNA de fita simples sentido positivo (ssRNA), 

que está aliado a uma nucleoproteína na proteína da matriz (9). Além da presença 

de várias proteínas em sua superfície, a Proteína Spike-S (Spike proteins), uma 

espícula glicoproteica, possui uma alta afinidade com os receptores da enzima 

conversora de angiotensina-2 (ECA-2), os quais são expressos por quase todos 
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os tipos celulares do corpo humano, deixando seu hospedeiro muito vulnerável à 

infecção e ao desenvolvimento da doença (10). 

No que tange ao SARS-CoV-2, a interação vírus-hospedeiro se inicia com 

a etapa de adsorção no ciclo de replicação viral (11). Aqui, há o envolvimento da 

ligação de alta afinidade entre a proteína S-Spike de sua estrutura com os 

receptores da ECA-2, formando um complexo pela interação entre a proteína viral 

e a ECA-2. Subsequentemente, o complexo é clivado pela protease adjacente, a 

serina protease transmembrana do tipo 2 (TMPRSS2), favorecendo a entrada do 

vírus na célula (12). 

Embora haja uma relativa escassez de células portadoras de ECA-2 no 

trato respiratório superior, o SARS-CoV-2 infecta e se replica nas células 

epiteliais ali presentes (13). Este fenômeno, no entanto, não é observado em 

extensão significativa na infecção por SARS-CoV (14), o qual possui 79,5% de 

identidade de sequenciamento e que também utiliza a ECA-2 como porta de 

entrada para infectar seu hospedeiro (15). Além disso, a afinidade que o SARS-

CoV-2 possui com este receptor parece ser substancialmente alta, entre 10 e 20 

vezes maior que a exibida por SARS-CoV (12). 

No ambiente pulmonar, o SARS-CoV-2 infecta preferencialmente os 

pneumócitos tipo II, dada a expressão aumentada de ECA-2 nesta célula em 

relação ao tipo I (11). A célula hospedeira endocita a partícula viral, a qual, ao se 

ligar a célula hospedeira, compete com a angiotensina II (Ang II) pela ligação ao 

ECA-2. Isto promove uma diminuição da atividade do receptor da Ang II, 

resultando em seu acúmulo (16). Um dos papéis da Ang II é a sinalização de 

eventos celulares e moleculares que são considerados críticos na patogênese da 

fibrose pulmonar. Nesse contexto, pode-se citar seu papel na proliferação, 

migração e diferenciação de fibroblastos para miofibroblastos, os quais são 

capazes de sintetizar alfa-actina de músculo liso (α-SMA) e produzir matriz 

extracelular (colágeno e fibronectina), por meio de um mecanismo mediado pela 

secreção exacerbada de fator transformador de crescimento-beta (TGF-β) no 

próprio fibroblasto (17). 

O vírus se replica e acaba por lesionar as células do epitélio pulmonar, 

proporcionando a síntese e secreção de citocinas pró-inflamatórias, como as 

Interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α), podendo 

ser assistida por uma resposta fraca da citocina sinalizadora de infecção por 
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patógenos intracelulares, os Interferons do tipo I (INF α e β) (18). 

Durante uma resposta imune normal frente a uma infecção viral, 

macrófagos, monócitos, células dendríticas e neutrófilos expressam uma 

variedade de receptores de reconhecimento padrões (PRRs), identificando 

estruturas diferentes, as quais são características do vírus invasor (19). Tais 

estruturas moleculares são conhecidas como padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs). A ligação de PAMPs à PRRs desencadeia o início da 

resposta inflamatória contra o vírus invasor, resultando na ativação de um 

processo de sinalização que leva à expressão de fatores de transcrição indutores 

de citocinas pró-inflamatórias, como fator nuclear kappa B (NF-kB), bem como na 

ativação de fatores reguladores de INF, que medeiam a resposta antiviral 

dependente desta última citocina.  

Todavia, a COVID-19 pode ser acompanhada de uma resposta 

inflamatória agressiva, em que se observa a liberação de uma grande quantidade 

de citocinas pró-inflamatórias em um evento conhecido como "tempestade de 

citocinas", ou citocinemia. A resposta imune do hospedeiro frente ao vírus SARS-

CoV-2 pode ser hiperativada, resultando em uma reação inflamatória exacerbada 

(20) (Figura 1). 

A citocinemia resulta em um aumento agudo súbito nos níveis circulantes 

de diferentes citocinas pró-inflamatórias, incluindo IL-1, IL-6 e TNF- α, as quais 

são secretadas principalmente por macrófagos teciduais, mastócitos, células 

endoteliais e epiteliais. Este aumento de citocinas pode resultar no influxo de 

várias células imunológicas, como macrófagos, neutrófilos e células T no local da 

infecção, provocando efeitos destrutivos no tecido humano, dentre os quais a 

lesão pulmonar, com destaque na síndrome respiratória aguda grave (SRAG) 

(21). 

A resposta imune inata à infecção de células epiteliais alveolares leva tanto 

à sua morte por apoptose ou piroptose, quanto à ativação de macrófagos 

alveolares. A piroptose consiste em uma forma alternativa de morte celular 

mediada principalmente pela  enzima Caspase-1, e que tem como processo final 

a formação de poros em sua membrana (22). A ativação proteolítica da caspase-

1 catalisa, subsequentemente, a maturação e secreção de citocinas pró-

inflamatórias, especificamente Interleucina 1 beta (IL-1β) e Interleucina 18 (IL-
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18), exacerbando a citocinemia (23). 

