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Impacto potencial desta pesquisa

Impacto Cientifico: A identificacdo de microRNAs diferencialmente expressos em
pacientes com COVID Longa contribui para o avango do conhecimento sobre 0s
mecanismos moleculares da doenca. O estudo abre caminhos para o
desenvolvimento de biomarcadores e possiveis alvos terapéuticos, frente a um campo
ainda pouco explorado pela ciéncia.

Impacto Social: Ao melhorar a compreensdo da COVID Longa, a pesquisa pode
contribuir para diagnosticos mais precisos e estratégias de tratamento mais eficazes,
promovendo melhor qualidade de vida aos pacientes afetados e reduzindo a
sobrecarga no sistema de saude.

Impacto Econdémico: A identificacdo de alvos moleculares pode orientar terapias mais
direcionadas, diminuindo custos com tratamentos prolongados e internacgdes, e
permitindo uma melhor alocacéo de recursos nos servi¢gos de saude publica.

Potential Impact of this Research

Scientific Impact: The identification of differentially expressed microRNAs in patients
with Long COVID contributes to advancing knowledge about the molecular mecha-
nisms of the disease. This study paves the way for the development of biomarkers and
potential therapeutic targets in a field that remains largely unexplored by science.

Social Impact: By improving the understanding of Long COVID, this research may sup-
port more accurate diagnoses and more effective treatment strategies, promoting bet-
ter quality of life for affected patients and reducing the burden on healthcare systems.

Economic Impact: The identification of molecular targets can help guide more targeted
therapies, reducing costs associated with prolonged treatments and hospitalizations,
and allowing for more efficient allocation of resources in public health services.
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RESUMO

A Covid Longa (CL) é caracterizada pela persisténcia de sintomas da doenca por mais
de 12 semanas apés a infeccdo pelo SARS-CoV-2, sem que outro diagnostico possa
ser atribuido. Esses sintomas podem ser multissistémicos, sendo os distarbios
neuroldgicos, hemodinamicos e respiratorios os mais comuns. A ativacao exacerbada
da resposta imune inata, mediada por citocinas, tem sido apontada como um dos
principais fatores envolvidos na patogénese da CL. Os microRNAs (miRNA)
desempenham um papel fundamental na regulacéo pos-transcricional da expressao
génica e podem influenciar diretamente a producdo dessas citocinas. Portanto, o
objetivo deste estudo foi identificar mMIRNAs com expressao diferencial em pacientes
com CL. Para isso, foram analisadas amostras de plasma de 20 individuos
previamente infectados pelo SARS-CoV-2, sendo 10 com sintomas persistentes (CL)
e 10 sem sintomas persistentes apoés a infec¢do (grupo controle, CO). A analise foi
realizada utilizando a tecnologia nCounter®. Os resultados revelaram um total de 40
microRNAs com expressao diferencial significativa, dos quais 36 estavam
superexpressos (p< 0,05; FC > 1,5) e 4 subexpressos (p< 0,05; FC < -1,5). Os miRNAs
alterados na CL sugerem uma influéncia relevante na regulacéo de diversos genes
envolvidos na persisténcia de sintomas e estio associados a processos inflamatorios
e imunolégicos, além de proliferagcdo e diferenciagdo celular, metabolismo e
regeneracdo tecidual. Dessa forma, nossos achados indicam que importantes
MiRNAs como os miR-31-5p, miR-4458 e miR-218-5p contribuem diretamente para a
fisiopatologia da CL, e podem direcionar estratégias mais eficazes de diagndéstico e
tratamento dessa doenca.

Palavras-Chave: MicroRNA, Covid Longa, nCounter.



ABSTRACT

Long Covid (LC) is characterized by the persistence of symptoms of the disease for
more than 12 weeks after infection with SARS-CoV-2, without any other diagnosis be-
ing assigned. These symptoms can be multisystemic, with neurological, hemodynamic
and respiratory disorders being the most common. Exacerbated activation of the innate
immune response, mediated by cytokines, has been identified as one of the main fac-
tors involved in the pathogenesis of CL. MicroRNAs (miRNA) play a fundamental role
in the post-transcriptional regulation of gene expression and can directly influence the
production of these cytokines. Therefore, the aim of this study was to identify miRNAs
with differential expressions in CL patients. To this end, plasma samples from 20 indi-
viduals previously infected with SARS-CoV-2 were analyzed, 10 with persistent symp-
toms (LC) and 10 without persistent symptoms after infection (control group, CO). The
analysis was carried out using nCounter® technology. The results revealed a total of
40 microRNAs with significant differential expressions, of which 36 were overex-
pressed (p< 0.05; FC > 1.5) and 4 overexpressed (p< 0.05; FC < -1.5). Altered miRNAs
in CL suggest a relevant influence on the regulation of several genes involved in the
persistence of symptoms and are associated with inflammatory and immunological
processes, as well as cell proliferation and differentiation, metabolism and tissue re-
generation. Thus, our findings indicate that important miRNAs such as miR-31-5p,
miR-4458 and miR-218-5p contribute directly to the pathophysiology of CL and may
direct more effective diagnostic and treatment strategies for this disease.

Keywords: MicroRNA, Long Covid, nCounter.
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CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA



Desde o final de 2019, o mundo enfrenta uma das maiores crises sanitarias
do século XXI: a pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2, o agente etioldgico da
COVID-19. Inicialmente descrita em Wuhan, na China, a COVID-19 rapidamente se
espalhou globalmente, resultando em milhdes de casos e 6bitos, além de um impacto
sem precedentes nos sistemas de salde e na economia mundial 2.

