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RESUMO: No século XXI, o mundo foi atingido pelo virus influenza A HiNi, e poucos anos
apds, uma nova cepa viral se desenvolveu, SARS-CoV-2, que ficou conhecida como o virus da
COVID-19. O virus é sistémico, atingindo varios érgios durante a infec¢do, dentre eles os rins.
Dentre os componentes endoteliais que atuam na coordenacdo celular, a Conexina-43 foi
escolhida como objeto de estudo do projeto. Objetivos: O objetivo foi estudar a expressio
tecidual da Conexina-43 em amostras de pacientes que vieram a ébito por COVID-19 e
comparar sua expressio com um grupo controle. Materiais e métodos: Os primeiros foram
obtidos por meio de biépsia post-mortem nos quais a infec¢do por COVID-19 foi confirmada. 18
amostras foram coletadas e comparadas com o grupo controle, composto por 22 amostras. As
amostras foram analisadas por software, o qual gerou milhares de imagens por meio de cortes
aleatérios. Destas, foram selecionadas 20 imagens de cada amostra, de forma aleatéria. Apés
obter tais imagens, foi utilizado outro software (Image-Pro Plus versdo 4.5) para quantificar a
expressio da Conexina-43 em cada corte, e essa expressido foi comparada com o grupo controle.
Resultados: Os resultados obtidos foram de 37,200 para as amostras controle e 21,3% para as
amostras do grupo COVID. Dessa forma, houve uma reducio de 15,9% na expressio entre
grupo controle e COVID. Conclus3o: A expressio de Conexina-43 em pacientes que vieram a
6bito por COVID 19, embora tivesse elevada em amostras de trato respiratério em outros
estudos, encontrou-se diminuida no sistema renal. Isso pode ser explicado pelo ambiente criado
pelo virus. Por ser um ambiente permeado pela hipéxia e inflamagio, os rins sofreram necrose
e a expressio de Conexina-43 naturalmente diminuiu. Apesar de n3o seguir a expressio
encontrada no sistema respiratério, o resultado auxilia na compreensio da lesio renal causada
pelo SARS-CoV-2, possibilitando elaboracdo de novos estudos na 4rea para possiveis alvos
terapéuticos.
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INTRODUCAO

Em 2009 0 mundo vivenciou uma pandemia de virus influenza A HiN1 (Herendeen et
al., 2000; Brehmer et al., 2011). Em pouco tempo, o virus espalhou-se, levando centenas de
pessoas a ébito (CDC, 2019). Dez anos depois, surge em Wuhan na China uma nova cepa de
virus denominada SARS-CoV-2 causadora da doenca COVID-19, com taxa de mortalidade
média atual 10 vezes mais letal que o HIN1(OMS) (Li Q at al., 2020; WHO,2020). O virus causa
pneumonia lobar progressiva assim como o HilN1, entretanto, apresenta-se com manifestagdes
extrapulmonares, como: disttrbios de coagulacio, trombose venosa profunda, lesGes cardiacas
e renais, lesdes endoteliais e resposta inflamatéria sistémica (Oudit et al., 2009; Varga et al.,
2020; Wang et al.,2020).A secregio de citocinas inicia o processo inflamatério frente a infecgdes,
dentre elas as virais. A cascata inflamatéria depende, entre outros, de ativagio e resposta
endotelial, j4 que essas células participam intimamente da sinalizagdo e recrutamento de células
do sistema imune (Schnyder-Candrian S. et al.,2006). Embora o sistema respiratério seja o mais
afetado pelo virus, marcadores de lesdo endotelial se encontram em niveis elevados durante o
curso da doenga, resultando de processos de inflamagdo sistémica (Ma et al., 2022; Qian et al.,
2021a).