 

Figura 1. Infecção SARS-CoV-2, Tempestade de citocinas 

Após a entrada do vírus na via aérea inferior, o SARS-CoV-2 passa a infectar principalmente os 
pneumócitos tipo II. Com a morte destas células, há liberação de citocinas inflamatórias e 
recrutamento leucocitário. Em decorrência de uma resposta inflamatória exacerbada, há liberação 
intensa de citocinas pró-infamatórias, dando início a um evento denominado de tempestade de 
citocinas. Pela proximidade dos capilares alveolares adjacentes, o vírus passa a infectar as células 
endoteliais. Estas células, por sua vez, sofrem piroptose contribuindo também com a citocinemia. 
Desenho esquemático desenvolvido no Biorender pela autora, 2021. 
 

Já, em relação à ativação dos macrófagos alveolares, tem-se que estes 

uma vez ativados tendem a se polarizar no fenótipo M1 inflamatório e secretam 

TNF-α e Interleucina 8 (IL-8), que são quimiotáticos para neutrófilos (12). No caso 

da lise celular em decorrência do final do seu ciclo lítico, partículas virais são 

liberadas ao ambiente alvéolo-capilar, promovendo, consequentemente, a 

passagem do SARS-CoV-2 para o interstício e vaso. Ao adentrar no vaso, o vírus 

passa a infectar as células endoteliais, induzindo-as também à piroptose (24).  

As alterações mencionadas anteriormente estão intimamente associadas 

à ativação de células endoteliais vasculares, promovendo o recrutamento de 

células leucocitárias, além da síntese e secreção de citocinas pró-inflamatórias e 

espécies reativas de oxigênio (ERO), as quais contribuem para a promoção de 
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vasodilatação, aumento de permeabilidade vascular e desenvolvimento de 

imunotrombose (12,22). 

Uma vez aumentada a permeabilidade vascular, há exsudação do plasma 

circulante para o interstício e subsequentemente para a luz alveolar. Com a morte 

dos pneumócitos pela infecção viral, ocorre exposição de colágeno no assoalho 

alveolar. Moléculas do sistema complemento e da cascata de coagulação 

transudam para dentro dos alvéolos devido ao aumento da permeabilidade 

vascular, propiciando deposição de fibrina na parede alveolar desnuda, formando 

camadas espessas que impedem as trocas gasosas, conhecidas como 

membranas hialinas (25). Observa-se ainda a hiperplasia de pneumócitos tipo II 

no alvéolo, com o intuito de re-epitelizar as paredes alveolares e reconstituir a 

barreira alvéolo-capilar. Os quadros previamente relatados caracterizam o dano 

alveolar difuso que compõe a etapa exsudativa do processo cicatricial (15). O 

dano alveolar difuso é o aspecto histopatológico patognomônico da SRAG, 

observado na fase aguda da infecção, e se desenvolve nos primeiros quatro a 

sete dias após a contaminação (26–28) (Figura 2). 

Os macrófagos de fenótipo M2 ativados alternativamente são induzidos 

pelas Interleucinas 4 e 13 (IL-4, IL-13), as quais são produzidas pelas células T-

helper 2 (Th2) e outros leucócitos, como por exemplo, o mastócito (29). Os 

macrófagos são reconhecidos por exercerem uma ação anti-inflamatória, já que 

auxiliam na produção de citocinas anti-inflamatórias, como a Interleucina 10 (IL-

10) e o antagonista do receptor de interleucina 1 (IL-1Ra). Possuem uma potente 

capacidade fagocítica, removendo resíduos e células apoptóticas (eferocitose), 

além de desempenhar um papel fundamental de reparo do tecido pulmonar, 

limitando os níveis de citocinas pró-inflamatórias no espaço celular (30). Esses 

macrófagos, bem como as células Th2 próprias, induzem a formação de cicatrizes 

por meio de fibrose, através da secreção de fatores de crescimento que estimulam 

a proliferação de fibroblastos, síntese de colágeno e a angiogênese (29,31). 

As citocinas que mais estimulam a via Th2 são a IL-4 e IL-13, pois 

interferem na resposta T-helper 1 (Th1), uma vez que suprimem a ativação dos 

macrófagos de fenótipo M1, conhecida como ativação clássica de macrófagos. A 

supressão dos macrófagos M1 ocorre, em parte, porque a IL-4 estimula a 

produção de citocinas, como o TGF-β, que inibem o desenvolvimento e função de 

resposta Th1 (29). 
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Figura 2. Mecanismo de lesão pulmonar na COVID-19 