Clinicamente, a infeccdo pelo SARS-CoV-2 apresenta um espectro
bastante amplo de manifesta¢fes, variando de quadros assintométicos ou leves a
formas graves, com sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA), disfuncao
multissistémica e risco de morte 3. Embora a maioria dos pacientes se recupere da
fase aguda da infeccdo em poucas semanas, uma parcela consideravel continua a
apresentar sintomas persistentes por periodos prolongados, fendmeno que vem
sendo reconhecido como COVID Longa (CL) ou Sindrome P6s-COVID-19 4°.

A CLé caracterizada por um conjunto heterogéneo de sintomas que podem
se estender por semanas ou meses apos a resolucdo da infec¢cdo aguda. Fadiga,
dispneia, alteracdes cognitivas, distirbios do sono e sintomas neuropsiquiatricos
estdo entre as manifestacdes mais frequentemente relatadas 7. Além do impacto na
gualidade de vida dos individuos afetados, a CL representa um desafio crescente para
os sistemas de saude publica, dada a sua alta prevaléncia e o cursofrequentemente
incapacitante.

Do ponto de vista fisiopatoldogico, 0s mecanismos responsaveis pela
persisténcia dos sintomas na CL ainda ndo estdo completamente esclarecidos.
Diferentes hipoteses tém sido propostas, incluindo a presenca de reservatorios virais,
desregulacéo da resposta imunologica, autoimunidade, danos teciduais prolongados
e alteragGes neuroinflamatorias 7. No entanto, compreender esses processos ainda
€ um desafio, especialmente devido a complexidade da interacdo entre o virus e 0
hospedeiro.

Neste contexto, cresce o interesse por biomarcadores moleculares capazes
de fornecer informacbes sobre a fisiopatologia da CL, bem como auxiliar na
identificacdo precoce dos pacientes em risco e no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas. Entre os biomarcadores emergentes, os microRNAs
(miRNAs) tém se destacado como moléculas reguladoras chave em diferentes
processos bioldgicos, incluindo inflamacédo, resposta imune, reparo tecidual e
metabolismo 8°.

Os miRNAs sao pequenos RNAs nédo codificantes que atuam como
reguladores poOs-transcricionais da expressao génica, desempenhando papel central
na manutencdo da homeostase celular. Alteracbes em seus perfis de expressao ja
foram descritas em diversas condi¢cdes infecciosas e inflamatorias, incluindo a COVID-
19 na fase aguda?l®. Mais recentemente, estudos tém sugerido que alteraces
especificas em miRNAs podem também estar associadas aos mecanismos envolvidos
na CL, seja como moduladores da resposta imunoldgica persistente, seja como
potenciais biomarcadores de diagnéstico e prognéstico 2.

Diante deste cenario, a presente revisdo tem como objetivo abordar os
principais aspectos clinicos e fisiopatolégicos da CL, com énfase no papel dos
mMiRNAs na regulacdo das respostas bioldgicas associadas a infec¢cdo pelo SARS-
CoV-2 e as manifestacfes prolongadas da doenca.

e Aspectos gerais da Covid-19

A pandemia causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, iniciada em dezembro
de 2019 na cidade de Wuhan, na China, representa um dos maiores desafios de salde
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publica do século XXI. O virus pertence a familia Coronaviridae, género
Betacoronavirus, e apresenta uma homologia genética significativa com outros
coronavirus emergentes de importancia clinica, como o SARS-CoV e 0 MERS-CoV .

A transmissdo do SARS-CoV-2 ocorre predominantemente por meio de
goticulas respiratérias e aerossoéis, sendo possivel também a contaminacdo por
contato com superficies, embora esse Ultimo mecanismo pareca desempenhar um
papel menor na propagacao da infeccdo %12, Uma das caracteristicas que favorecem
a disseminacao global do virus é a sua capacidade de transmissdo mesmo em
individuos assintomaticos ou na fase pré-sintomatica da infeccéo 13,

Do ponto de vista estrutural, 0 SARS-CoV-2 € um virus envelopado de RNA
fita simples, com aproximadamente 30 kb de comprimento. Sua particula viral contém
quatro proteinas estruturais principais: spike (S), envelope (E), membrana (M) e
nucleocapsideo (N) 4. A proteina spike desempenha um papel central no processo
de infeccdo, mediando a entrada do virus nas células hospedeiras por meio da
interagcdo com o receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), com
posterior ativacdo por proteases celulares como a TMPRSS214.15,

A interacao do virus com o hospedeiro desencadeia uma série de respostas
imunolégicas complexas. Inicialmente, a infecgdo ativa a resposta imune inata, com
producdo de interferons e citocinas pré-inflamatérias!®. Em casos mais graves,
observa-se uma resposta imune desregulada, com aumento excessivo de citocinas
inflamatorias, fenbmeno conhecido como “"tempestade de citocinas”, que esta
fortemente associado ao agravamento clinico e a maior taxa de mortalidade 7.

Clinicamente, a COVID-19 apresenta um amplo espectro de
manifestacdes, que vao desde infeccbes assintomaticas até quadros criticos com
risco de morte. Os sintomas mais comuns incluem febre, tosse seca, fadiga, mialgia,
cefaleia, e perda de olfato e paladar®. Em casos mais graves, pode haver
desenvolvimento de pneumonia viral, sindrome do desconforto respiratorio agudo
(SDRA), coagulopatia e faléncia de multiplos érgéos?*’18,

Além das manifestacdes respiratorias, a COVID-19 é reconhecida como
uma condicéo sistémica, capaz de afetar multiplos érgéos e sistemas®. Complicacées
cardiovasculares, renais, gastrointestinais e neuroldgicas tém sido amplamente
relatadas, reforcando o conceito de que a doenca €, em esséncia, uma condicao de
base inflamatéria sisttmica com marcante envolvimento endotelial e imunolégico?®.