As jungdes intercelulares tém importante fun¢io de comunicagio e barreira nos tecidos
fazendo parte entio da coordenacio do funcionamento celular, sobretudo nas células
endoteliais (Beyer & Berthoud, 2018). Dentre as proteinas que exercem esta funcio, a
Conexina-43 parece desenvolver um importante papel. As jun¢des intercelulares, em condigdes
normais, participam da troca de metabdlitos e também de resposta imunolédgica, além de
exercer fun¢io de barreira celular tecidual. Neste contexto, a infecg¢do viral pelo SARS-CoV-2
sabidamente atinge as células endoteliais, e esse processo pode promover quebra desta barreira
por intervencdo na atividade das proteinas participantes das juncdes intercelulares. Evidenciou-
se que durante processos inflamatérios e infecciosos, conexinas sio translocadas para a
membrana celular como forma de resposta imune, indicando sua atuacio e possivel alvo para
novos medicamentos (Chanson et al., 2005). Durante situagdes de inflamacio, ocorre sua
fosforilacdo, a qual acaba por danificar processos de sinalizacdo e comunicagio intercelular,
prejudicando assim a homeostase do organismo (Zhang; Wang; Chen, 2023). Estudos recentes
demonstram que em pacientes com doenga renal crénica, uma doenca inflamatéria, podem
apresentar uma expressio descontrolada de conexina-43 em células epiteliais tubulares renais e

também em novos focos de lesdo inflamatéria (Hillis et al., 1997). Dessa forma, a func¢io da
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conexina-43 passou a ser alvo de estudo em casos de doenca renal, sendo encontrada diversas
relacdes da proteina e sua fisiopatologia renal (Prakoura, Kavvadas, Chadjichristos, 2018; Price
et al., 2020).

Como dito anteriormente, o COVID-19 é uma doenca acompanhada por inflamacées
sistémicas, sendo assim, a forma com a qual o virus ataca o sistema renal é de suma importincia
para buscar uma forma de aliviar os sintomas da doenga (Bell et al., 2024). Cerca de 40% dos
pacientes infectados pelo virus, desenvolvem lesGes renais agudas, as quais tem sua
fisiopatologia cerceada por inflamagdes, e pode-se também destacar os impactos negativos para
portadores de doenga renal crénica que foram infectados pelo SARS-CoV -2, sobretudo na piora
da qualidade e longevidade de vida (KLOM]JIT et al., 2023). Além disso, é necessério destacar
que intimeras injarias renais foram encontradas por meio de bidpsias renais de pacientes com
COVID-19, embora com dados que contemplam apenas até novembro de 2020, a tabela abaixo
indica os dados de autépsia renal dos principais artigos publicados até a data em questio (Figura
abaixo) (SHARMA et al., 2021).

Figura 1 - Dados renais de pacientes que vieram a ébito por covid

Summary of autopsy studies associated with COVID-19 and the kidney

Author Bradley efal. Golmaief el [8] Hanley Remmelinker Santoriello  Suefal [13] Puelles e/ al.

(ref #) 7 etal.  al. [18] etal [11] [16]
[23]

Country USA USA UK Belgium USA China Germany

n 14 12 9 17 42 26 27

Age, 73.5(675-  75.0(575-77.2) 730 72.0 (62.0- T1.5(380- 69.0(390- NA

median 71.2) (52.0- 770 97.0) 8.07)

(IQR), 79.0)

years

AKIL % 429 100.0 NA 823 94.0 346 NA

CKD, % 571 8.3 10.0 NA 28.6 10.0 44.0

DM, % 357 333 20.0 529 420 15.0 NA

FSGS, % 7.1 NA 0.0 NA 3.0 117 NA

ATI/ATN, 786 100.0 1000 NA 62.0 100.0 NA

%

AS, % 78.6 833 83.3 NA 85.0 69.2 NA

Endothelial NA 0 16.7 0 14.0 115 NA

injury, %

Positive 2/4 THC 0/12 IHC NA 10/17 virus 0/10 ISH 3/6 IF Unclear

Entender a interagdo entre o virus e a atividade das proteinas que compde estas jungdes pode contribuir para a
compreensio do mecanismo utilizado pelo virus para a quebra da barreira endotelial e consequente alcance
sistémico da infec¢io (Raghavan S. et al., 2021).
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METODOS

3.1 APROVACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa humana da Pontificia
Universidade Catélica do Parana sob parecer n? 4.108.267.

As familias permitiram a bidpsia post-mortem dos casos do grupo de estudo com
infeccdo confirmada por COVID-19 e assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

3.2 AMOSTRAS

As amostras do grupo controle compreendem pegas cirtrgicas de pacientes que foram
submetidos a procedimento cirtrgico no Hospital do Rim, na cidade de Sdo Paulo. Todos os
procedimentos foram autorizados pelos pacientes mediante assinatura de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O grupo de estudo foi denominado “grupo COVID” (n=18). Os dados clinicos

e demais informacdes pertinentes ao internamento foram obtidas dos prontuirios
médicos durante a internacdo na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital Marcelino
Champagnat em Curitiba, Brasil. O teste para COVID-19 foi realizado em esfregacos
nasofaringeos coletados durante a internagio na UTI e a Reagdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (RT-qPCR) realizada para confirmagio da infeccdo pelo SARS-CoV-2. A biépsia
renal pés-morte minimamente invasiva foi realizada por meio de puncio percutinea em
flancos, com auxilio de agulha com dimens3o aproximada de 14cm x 15 cm.