Com a chegada do vírus no vaso, ocorre a infecção e morte das células endoteliais, com 
desnudamento da lâmina basal e exposição do colágeno. Esta exposição contribui com o processo 
da cascata de coagulação intrínseca e subsequentemente com a formação de imunotrombose. 
Mastócitos presentes no interstício e região perivascular secretam mediadores, dentre as quais, a 
histamina e a IL-4 (sendo esta secretada tardiamente), atuando no aumento da permeabilidade 
vascular. Há o extravasamento do exsudato plasmático (moléculas do complemento, elementos 
da cascata de coagulação, fragmentos celulares, fibrina, entre outros) para o interstício pulmonar 
e luz alveolar, acarretando o desenvolvimento de membranas hialinas.  Paralelamente, ocorre 
hiperplasia de pneumócitos tipo II. No canto inferior esquerdo, a imagem evidencia a 
imunoexpressão do anti-SARS-CoV-2 (ab 272504, Abcam, diluição 1:800) na membrana dos 
pneumócitos tipo II com hiperplasia. No canto inferior direito, a imagem demonstra a membrana 
hialina no lúmen alveolar. Desenho esquemático desenvolvido no Biorender pela autora, 2021. 

 

A IL-4 é a principal citocina do subgrupo Th2 e funciona tanto como uma 

indutora quanto como uma citocina efetora dessas células. Funcionalmente, IL-4 

induz a diferenciação de células T naive para um fenótipo Th2. Também regula a 

expressão plasmocitária de IgE, regulando a proliferação celular e a expressão de 

vários genes em diferentes tipos de células, como fibroblastos, macrófagos, 

células endoteliais e epiteliais. Como mencionado anteriormente, a IL-4 conduz a 

ativação alternativa de macrófagos para fenótipo M2, além de promover a 

permeabilidade vascular e apoptose de células endoteliais (32). 

Com relação às infecções virais que atingem o sistema respiratório, Bot e 
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col. (2000) observaram que a expressão de IL-4 durante a infecção por um vírus 

influenza teve efeitos negativos nas células T de memória CD8 (33). Já na 

pandemia causada pelo SARS-CoV-2, há estudos de pacientes com COVID-19 

que detectaram níveis elevados de IL-4 como parte da tempestade de citocinas 

associada a sintomas respiratórios graves (34,35). 

Em relação à IL-13, tem-se que muitas das ações observadas por esta 

citocina se sobrepõem às da IL-4, uma vez que ambas as interleucinas 

compartilham do mesmo receptor, o receptor alfa de interleucina 4 (IL-4Rα) (29). 

No entanto, estudos mecanísticos detalhados conduzidos com inibidores de IL-4 

e IL-13 em ratos sugerem que a via de sinalização da IL-13 provavelmente atue 

como o indutor dominante da fibrose dependente de Th2 em várias doenças 

pulmonares crônicas (36,37). Sugere-se também que esta interleucina possa 

ativar fibroblastos independente de TGF-β, os quais diferenciam-se em 

miofibroblastos liberando componentes de matriz extracelular (MEC) (38). 

A persistência de macrófagos M2 nos locais da lesão é uma marca 

registrada do desenvolvimento de fibrose e a expressão estável de IL-4 e IL-13 

promove a secreção de TGF-β (39). O TGF-β é uma citocina multifuncional que 

desempenha um papel fundamental no processo de reparo do tecido após uma 

lesão. Três isoformas de TGF-β são encontradas em mamíferos: TGF-β 1, 2 e 3, 

sendo que o TGF-β 1 está predominantemente envolvido na patogênese da 

doença pulmonar fibrótica (15). 

No contexto da lesão às células epiteliais pulmonares e da exposição da 

membrana basal do septo alveolar, há acúmulo de TGF-β, que induz o 

recrutamento de fibroblastos, que podem se diferenciar em miofibroblastos 

capazes de sintetizar SMA, que por sua vez promovem uma contração irreversível, 

característica importante da fibrogênese, além da produção de MEC (colágeno I e 

III principalmente e fibronectina) (11). 

A proliferação excessiva de miofibroblastos e deposição de MEC interrompe 

a arquitetura normal dos alvéolos pulmonares. Acredita-se que um número maior 

de miofibroblastos atuem no reparo anormal e na remodelação pulmonar (40). 

Na fibrose induzida por infecção viral pulmonar, o estresse oxidativo está 

evidente nas células epiteliais, estimulando também a produção e a liberação de 

TGF-β, causando migração, proliferação, ativação e diferenciação miofibroblástica 

de fibroblastos. O acúmulo anormal dessas células reflete no processo de 
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remodelação das vias aéreas. Além disso, a expressão de colágeno induzida por 

Ang II é dependente de TGF-β, que subsequentemente induz ao acúmulo de MEC 

(11). Nesse cenário, os fibroblastos ativados induzem mais lesões e morte das 

células epiteliais alveolares, criando desse modo um círculo vicioso de interações 

entre fibroblastos e células epiteliais pró-fibróticas nutridas por TGF-β, levando à 

formação de tecido cicatricial não funcional (Figura 3) (40). 

 

Figura 3. Remodelamento tecidual 

Com a persistência da resposta infamatória, há o mecanismo de remodelamento tecidual, induzido 
pela ativação de macrófagos (M2). Este processo é resultante da ativação de linfócitos T CD4+ 
auxiliares que se diferenciam em subgrupos, dentre eles os linfócitos T- helper 2.  Juntamente com a IL-
4, a IL-13 induz a ativação alternativa de macrófagos M2 que leva à formação de fibrose por meio da 
secreção de fatores de crescimento, como o TGF-β, estimulando a proliferação de fibroblastos e a 
síntese de colágeno. A imagem no canto inferior direito exemplifica a fibrose no ambiente alveolar do 
pulmão. Desenho esquemático desenvolvido no Biorender pela autora, 2021. 