O diagnéstico laboratorial da COVID-19 baseia-se principalmente na
deteccdo do RNA viral por meio da técnica de RT-PCR em amostras do trato
respiratério superior e, além disso, testes de antigeno e soroldgicos tém sido utilizados
como ferramentas complementares, especialmente em contextos de vigilancia
epidemioldgica 2.

Apesar dos avancos obtidos no diagndstico e manejo da COVID-19, a
doenca representou um grande desafio para a saude publica global. O surgimento de
multiplas variantes do SARS-CoV-2, associadas a maior transmissibilidade e
alteracdes na resposta imune do hospedeiro, dificultou os esfor¢cos de controle da
pandemia e evidenciou a importancia da vigilancia epidemiolégica continua e do
aprofundamento no estudo dos mecanismos moleculares da infeccdo???. Além disso,
as consequéncias a longo prazo da infeccao, especialmente o desenvolvimento da
sindrome pd6s-COVID-19, suscitaram novas questdes cientificas e clinicas,
demandando investigacbes detalhadas sobre o0s processos fisiopatologicos
envolvidos®.

e COVID Longa (CL)
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Apos a fase aguda da infec¢édo pelo SARS-CoV-2, tornou-se evidente que
uma parcela significativa dos individuos infectados continuava a apresentar sintomas
persistentes por semanas ou até meses. Inicialmente descrita de forma empirica por
pacientes que relatavam dificuldades prolongadas apés a infeccdo, essa condigcéo
recebeu popularmente o nome de CL 23, Posteriormente, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e outras entidades cientificas estabeleceram definicées clinicas mais
precisas, consolidando o termo sindrome pés-COVID-19%4,

De acordo com a definicdo proposta pela OMS em 2021, a CL é
caracterizada por sintomas que surgem durante ou apos a infec¢do aguda por SARS-
CoV-2, com duragdo minima de dois meses e inicio geralmente dentro de trés meses
apos o quadro inicial. Esses sintomas nédo podem ser explicados por outro diagnéstico
alternativo®*. Essa definicdo foi construida a partir de consenso internacional e tem
sido amplamente utilizada em estudos clinicos e epidemiolégicos.

Estudos de prevaléncia indicam que a CL representa um problema de
saude publica de grandes propor¢cbes. Uma metanalise desenvolvida em 2022 por
Chen et al. (2022), envolvendo 142 estudos e mais de 440.000 individuos em
diferentes paises, estimou uma prevaléncia global de aproximadamente 36%
(intervalo de confianca de 95%: 33—40%), com variacOes geograficas significativas.
As taxas observadas foram de 35% na Asia, 39% na Europa, 30% na América do
Norte e até 51% na Ameérica do Sul. Além disso, os estudos demonstraram aumento
da prevaléncia com o tempo de seguimento, atingindo até 47% dos casos ap0s um a
dois anos de acompanhamento?®.

No Brasil, os dados disponiveis apontam para uma prevaléncia elevada da
condicdo. Em um estudo conduzido no Rio Grande do Sul, a coorte PAMPA avaliou
1.001 participantes e identificou que 77% dos individuos que tiveram COVID-19
apresentaram sintomas persistentes compativeis com CL, sendo os principais fatores
de risco a auséncia de vacinacao, sexo feminino e presenca de comorbidades pré-
existentes?>2%, Uma pesquisa populacional realizada no municipio do Rio de Janeiro
demonstrou que 91% dos participantes relataram pelo menos um sintoma persistente
apos a infeccdo, com 71% referindo sintomas frequentes, embora apenas 39%
tivessem recebido diagndéstico formal de CL por profissionais de salde 2/. Além disso,
um levantamento conduzido pela Estudo da Escola Nacional de Saude Publica
(ENSP/Fiocruz), realizado em parceria com a Escola de Saude Publica de Harvard
(Harvard T. H. Chan School of Public Health) e a Escola de Economia e Ciéncias
Politicas de Londres (London School of Economics and Political Science), revelou
elevado indice de CL autorreferida na cidade do Rio de Janeiro entre novembro de
2022 e abril de 2024. Esse levantamento apontou que cerca de 71,3% dos
participantes afirmaram ter apresentado pelo menos um sintoma frequente de CL, com
impacto significativo sobre a qualidade de vida e a capacidade laboral. Os cinco
sintomas pés-Covid mais comuns foram: fadiga, mal-estar pés-esfor¢co (piora ou
surgimento de sintomas entre 24 e 72 horas ap0s esforco fisico ou cognitivo), dor nas
articulacdes, alteracdes no sono e comprometimento cognitivo. Ainda como sintomas
de alta prevaléncia (desenvolvidos em mais de 25% dos entrevistados), foram
relatadas dorméncia, ansiedade e depressdo?.

Clinicamente, a CL é reconhecida como uma sindrome multissistémica,
com manifestagfes que afetam diferentes 6rgdos e sistemas. Os sintomas mais
prevalentes incluem fadiga intensa, dispneia, dor toracica, alteracdes cognitivas —
frequentemente descritas como “névoa cerebral” — distarbios do sono, ansiedade,
depressdo, palpitacGes e mialgias #°. Disfuncdes autondmicas, como a sindrome de
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taquicardia postural ortostatica (POTS), também tém sido relatadas, especialmente
em pacientes mais jovens %°.