 

Estudos têm demonstrado uma relação tênue de pacientes acometidos por 

COVID-19 e fibrose pulmonar (11,15). O desenvolvimento e a progressão da 

SRAG e a organização e reparo tecidual terminal do dano alveolar difuso com 

remodelamento e fibrose parecem estar estreitamente relacionados à tempestade 

inflamatória de citocinas, bem como ao desequilíbrio do sistema renina-
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angiotensina (SRA) (11,41). A destruição celular maciça provocada pelo SARS-

COV-2 levaria a uma exacerbação de citocinas devido a ativação de macrófagos 

e um atraso no recrutamento de células linfocitárias, desencadeando uma resposta 

pobre em linfócitos (42). Com a persistência da agressão inflamatória, é 

desencadeada a fase proliferativa da resposta imunológica, que tem como objetivo 

restaurar a homeostase tecidual com remodelamento e fibrose (43). 

Questões ainda não esclarecidas se referem à compreensão do 

comportamento da expressão de citocinas, que leva a COVID-19 de doença leve 

à letal como resultado de uma disfunção imunológica.  

Com a persistência da resposta inflamatória, há o mecanismo de reparo 

tecidual, induzido pela ativação de macrófagos M2, resultante da ativação de 

linfócitos T CD4+ auxiliares que se diferenciam em subgrupos, dentre eles os 

linfócitos Th2. As funções das células Th2 são mediadas por IL-4, citocina esta que 

age como indutora e efetora dessas células. Juntamente com a IL-4, a IL-13 induz à 

ativação alternativa de macrófagos M2 que leva à formação de fibrose por meio da 

secreção de fatores de crescimento, como o TGF-β, estimulando a proliferação de 

fibroblastos e a síntese de colágeno. 

Por essa razão, o presente trabalho analisou seis casos de biópsias de 

pacientes que vieram a óbito por COVID-19, visando a compreensão do 

comportamento da via IL-4/IL-13/TGF-β, bem como dos macrófagos com fenótipo 

M2, associados ao processo de remodelamento tecidual pulmonar nas formas 

graves desta doença.  Entender o mecanismo pressuposto que leva a doença da 

COVID-19 de leve à grave, como resultado de uma desregulação de citocinas e 

da disfunção imune, é um requisito fundamental para identificar um possível 

tratamento para pacientes em estado crítico que seja eficiente em minimizar a 

fibrose pulmonar terminal, a fim de propiciar menor morbidade aos pacientes 

recuperados. 
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2.0 OBJETIVO GERAL 

 
Avaliar o papel das citocinas IL-4, Il-13, TGF- β e macrófagos com o 

fenótipo M2 (Sphingosine-1), presentes no processo de remodelamento tecidual, 

em amostras pulmonares de biópsias post mortem de pacientes que foram a óbito 

por COVID-19. 

 

2.1 Objetivos Específicos 
 

• Caracterizar as amostras estudadas de acordo com o gênero e faixa 

etária; 

• Avaliar a imunoexpressão tecidual das citocinas IL-4/IL-13/TGF- β 

em amostras pulmonares parafinadas dos pacientes que foram a 

óbito por COVID-19; 

• Avaliar a quantidade de macrófagos com fenótipo M2 (Sphingosine-

1) em amostras pulmonares parafinadas dos pacientes que foram a 

óbito por COVID-19; 

• Comparar os resultados obtidos acima com amostras de pacientes 

que foram a óbito por influenza A, subtipo H1N1pdm09. 

• Comparar os resultados obtidos acima com amostras de pacientes 

que foram a óbito por outras causas sem lesão pulmonar (Controle). 
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3.0 METODOLOGIA 

 

3.1 Grupo COVID-19 

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê Nacional de Ética 

em Pesquisa (CONEP) pelos números 3.944.734 / 2020 (Anexo 1). A metodologia 

foi realizada de acordo com as diretrizes e regulamentos relevantes. Os 

representantes legais dos pacientes assinaram o termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE). 

 

3.1.1 Amostras pulmonares do Grupo COVID-19 

As amostras pulmonares post mortem são provenientes de pacientes que 

foram a óbito por COVID-19 (grupo COVID-19) durante a internação na Unidade 

de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital Marcelino Champagnat em Curitiba, Brasil, 

nos meses de março e abril de 2020, bem como os seus dados clínicos. Durante 

este período 9 pessoas morreram pela doença, 6 amostras foram coletadas, as 

quais foram utilizadas neste trabalho (Figura 4). 

 

Figura 4. Fluxograma das amostras de COVID-19. 

No período de março e abril de 2020, 9 pessoas foram a óbito por COVID-19 (em verde). Destes 9 
óbitos foram coletadas 6 amostras, as quais foram utilizadas na presente pesquisa (em azul). Em 
vermelho, o número de óbitos em decorrência à COVID-19, porém não utilizadas por 
impossibilidade de coleta. Desenvolvido pela autora, 2021. 