O diagnostico da CL ainda representa um desafio clinico, dada a auséncia
de biomarcadores especificos. Até o0 momento, o0 diagndstico permanece
essencialmente clinico, fundamentado na exclusdo de outras condicdes e na
confirmacéo de histérico de infeccéo prévia por SARS-CoV-2 .

Do ponto de vista de saude publica, as repercussdes da CL sé&o
significativas. Além do impacto individual na qualidade de vida, observa-se um
aumento substancial na demanda por servicos de saude, incluindo atendimentos
ambulatoriais, reabilitacdo fisica e psicolégica, além de afastamentos laborais
prolongados, com consequéncias socioecondmicas relevantes 72

Embora avancos tenham sido feitos na caracterizagdo clinica da CL, os
mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes ainda nao estdo completamente elucidados.
Evidéncias recentes sugerem o envolvimento de multiplos fatores, incluindo
persisténcia viral, ativacdo imunoldgica crénica, disfungdo endotelial, autoimunidade
e alteracdes neuroinflamatorias, os quais seréo discutidos detalhadamente.

e Patogénese

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da CL ainda ndo estédo
completamente definidos, mas diversas hipoteses tém sido propostas com base em
evidéncias clinicas e experimentais. Acredita-se que a condicéo resulte da interacéo
de multiplos processos biologicos, refletindo a sua natureza multissistémica.

Uma das principais justificativas envolve a lesao direta das células dos
orgaos que expressam o receptor ACE2, pela entrada do SARS-CoV-2 nesses tecidos
durante a fase aguda da infeccédo. O virus, ao se ligar ao ACE2 e ser ativado por
proteases como a TMPRSS2, causa dano citotoxico, o que pode resultar em
alteracOes estruturais e funcionais prolongadas 3. Além disso, a persisténcia de
reservatorios virais e de antigenos do SARS-CoV-2, mesmo apos a resolucao clinica
da infeccdo, tem sido sugerida como um dos principais fatores na manutencao da
inflamacéo crénica em multiplos tecidos 32734,

Outro mecanismo importante € a ativacdo prolongada do sistema
imunoldgico, que pode desencadear respostas autoimunes por meio de mimetismo
molecular, levando a producdo de autoanticorpos com reatividade cruzada contra
antigenos do préprio hospedeiro 3133, Diversos estudos ja descreveram a presenca
de autoanticorpos contra componentes do sistema imune, interferons e fosfolipidios
em pacientes com CL 323536 Além disso, a resolucédo retardada da inflamacéo pode
alterar o ambiente homeostéatico dos 6rgaos afetados, aumentando o ndmero de
células pro-inflamatorias e alterando os perfis de citocinas e de vias imunometabdlicas
32,37

No sistema respiratdrio, a inflamacéo crénica no epitélio alveolar induz a
producéo sustentada de citocinas inflamatorias e espécies reativas de oxigénio (ROS),
esse dano continuo a integridade celular leva a ativacao de fibroblastos e ao acumulo
de fibronectina, promovendo depésito de colageno e, consequentemente, alteracdes
fibréticas 323839, Essas mudancas estruturais podem explicar os sintomas
respiratérios prolongados observados em muitos pacientes.

A ativacao prolongada do sistema complemento, frequentemente
observada, pode afetar diretamente as vias de coagulagéo, favorecendo um estado

de hipercoagulabilidade e aumentando a predisposicdo a fendmenos trombaoticos
32,38,39

14



No sistema cardiovascular, a elevada expressao de ACE2 nos
cardiomidcitos torna o tecido cardiaco um alvo para a infec¢do direta. A inflamacgéo
cronica pode levar a miosite, morte celular, remodelamento fibrético e reducdo da
adesdo celular, predispondo a arritmias e coagulopatias 323, Além disso, a disfuncéo
endotelial microvascular pode causar a formacédo de microtrombos, prejudicando a
perfusédo tecidual e agravando as manifestagdes clinicas 324°, A inflamacéo do sistema
nervoso autbnomo também tem sido descrita, podendo evoluir para condicbes como
a Sindrome de Taquicardia Postural Ortostatica (PoTS) 32:39:40,

No sistema nervoso central (SNC), a neuroinflamacéo sustentada
representa um dos mecanismos centrais na fisiopatologia da CL. A ativagao crbénica
das células gliais, incluindo astrécitos e micréglias, pode promover alteracdes
neurodegenerativas, além de prejudicar o funcionamento sindptico e a homeostase
do microambiente cerebral 41#?, Essa ativacdo esta frequentemente associada ao
aumento sustentado de citocinas proé-inflamatérias como IL-6, TNF-a e IL-1B3, que
podem atravessar a barreira hematoencefalica, perpetuando a inflamacéo local 4344,

A disfuncdo do SNC em resposta a esse ambiente inflamatoério é apontada
como responsavel pelas manifestacdes neuropsiquiatricas frequentemente descritas
na CL, como fadiga cronica, disturbios do sono, ageusia, anosmia, além de transtornos
de humor e transtorno de estresse pés-traumatico (TEPT) 4442,

Além disso, 0 SARS-CoV-2 tem capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, seja por infeccéo direta de células endoteliais ou por mecanismos
mediados por inflamacéo sistémica, levando a aumento da permeabilidade da barreira
e facilitando o influxo de células imunes e mediadores inflamatérios para o0 SNC 3242,
Essa condicéo contribui para a exacerbacéo do processo inflamatério no parénquima
cerebral, elevando o risco de acidente vascular encefalico (AVE), disfuncao
autonémica e déficits cognitivos a longo prazo %41,

Outros orgaos e sistemas também podem ser afetados. No tecido renal, a
ativacao cronica do sistema complemento pode levar a glomeruloesclerose segmentar
focal e a involugdo glomerular, resultando em disfuncdo renal 26323°, Estudos em
bidpsias de pacientes com COVID-19 mostraram depoésito de complexo de ataque de
membrana (C5b 9) em capilares peritubulares, arteriolas e tdbulos renais,
evidenciando ativacao significativa das vias classica, lectina e alternativa do
complemento 4° .