9 óbitos
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-53 e 86 anos
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3 óbitos
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O teste para COVID-19 foi feito em Swabs nasofaríngeos adquiridos 

durante o período de internação, a fim de se realizar a Reação em Cadeia da 

Polimerase em Tempo Real (RT-qPCR). A amplificação do genoma viral foi 

efetuada com o kit Invitrogen SuperScript ™ III Platinum® One-Step qRT-PCR 

(número Catálogo: 11732020, Massachusetts, Estados Unidos), positivos para 

SARS-CoV2. 

As amostras do referido grupo foram obtidas no leito da Unidade de 

Terapia Intensiva (UTI) a partir de uma técnica de necropsia minimamente 

invasiva, ou seja, uma minitoracotomia anterior esquerda com ressecção de 

segmento do lobo superior esquerdo. As peças mediam aproximadamente 3x3 

cm. Subsequentemente, estas peças foram acondicionadas em um frasco 

contendo formaldeído a 10% para posterior emblocagem em parafina, com a 

finalidade de se realizar colorações histológicas e ensaios de imunohistoquímica. 

Critérios de inclusão e exclusão foram definidos a fim de se possibilitar o 

estabelecimento do perfil dos pacientes que adoeceram e foram a óbito por 

COVID-19 (Figura 5).  

 

Figura 5. Fluxograma com critérios de inclusão e exclusão 

Desenvolvido pela autora, 2021. 
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Dados demográficos, comorbidades existentes, medicamentos de uso 

contínuo, bem como exames laboratoriais e de imagens foram anotados e 

avaliados. 

Também foram coletados dados clínicos e infecciosos durante o período 

de internamento em decorrência à infecção viral. O tempo de sobrevida foi 

definida como o período compreendido entre o internamento/diagnóstico e o 

óbito.  

 

3.2 Grupo H1N1 

A coleta de amostras foi realizada em acordo com Comitê de Ética em 

Pesquisa (CEP) da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, registro número 

2.550.445/2018 (Anexo 2). A metodologia foi realizada de acordo com as diretrizes 

e regulamentos relevantes. Os representantes legais dos pacientes assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).  

 

3.2.1 Amostras pulmonares do Grupo H1N1 

O Grupo H1N1 é composto por amostras de pulmões de pacientes cuja 

causa de morte foi a infecção respiratória aguda grave causada pelo influenza A, 

subtipo H1N1pdm09 (n = 10). Os pacientes foram testados por meio da técnica de 

RT-qPCR (técnica similar à do grupo COVID-19), sendo possível a tipagem 

positiva para H1N1pdm09.  

As amostras deste grupo foram obtidas a partir de uma técnica de 

necropsia minimamente invasiva, ou seja, uma minitoracotomia anterior esquerda 

com ressecção de segmento do lobo superior esquerdo. As peças mediam em 

torno de 3x3 cm. Estas peças foram acondicionadas em um frasco contendo 

formaldeído a 10% para posterior emblocagem em parafina. 

Os fragmentos de pulmões acondicionados em blocos de parafina são 

provenientes do banco de amostras teciduais parafinadas de necropsias do 

Hospital das Clínicas (HC) de Curitiba. 

Dados como gênero e idade dos pacientes foram obtidos por meio de uma 

pesquisa direta nos laudos de necropsias. O tempo de sobrevida foi definida como 

o período compreendido entre o internamento/diagnóstico e o óbito. 
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3.3 Grupo Controle 

A coleta de amostras foi realizada em acordo com o projeto aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Pontifícia Universidade Católica do 

Paraná, registro número 2.550.445 / 2018. A metodologia foi realizada de acordo 

com as diretrizes e regulamentos relevantes. Os representantes legais dos 

pacientes assinaram o consentimento do exame de necropsia com termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) para utilização de amostras em 

pesquisas científicas. 

 

3.3.1 Amostras pulmonares do Grupo Controle 

O grupo Controle (n = 11) é composto por amostras post mortem 

pulmonares provenientes de necropsias de pacientes que tiveram como causa de 

morte doença cardiovascular e neoplásica, não relacionados a lesões pulmonares.  

Os fragmentos de pulmões são provenientes do banco de amostras teciduais 

parafinadas de necropsias do Hospital das Clínicas (HC) de Curitiba. Estas peças 

foram acondicionadas em um frasco contendo formaldeído a 10% para posterior 

emblocagem em parafina. 

Dados como gênero e idade dos pacientes foram obtidos por meio de uma 

pesquisa direta nos laudos de necropsias. O tempo de sobrevida foi definida como 

o período compreendido entre o internamento/diagnóstico e o óbito. 

 

3.4 Análises Histológicas 

Os padrões anatomopatológicos encontrados nas amostras do presente 

estudo foram revisados em lâminas coradas em hematoxilina e eosina H&E (Harris 

Hematoxilina: NewProv, Cod. PA203, Paraná, BR; Eosina: BIOTEC Reagentes 

Analíticos, Cod. 4371, Paraná, BR).  

 

3.5 Técnica de Imunohistoquímica 

A técnica de imunohistoquímica foi utilizada com a finalidade de identificar 

a imunoexpressão de IL-4, IL-13, TGF-β e Sphingosine-1 (macrófagos M2) 

(Tabela 1).  
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Tabela 1. Dados dos anticorpos utilizados. 