No pancreas, evidéncias tém mostrado que o SARS-CoV-2 infecta
diretamente células exdcrinas e endocrinas (como B-células), levando a alteracdes
estruturais, acumulo de substancias inflamatérias e disfungao das células 3, o que
pode resultar em pancreatite aguda e disturbios glicémicos, incluindo diabetes de
inicio recente 3239, Esses achados sdo apoiados por estudos em autdpsias e modelos
experimentais que demonstram colocalizacdo de marcadores virais nas células
pancreaticas, bem como reducédo na secrec¢édo de insulina 4647,

O trato gastrointestinal, por expressar altos niveis de ACE2 nos enterdcitos,
também é afetado, com relatos de alteracbes na microbiota intestinal (disbiose) e
evidéncias de gue o trato intestinal pode atuar como um reservatoério viral em casos
prolongados 32:37:39:48,

Além desses mecanismos, estudos recentes destacam o papel da
disfungdo mitocondrial, com reducdo da capacidade oxidativa e alteracdo no
metabolismo energético, o que pode contribuir para sintomas como fadiga intensa e
intolerancia ao exercicio fisico 490, Alteracdes no eixo neuroimune e a reativacédo de
virus latentes, como o Epstein-Barr Virus (EBV), também tém sido associadas a
COVID Longa, agravando as manifestacées clinicas em diversos pacientes 42°1,
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Por fim, é importante destacar que o ACE2, principal receptor de entrada
do SARS-CoV-2, tem papel fundamental na regulacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, o que pode contribuir para distlrbios cardiovasculares e
metabdlicos prolongados. Da mesma forma, a presenca de TMPRSS2 nas células 3
do pancreas pode justificar as alteragfes metabdlicas observadas, incluindo disturbios
glicémicos e resisténcia a insulina em pacientes pés-COVID-19 32:39.52,

Diante da complexidade dos processos fisiopatolégicos envolvidos na
COVID Longa, identificar biomarcadores que possam refletir com precisdo o0s
mecanismos moleculares subjacentes tornou-se uma prioridade na pesquisa
biomédica. Nesse cenario, os microRNAs (miRNAs) emergem como elementos-
chave, por sua capacidade de regular a expressao génica de forma pés-transcricional,
modulando uma ampla variedade de processos bioldgicos, incluindo resposta imune,
inflamacé&o, metabolismo celular e remodelamento tecidual 53,

e MicroRNA na COVID-19

Os miRNAs sao pequenas moléculas de RNA né&o codificante, de
aproximadamente 22 nucleotideos, que atuam no silenciamento génico, com efeitos
bem estabelecidos em diversas doencas, incluindo infeccbes virais, distlrbios
autoimunes, cancer e doencas cardiovasculares 25455, Recentemente, eles tém
ganhado destaque como biomarcadores nao invasivos, devido a sua estabilidade no
plasma e em outros fluidos corporais, bem como pela facilidade de deteccdo por
métodos moleculares sensiveis, como 0 RT-qPCR 5354,

No contexto da COVID-19, diversos estudos tém explorado a expressao
diferencial de miRNAs durante a fase aguda da infeccdo e em sua fase pds-aguda,
com foco na associacao desses perfis com a gravidade clinica, inflamacéo persistente
e a manutencdo de sintomas prolongados 53°¢. Em especial, dados preliminares
indicam que a COVID Longa esta associada a alteracdes significativas nos niveis
circulantes de miRNAs envolvidos na regulacdo da resposta imune, processos
inflamatérios e metabolismo energético 1. Assim, o estudo dos miRNAs oferece uma
oportunidade promissora para melhor compreenséao da fisiopatologia da COVID Longa
e para o desenvolvimento de estratégias diagnosticas e terapéuticas inovadoras °°3°6,

A geracdo de miRNAs é um processo complexo que se inicia no nucleo e
termina no citoplasma celular, a biogénese dos miRNAs se inicia com a transcri¢cao
do DNA mediada por RNA polimerase Il ou RNA polimerase lll, que geram os
chamados miRNA primario (pri-miRNA), 0os quais possuem estrutura em formato de
grampo e uma haste com pares de base que formam um RNA de fita dupla (double-
stranded RNA region -dsRNA), os pri-miRNAs formados séo processados ainda no
nucleo pela acdo de uma enzima da familia das RNAses Ill chamada Drosha e pela
proteina Pasha ou DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 8) que leva a
formacdo do miRNA precursor (pré-miRNA), uma molécula menor 5%, O pré-
microRNA é exportado até o citoplasma através de uma proteina chamada exportina-
5 e pela RanGTP, e logo apds é processada pela enzima Dicer, que leva a geragao
de um miRNA de fita dupla, essa pequena molécula é quem determina em qual RNA-
alvo o miRNA ir4 atuar, que é acoplada a um complexo proteico conhecido como
complexo de silenciamento induzido por RNA (RNA induced silencing complex- RISC),
onde tera sua dupla fita separada dando origem aos miRNAs maduros capazes de se
ligarem ao mRNA por complementaridade, resultando no silenciamento ou delecdo da
sequéncia especifica de nucleotideos, o que acarreta em sinteses proteicas reduzidas
e menos estaveis >>°7:58 A maior parte dos miRNAs do hospedeiro é produzida pela
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via can0nica, que inclui a transcricdo mediada pela RNA polimerase Il ou lll e o
processamento endonucleolitico para sua maturacdo, mas alguns miRNAs podem ser
gerados por vias ndo candnicas, sendo transcritos a partir de introns curtos *°.

A concentracdo de miRNAs circulantes no plasma é modulada por multiplos
processos celulares e extracelulares, esses pequenos RNAs podem ser liberados de
forma passiva, por ruptura celular devido a morte celular, necrose ou apoptose, que
séo induzidas por inflamacéao, lesdo tecidual ou degeneracéo neuronal (como perda
de sinapses e neuritas) %91, Por outro lado, existe um mecanismo de secrecao ativo,
no qual miRNAs séo intencionalmente empacotados em vesiculas extracelulares —
incluindo exossomos (30-100 nm), microvesiculas (100-1000 nm) e corpos
apoptoticos — ou associados aos complexos de proteinas como Ago2 ou
lipoproteinas (HDL/LDL) 6162,

Desde o inicio da pandemia, diversos estudos investigaram como a
infeccéo pelo SARS-CoV-2 altera os perfis de expressdo de microRNAs (miRNAS) em
diferentes tecidos e fluidos biol6gicos. Esses pequenos RNAs nao codificantes
desempenham papéis cruciais na regulacéo de genes envolvidos na resposta imune,
inflamacédo e replicacdo viral®®. Alteracdes na expressdo de miRNAs tém sido
consistentemente observadas em amostras de pacientes infectados, sugerindo que o
virus pode modular a maquinaria epigenética do hospedeiro como estratégia de
escape imune ou manipulacdo metabdlica 2.

Estudos demonstram que a gravidade da COVID-19 esta associada a perfis
distintos de expressdo de miRNAs. Em pacientes com formas leves ou
assintomaticas, observa-se uma expressao aumentada de miRNAs com func¢des anti-
inflamatorias e reguladoras, como o0 miR-21-5p e o miR-29a-3p, que podem contribuir
para uma resposta imune mais controlada 4%, Em contraste, pacientes com formas
graves da doenca apresentam uma reducdo global na expressdo de mMiRNAs
circulantes, além de desregulacdo de miRNAs pro-inflamatorios, como o miR-155-5p,
e imunossupressores, como 0 miR-146a-5p, frequentemente associados a
intensificacdo da resposta inflamatéria, lesdo endotelial e progressao para sindrome
respiratéria aguda grave %87, Tais achados reforcam a hipétese de que os miRNAs
atuam como moduladores centrais no curso clinico da infec¢cdo por SARS-CoV-2, com
potencial para uso como biomarcadores de gravidade e prognostico.

Vesiculas extracelulares (EVs) derivadas do soro, plasma ou plaquetas de
pacientes com COVID-19 carregam microRNAs (miRNAs) que modulam processos
inflamatorios criticos. No soro, EVs de pacientes com COVID-19 apresentavam altos
niveis de oito mMiRNAs, dos quais 0 miR-20b-5p se destacou por induzir a formacgéo
de Neutrophil Extracellular Traps (NETs) em neutréfilos, sugerindo papel direto na
imunotrombose %. Em amostras de plasma de pacientes graves (n =36), 50 miRNAs
foram diferencialmente expressos em EVs; entre eles, hsa-miR-1469 e hsa-miR-6124
mostraram capacidade progndéstica, com AUC de 0,938 para mortalidade °. EVs
originarias de plaquetas ativadas pelo SARS-CoV-2 continham miR-21 e let-7b,
capazes de ativar receptores TLR7/8 em neutrofilos, promovendo producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-8, TNF-a)
e amplificando a formacéo de NETs °. Além disso, EVs de pacientes com pneumonia
ou SDRA induziram na célula-alvo expressao de mediadores inflamatérios via IL-6,
TLR4, NLRP3, e também exibiram proteinas como tissue factor, correlacionadas a
gravidade . Esses dados sugerem que EV-miRNAs desempenham papel central na
modulacdo da resposta inflamatéria e trombotica na COVID-19, constituindo
biomarcadores de progndstico e potenciais alvos terapéuticos.

17



A fonte da amostra e o tempo de coleta também influenciam os resultados.
MiRNAs detectados precocemente na infeccdo podem refletir respostas iniciais
antivirais, enquanto perfis mais tardios indicam processos de resolugdo ou danos
secundarios. Isso refor¢a a importancia de considerar o contexto clinico e temporal na
interpretacédo dos dados®.

Diversos estudos apontam que miRNAs endbégenos podem regular a
expressdo dos receptores essenciais para a entrada do SARS-CoV-2: ACE2 e
TMPRSS272. O miR-200c-3p, altamente expresso em células epiteliais pulmonares,
demonstra uma correlacdo negativa robusta com ACE2: atua ligando-se diretamente
a regido 3-UTR do mRNA de ACEZ2, inibindo sua traducé@o e diminuindo os niveis
dessa proteina em células renais, cardiacas e pulmonares "273. Esse mecanismo é
observado tanto em modelos animais quanto em humanos, e esta associado com
aumento de lesdes pulmonares por mecanismos mediados pelo sistema renina
angiotensina 47>, No contexto da COVID 19, o aumento de miR 200c 3p é
positivamente correlacionado com formas mais graves da doencga ’6. J4 em celulas
endoteliais humanas, o miR-98-5p foi validado como regulador funcional de
TMPRSS2, reduzindo a expressdo deste gene nos endotélios pulmonar e de veia
umbilical 77. Esses controles pés-transcricionais sugerem que o perfil individual de
mMiRNAs pode influenciar a disponibilidade desses receptores e, consequentemente,
a susceptibilidade a infeccéo por SARS-CoV-2.