Antibody Type Clone/Code Dilution Source Species Reactivity RRID 

Anti-Sphingosine-1 Polyclonal/Rabbit Ab71700 1:200 Abcam Human, Rat, Mouse1
 AB_1270891 

Anti-IL-4 Polyclonal/Rabbit PA5-25165 1:200 Thermo Fisher Human, mouse2
 AB_2542665 

Anti-IL-13 Polyclonal/Rabbit P130-E 1:600 ThermoFisher Human3
 AB_223471 

Anti-TGFβ Polyclonal/Rabbit E11262 1:200 Spring Human4
 -* 

1https://www.abcam.com/sphk1-antibody-ab71700.html,  

2https://www.thermofisher.com/antibody/product/PA5-25165.html?CID=AFLAGPA525165 

3https://www.thermofisher.com/antibody/product/P130E.html?CID=AFLAG-P130E 

4http://www.imtec.be/files/images/Spring%20Bio%20catalogus%20-%20imtec.pdf 

* Não há um RRID uma vez que o fabricante (Spring) foi vendido para a empresa Abcam. 

 

O ensaio de imunohistoquímica preconizou um protocolo de incubação dos 

anticorpos primários em câmara úmida, com temperatura entre 2 e 8º C, overnight. 

O polímero secundário (Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System, Spring 

Bioscience, Pleasanton, CA) foi aplicado no material testado por 25 minutos em 

temperatura ambiente. A revelação da técnica se deu com a adição do complexo 

2, 3, Diaminobenzidina + substrato peróxido de hidrogênio, por tempos suficientes 

para o desenvolvimento da cor castanha, seguida de contra-coloração com 

Hematoxilina de Harris. Os resultados foram confirmados pela reatividade de um 

controle positivo, onde uma amostra tecidual com imunoexpressão sabidamente 

positiva para o anticorpo foi alocada juntamente com as amostras testadas. 

 

3.6 Análises das citocinas IL-4, IL-13 e TGF- β 

As lâminas imunomarcadas com IL-4, IL-13 e TGF-β foram escaneadas 

com o auxílio do Scanner de lâminas Axio Scan.Z1 (Zeiss, Jena, Alemanha) e 

então submetidas a geração de dez campos de grande aumento (CGA = objetiva 

de 40X) pelo software ZEN Blue Edition (Zeiss, Jena, Alemanha). As análises foram 

realizadas de modo cego, sendo as imagens geradas, obtidas de regiões amostrais 

aleatórias, sem a interferência de um observador. A mensuração das áreas de 

imunoexpressão foi realizada com a assistência do software Image Pro-Plus 

versão 4.5 (Média Cybernetics, Rockville, MD).  

De cada CGA, foi realizada a mensuração das áreas de imunoexpressão, 

com o emprego de um método de segmentação semiautomatizada por cores, na 

qual as áreas imunopositivas dos biomarcadores em questão foram artificialmente 

https://www.abcam.com/sphk1-antibody-ab71700.html
https://www.abcam.com/sphk1-antibody-ab71700.html
https://www.thermofisher.com/antibody/product/PA5-25165.html?CID=AFLAGPA525165
https://www.thermofisher.com/antibody/product/PA5-25165.html?CID=AFLAGPA525165
https://www.thermofisher.com/antibody/product/P130E.html?CID=AFLAG-P130E
http://www.imtec.be/files/images/Spring%20Bio%20catalogus%20-%20imtec.pdf


28 
 

delimitadas e quantificadas (Figura 6). Posteriormente, o valor expresso em 

micrômetros quadrados (µm²) foi dividido pelo valor de sua respectiva área de 

tecido total e convertido em um valor percentual. Foram, então, calculados os 

valores de média aritmética dos dez CGA de cada paciente e os resultados obtidos 

foram planilhados no Excel para posterior análise estatística.  

 

Figura 6. Análise morfométrica 

Composição de imagens demonstrando os processos da segmentação semiautomatizada por 
cores. A: Imagem de uma lâmina imunomarcada com anti-IL-4 digitalizada. B: Imagem da área 
imunopositiva delimitada com o auxílio do Programa Image Pro Plus. C: Imagem cuja área total foi 
delimitada artificialmente, com o intuito da quantificação do seu valor. Imagens de Seigo 
Nagashima, 2021. 
 
 

3.7 Escore de Allred 

As lâminas imunomarcadas por Sphingosine-1 foram observadas em 

microscópio óptico BX50 (Olympus, Tóquio, Japão) e lidas em dez CGA onde os 

macrófagos M2 receberam um escore, por meio do método de pontuação 

conhecido como Escore de Allred. Este método avalia a proporção e a intensidade 

de positividade celular. A análise semiquantitativa foi obtida pela soma de dois 
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escores (proporção e intensidade de positividade), variando de 0 a 8. O escore da 

proporção foi subdividido de acordo com o percentual de imunoexpressão celular, 

em que pontuação celular poderia ser: pontuação 0: 0%; pontuação 1: <1%; 

pontuação 2: 1-10%; pontuação 3: 11-33%; pontuação 4: 34-66% e pontuação 5: 

> 66%. Já a intensidade da positividade foi avaliada em: negativa - pontuação 0; 

fraca - pontuação 1; moderada - pontuação 2 e forte - pontuação 3 (Figura 7). 