Pacientes com comorbidades como diabetes, obesidade e hipertensao
apresentam perfis alterados de microRNAs que podem agravar a resposta inflamatéria
na COVID-19. A reducdo de miR-146a, observada nestas condicdes, €
particularmente significativa, pois essa molécula atua como reguladora negativa da
via NF-kB e da resposta a Toll-like receptors, atuando como um freio natural a
inflamacédo, a deficiéncia de miR-146a pode favorecer tempestades de citocinas e
fibrose, explicando a maior gravidade da doenca em pessoas com essas
comorbidades’®. Além disso, em pacientes com doencga cardiovascular aterosclerética
associada a COVID-19, notou-se a reducdo de miR-146a concomitante ao aumento
de miR-27a, que regula o metabolismo lipidico e esta correlacionado com niveis de
glicose, sugerindo um cruzamento entre inflamacao, metabolismo e doenca vascular
°, Em individuos com diabetes que evoluiram para formas graves de COVID-19, foi
observado aumento de miR-34a-5p, associado a apoptose em cardiomidcitos sob
estresse hiperglicémico, sugerindo sua utilidade como biomarcador prognéstico .
Essas evidéncias mostram que os mIRNAs nado apenas refletem o status de
comorbidades, mas podem também mediar mecanismos patogénicos que elevam o
risco de evolucdo grave na COVID 19, sendo potenciais alvos para intervencdes
terapéuticas especificas.

Durante a infeccdo por SARS-CoV-2, além de modular a expressao de
mMiRNAs do hospedeiro, o virus pode produzir seus proprios microRNAs virais
(vmiRNAs) que atuam como reguladores ativos no organismo humano 8. Um dos
mais bem caracterizados € o CoV2-miR-O7a, derivado do gene ORF7a, que é
processado independentemente de Drosha e incorporado ao complexo RISC via
proteina AGO282. Esse VmiRNA silencia genes humanos importantes, como BATF2,
envolvido na ativacdo da resposta imune inata, e HSPG2, ligado a inflamacéo e a
integridade dos tecidos, facilitando a evaséao imunoldgica e desorganizando a resposta
inflamatdria tipica da COVID-19 grave 8182,

Outro VmiRNA identificado no estudo de Zhao et al. 2023 é o CvmiR-2,
derivado de sequéncias variantes do SARS-CoV-2 (como Delta e Omicron), que
também demonstrou acdo funcional em células humanas e foi encontrado em
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amostras de pacientes. Esse miRNA tem como alvos genes ligados a imunidade, a
resisténcia a fadiga e a disfuncdo neuroldgica, e seus niveis estdo associados a
gravidade da doenca .

Além disso, o genoma viral funciona como um “miRNA sponge”,
sequestrando miRNAs do hospedeiro, como miR-146a/b, miR-21-3p, miR-30c-5p e
miR-374a-3p, que normalmente regulam a inflamagéo e a resposta antiviral 84. Esse
sequestro impede que os miRNAs exercam sua funcéo regulatoria, contribuindo para
a amplificacédo da tempestade de citocinas e facilitando a replicagéo viral 8485,

Portanto, os VmiRNAs do SARS-CoV-2 operam por dois mecanismos
principais: silenciamento direto de genes humanos envolvidos na resposta antiviral e
neutralizacdo dos miRNAs do hospedeiro, prejudicando sua acéo protetora. Esses
mecanismos favorecem a evasao do sistema imune, aumentam a permissividade a
replicacéo viral e contribuem para a inflamacao exacerbada e complicagbes graves
da COVID-19 8184,

Diante da ampla variedade de funcdes desempenhadas pelos miRNAs
durante a infeccdo aguda por SARS-CoV-2, incluindo regulacédo da entrada viral,
modulacdo da resposta imune e potencial terapéutico, torna-se evidente que esses
pequenos RNAs nédo codificantes ocupam um papel central na fisiopatologia da
COVID-19. A identificacdo de miRNAs diferencialmente expressos em amostras de
pacientes reforcam seu valor como biomarcadores e alvos de intervencgéao clinica. No
entanto, mesmo apds a fase aguda da infeccdo, muitos individuos continuam a
apresentar manifestacdes clinicas persistentes, a COVID longa. Neste contexto, os
mMiRNAs emergem novamente como elementos relevantes, atuando possivelmente na
sustentacdo da inflamacdo cronica, disfuncdo imune e alteracdes metabolicas
observadas nesses pacientes.

e MicroRNAs na COVID Longa

Pesquisas recentes identificaram perfis especificos de miRNAs circulantes
em pacientes com CL, diferenciando-os de individuos completamente recuperados ou
nunca infectados. Um estudo em plasma de pacientes com sintomas reumatologicos
persistentes detectou reducéo significativa nos niveis de miR-200c-3p, miR-766-3p e
miR-142-3p em comparacdo com controles recuperados e saudaveis 8. Essas
moléculas estdo envolvidas em vias relacionadas a resposta imune, e sua queda
sugere inflamacéo persistente mesmo meses apods a infeccéo 6.