 

                        Figura 7. Escore de Allred

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema ilustrativo representando a metodologia adaptada para o Escore de Allred. A cor 
verde indica as células negativas para imunoexpressão de determinado anticorpo, enquanto 
as cores, amarela, cinza, cinza escuro e preto identificam células coradas em diferentes 
intensidades. A: pontuação proporcional; 0: ausência de expressão da proteína analisada; 1: 
1% das células com expressão positiva para a proteína analisada; 2: 1-10% das células com 
expressão positiva para a proteína analisada; 3: 11-33% das células com expressão positiva 
para a proteína analisada; 4: 24-66% das células com expressão positiva para a proteína 
analisada; 5: >66% das células com expressão positiva para a proteína analisada; B: 
proporção de intensidade; negativo: ausência de expressão da proteína; fraco: expressão 
fraca da proteína; moderado: expressão moderada da proteína; forte: expressão forte da 
proteína. Fonte: adaptado de Choudhury et al., 2010. 
 
 

3.8 Análise Estatística 

A comparação das variáveis quantitativas dos grupos foi realizada por meio 

do teste não paramétrico de Kruskal Wallis. Para avaliação de grupos dois a dois 

foi utilizado o teste u de Mann–Whitney. Para as variáveis demográficas foi 

utilizado o teste t de student. Valores de p <0,05 indicaram significância estatística 

nos testes mencionados acima. Os dados foram analisados com o auxílio do 

software IBM SPSS Statistics v.20.0. Armonk, NY: IBM Corp. 
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados e discussão do presente trabalho estão apresentados na 

revista Scientific Reports, indexada 2045-2322, Qualis A1, Scimago Q1, Fator de 

Impacto 3.998 (2019). O artigo se encontra disponível em:  

https://www.nature.com/articles/s41598-020-75659-5 

 

https://www.nature.com/articles/s41598-020-75659-5
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5.0 CONCLUSÃO 

 

No que diz respeito à caracterização demográfica das amostras estudadas, 

observa-se que, embora não haja significância estatística, indivíduos do sexo 

masculino foram mais acometidos pela COVID-19 e Influenza A (H1N1pdm09). A 

faixa etária do Grupo COVID-19 se demonstrou maior em relação aos demais 

grupos, sendo que a idade avançada é um fator de risco para as formas graves da 

COVID-19.  

No que se concerne à imunoexpressão da IL-4, tem-se que este 

biomarcador apresentou resultado significativamente maior no Grupo COVID-19 

em relação aos outros grupos testados, sendo aproximadamente 15 vezes maior 

em relação ao Grupo H1N1 e praticamente 3 vezes maior que no Grupo Controle. 

Não foi observada diferença estatística da IL-13 no Grupo COVID-19 

quando comparado ao Grupo Controle, porém notou-se que este biomarcador foi 

significativamente maior no Grupo H1N1 em relação ao Grupo COVID-19. 

A imunoexpressão tecidual de TGF-β não apresentou diferenças 

estatísticas ao se testar os três grupos.  

Ao se avaliar o escore dos macrófagos com fenótipo M2 (Sphingosine-1), 

verificou-se escores significativamente maiores no Grupo COVID-19 se 

comparados ao Grupo Controle. Além disso, o Grupo H1N1 apresentou escores 

significativamente maiores que o Grupo COVID-19. 

Os achados do presente estudo pressupõem que a via Th2 esteja ativada, 

uma vez que se denota um aumento da quantidade de macrófagos com fenótipo 

M2. Estas células são ativadas por intermédio de IL-4, a qual está amplamente 

estimulada no Grupo COVID-19.  

Embora a imunoexpressão de TGF-β não esteja significativamente 

aumentada, a existência de fibrose imatura em pacientes pertencentes ao Grupo 

COVID-19, com intensa proliferação de fibroblastos, prediz que este fator de 

crescimento esteja participando ativamente do processo de remodelamento 

tecidual. 
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6.0 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A pandemia de SARS-CoV-2 é única, tendo em vista algumas 

peculiaridades do vírus que vão desde a alta afinidade da proteína S com os 

receptores ECA-2, amplamente expressos nas células do corpo humano, à sua 

alta transmissibilidade e à susceptibilidade dos hospedeiros, além da intensidade 

excepcional da resposta imune frente à infecção. 

Nesse sentido, este estudo se concentrou em avaliar a resposta Th2 e as 

citocinas envolvidas nesta via, frente às infecções virais do trato respiratório 

causadas pelo SARS-CoV-2. 

Dada a urgência de entendimento da resposta imune frente a esse vírus e 

a complexidade em se obter amostras, o presente trabalho foi composto por 6 

amostras pulmonares post mortem de pacientes que foram a óbito por COVID-19, 

sendo esta caracterizada como a maior limitação deste estudo. 

Diferentemente dos pacientes acometidos por influenza (H1N1pdm09), esta 

doença parece ter uma resposta Th2 mais evidenciada, a qual é ineficiente no que 

diz respeito à promoção do clearence dos agentes virais. Desse modo, o 

entendimento da resposta imune exacerbada e ineficaz provocada por SARS-

CoV-2 merece esclarecimentos adicionais. 