Além disso, em estudo longitudinal feito por Garcia-Hidalgo et al. 2025 com
119 sobreviventes de COVID grave, 84 % apresentaram DLCO (capacidade de
difusdo pulmonar) abaixo do normal em 94 dias apds a alta, e 54 % ainda exibiam
alteracao ap6s um ano. Nesse contexto, os miRNAs miR-9-5p e miR-486-5p foram
associados de forma independente a disfun¢éo pulmonar persistente, atuando em vias
de inflamacgéo, angiogénese e senescéncia celular &’.

Esses dados revelam que os miRNAs diferenciais na CL ndo sdo apenas
remanescentes da fase aguda, mas possivelmente atuam ativamente na patologia
cronica, refletindo inflamacdo sustentada e comprometimento funcional. Isso
estabelece bases para seu uso como biomarcadores pelas caracteristicas fenotipicas,
por exemplo, distinguir pacientes com sintomas respiratérios de longa duracéo
daqueles sem alteragdes pulmonares.

Estudos recentes tém demonstrado que a CL esta associada a expressao
diferencial de diversos microRNAs (miRNAs), os quais regulam vias de inflamagéao
cronica, fibrose pulmonar e remodelamento tecidual. Em pacientes que sobreviveram
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a COVID-19 grave, miR-9-5p e miR-486-5p foram identificados em niveis elevados
até um ano apos a alta hospitalar, correlacionando-se com reducéo da capacidade de
difuséo pulmonar (DLCO < 80%) e afetando vias ligadas a angiogénese, senescéncia
celular e inflamacédo persistente 8. Esses mesmos MiRNAs, juntamente com
miR-222-3p, compuseram uma assinatura preditiva de comprometimento respiratério
prolongado em modelos de machine learning aplicados a sobreviventes de COVID-19
com sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) .

Além disso, um estudo de analise exossdmica identificou a reducdo de
miR-17-5p, miR-146a-5p e miR-223-3p em pacientes com sequelas pulmonares
radiol6gicas apds SDRA por SARS-CoV-2, sugerindo falha na resolucao inflamatéria
e ativacdo persistente do inflamassomo NLRP3 8°. Complementando esses achados,
uma revisao sistematica demonstrou ampla sobreposicéao entre miRNAs desregulados
em COVID longa e na fibrose pulmonar idiopética, destacando o aumento de miRNAs
pré-fibroticos (miR-21-5p, miR-145-5p, miR-199a-5p) e a reducdo de mMiIRNAs
antifibréticos (miR-17-5p, miR-92a-3p, miR-486-5p) como potenciais contribuintes
para a persisténcia de alteracdes pulmonares estruturais .

Uma revisdo sistematica dedicada a CL explorou a expressdao de 18
MiRNAs em pacientes com sintomas neurolégicos crénicos, incluindo dor neuropatica,
fadiga e cefaleia, que persistiram por pelo menos seis meses apos a infec¢ao. Entre
0s mMiRNAs mais alterados destacam-se miR-21-5p, miR-29a/b/c-3p, miR-92a/b-3p,
mMiR-126-3p, mMiR-150-5p, mIiR-155-5p, miR-200a/c-3p, miR-320a/b/c/d/e-3p e
miR-451a, todos associados a ativacdo prolongada da via inflamatoria IL-6/STAT3 e
ao aumento da permeabilidade da barreira sangue-nervo, mecanismos que podem
ser responsaveis pela manutencdo dos sintomas neurologégicos na CL 2,

Um estudo recente focado em exossomos de pacientes com COVID-19
encontrou que niveis reduzidos de miR-145 e miR-885 correlacionam-se com
elevacdo de D-dimero, danos endoteliais, apoptose endotelial e angiogénese
prejudicada, mecanismos envolvidos na formacéo de tromboembolias®. Os autores
ressaltam a relevancia dessas alteracdes para a CL, sugerindo que tais miRNAs
exossdmicos podem contribuir para os disturbios circulatorios e coagulacéo crbénica
caracteristicos dos pacientes pds-agudos.

Ao longo desta revisdo, foram abordados os principais achados
relacionados aos microRNAs na infec¢cdo por SARS-CoV-2, desde a fase aguda da
COVID-19 até as manifestacbes persistentes da CL. Evidéncias acumuladas
demonstram que diversos miRNAs estdo diferencialmente expressos durante a
resposta imune inicial a infeccdo, modulando processos como inflamacao, apoptose,
angiogénese e remodelamento tecidual.

No entanto, quando se trata da CL, embora algumas assinaturas
especificas de miRNAs ja tenham sido identificadas, o numero de estudos ainda é
limitado. A maior parte do conhecimento disponivel deriva de analises realizadas
durante a fase aguda da doenca, o que dificulta a distincdo entre alteracdes residuais
e mecanismos ativos da condi¢do pos-aguda.

Nesse contexto, torna-se evidente a necessidade de ampliar as
investigacfes voltadas exclusivamente a CL, com especial atencdo ao papel dos
mMiRNAs circulantes e exossomais na perpetuacdo dos sintomas inflamatorios,
neuroldgicos e respiratorios. A caracterizagdo detalhada desses perfis podera nédo
apenas contribuir para o entendimento dos mecanismos moleculares subjacentes a
CL, mas também viabilizar o desenvolvimento de biomarcadores especificos e
potenciais alvos terapéuticos. Diante da heterogeneidade clinica e da carga social da
sindrome p6s-COVID, é urgente fomentar estudos longitudinais e funcionais que
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integrem a analise de miRNAs ao contexto clinico dos pacientes, fortalecendo a base
cientifica necesséria para enfrentar os desafios impostos por essa nova condi¢édo de
saude publica.
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