Sendo assim, propõem-se, na continuidade deste projeto, avaliar 

biomarcadores envolvidos no processo de remodelamento tecidual e reposta Th2, 

em 24 amostras pulmonares post mortem de pacientes que foram a óbito por 

COVID-19. De uma forma abrangente, pretende-se estudar além dos marcadores 

biológicos já contidos nesta pesquisa, as seguintes proteínas: 

• α-SMA: microfilamento presente no citoplasma das células 

musculares lisas, sendo parte integrante do seu sistema contrátil. A α-SMA é 

amplamente expressa por miofibroblastos, células estas responsáveis pelas 

principais características da fibrose ativa. Sugere-se que a expressão da α-SMA 

esteja relacionada à inibição do Fator de Crescimento do Tecido Conectivo 

(CTGF), ao qual está associada com a reduzida translocação nuclear NF-kB (44). 

Miofibroblastos expressando α-SMA não só promovem a contração, mas também 

sintetizam níveis elevados de proteases degradantes da matriz extracelular (45). 

Estas manifestações estão relacionadas diretamente na indução e progressão da 

fibrose. 
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• Colágenos I e III: a intensa ativação e proliferação de 

fibroblastos leva à fibrose acentuada, que tem como ponto de partida a luz dos 

alvéolos e se processa com grande velocidade. Um pulmão com dano alveolar 

difuso na fase proliferativa é capaz de acumular, em poucos dias, tanto colágeno 

quanto o encontrado em uma fibrose intersticial crônica (25). O acúmulo de 

colágeno intersticial, principalmente dos tipos I, III e IV, é responsável pela 

destruição da arquitetura pulmonar e consequente falha na troca gasosa (46). 

• Metaloproteinase de Matriz - 9 (MMP-9): entre os 

mediadores excessivamente produzidos no processo de remodelamento tecidual, 

as metaloproteinases de matriz (MMPs) podem contribuir para modificar o 

microambiente pulmonar por diversos mecanismos. Essas enzimas podem não 

apenas degradar os componentes da matriz extracelular, mas também são 

capazes de liberar, clivar e ativar uma ampla gama de fatores de crescimento, 

citocinas, quimiocinas e receptores de superfície celular que afetam várias funções 

celulares, incluindo adesão, proliferação, diferenciação, recrutamento e apoptose. 

A expressão desregulada de MMPs pode ter um grande impacto nos mecanismos 

biopatológicos implicados no desenvolvimento da fibrose pulmonar (47). A MMP-

9 é uma gelatinase expressa por células epiteliais alveolares, neutrófilos, 

macrófagos, fibroblasto, capaz de ativar o TGF-β1, contribuindo com o aumento 

do pool de TGF-β ativo (48). 

• Ciclo-oxigenase 2 (COX-2): o epitélio alveolar injuriado não 

apenas promove sinais ativadores para células mesenquimais, como também 

deixam de exercer sua função supressora sobre a multiplicação de fibroblastos, 

via produção de prostaglandinas E2 (PGE2) e derivados da ciclo-oxigenase COX–

1 e principalmente COX-2, importante na produção dessa prostaglandina. Sugere-

se que, níveis reduzidos de PGE2 por injúria epitelial possam aumentar a 

proliferação, migração, contratibilidade e diferenciação dos fibroblastos para 

miofibroblastos, intensificando o processo fibrótico (49). Sugere-se que a COX-2 

possua uma ação anti-fibrótica, via elaboração de prostanóides, previamente 

conhecidos por sua capacidade de inibirem a produção de colágeno, bem como a 

proliferação de fibroblastos (50). 

• Caveolina 1 (Cav-1): proteína envolvida na regulação da 

sinalização de TGF-β, por meio de uma interação física com receptores de 

membrana TGF-β e participação da internalização desses receptores. Os 
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receptores de TGF-β internalizados sofrem degradação rápida, levando a uma 

redução efetiva da sinalização desse fator de crescimento. Estas interações 

demonstram a correlação negativa entre a expressão de Cav-1 e a atividade de 

TGF-β observada na fibrose pulmonar (51). A deficiência de caveolina-1 está 

associada com o desenvolvimento de lesões fibróticas no pulmão, enquanto a sua 

expressão determina alguma proteção contra fibrose (52). 

• CD44v6: é um receptor de adesão celular que é regulado 

positivamente após a lesão tecidual e que está implicada em muitas doenças 

inflamatórias crônicas. O CD44 é o principal receptor do ácido hialurônico ou 

hialuronan (HA). O HA apresenta funções que podem influenciar na morfologia 

das fibras de colágeno. Sua interação com proteínas da matriz extracelular e com 

receptores da superfície celular podem regular muitos aspectos do 

comportamento das células, que vão desde migração, adesão célula-célula e 

diferenciação celular. Em doenças fibrosantes pulmonares o HA pode aumentar a 

vida dos miofibroblastos e, por conseguinte perpetuar o contínuo depósito de fibras 

de colágeno na matriz extracelular (53). Estudos recentes, sugerem que o HA 

possa ser um potencial responsável por casos fatais da COVID-19, uma vez que 

a sua presença está associada à inflamação e a SDRA(54,55).  
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