O grupo “Controle” (n = 22) foi constituido por amostras de pacientes pareadas em
comorbidades e idade, em propor¢io de 11 a 2:1, obtidas por meio de pecas cirirgicas de
pacientes submetidos a transplante renal no Hospital do Rim, localizado na cidade de Sio
Paulo, estas amostras datam de procedimentos realizados pelo menos um ano antes do inicio
da pandemia. Os resultados da avaliagio histopatolégica e imunohistoquimica foram
comparados ao grupo COVID. O padrio para confec¢io de ldminas, tanto para a técnica de
hematoxilina e eosina, quanto para imunomarcagio e criacdo de imagens para cegamento dos

pesquisadores e posterior anélise, foi o mesmo aplicado no grupo de estudo.
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3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os seguintes critérios foram definidos para inclusio de pacientes no estudo como
“grupo COVID”:

- Ser considerado maior de idade pela legislagdo (idade maior ou igual a 18 anos)

- Admissio hospitalar por quadro clinico compativel com COVID-19: febre, dispneia
(Sa02<92%) e/ou tosse

- Testes imunolégicos ou moleculares confirmando a infec¢io pelo COVID-19 com ou
sem coinfecgdes.

Foram excluidos do estudo pacientes que, apesar de apresentarem todos os itens

descritos acima demonstraram exames negativos (PCR, sorologias) para COVID-19.

3.3 ENSAIOS HIMUNOHISTOQUIMICOS

As amostras foram fixadas em formalina e embebidas em parafina (FFPE) e coradas
com hematoxilina e eosina — H&E (Harris Hematoxilina: NewProv, Cod. PA203, Pinhais,
BR; Eosina: BIOTEC Reagentes Analiticos, Cod. Pinhais, BR). A técnica de
imunohistoquimica foi utilizada para analisar a expressio tecidual de Conexina-43 (anticorpo
policlonal de coelho; Ab235282; Abcam; Human, Rat, dilui¢do 1: 400) foi usado como o anticorpo
primario.

A validacio do anticorpo e a diluicdo étima foram realizadas de acordo com as
instrugdes do fabricante, utilizando o controle positivo recomendado, nestes casos, amostras
humanas. O polimero secundirio foi Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System, Cat #
SPD-125, Spring Bioscience, CA, EUA. O resultado é confirmado pela positividade do controle
positivo, amostra sabidamente positiva para um anticorpo especifico alocado junto com as
amostras do paciente. As ldiminas imunocoradas foram escaneadas (Axion Scan.Z1 Scanner,
Zeiss AG, Oberkochen, Alemanha) e, em seguida, o software ZEN Blue Edition (Zeiss,
Alemanha) foi usado para gerar aleatoriamente dez campos de alta poténcia por caso (HPF =
objetiva de 40x). A anilise foi cega, uma vez que as imagens foram geradas aleatoriamente pelo
software, sem interferéncia do investigador. A anilise da imunomarcagio das imagens foi
realiazada pelo software Image-Pro Plus versio 4.5 (Média Cybernetics, Rockville, MD). Os

valores obtidos do software foram submetidos a analise estatistica.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos por frequéncias e percentuais. As comparagdes foram
realizadas por meio de Teste T de Student para varidveis continuas e Qui-quadrado para
varidveis nominais. Todas as anélises foram processadas no software STATA 14.0, com o nivel

de significincia adotado de 5%.

RESULTADOS

Os dados demogréificos tais como género, idade e comorbidades preexistentes, obtidos

dos prontudrios, foram analisados e demonstrados na tabela a seguir:

Tabela 1 - Dados demograficos e comorbidades dos pacientes de estudo.

Dado Varidvel Controle COVID
Género Masculino 50% (n=09) 62,5% (n = 10)
Feminino 50% (n=09) 37,5% (n = 08)
Idade (anos) média/mediana 51,4 / 56,5 74,5/ 78
Min-Méx 30-72 59-86
Comorbidades Diabetes Mellitus 389 (n = 07) 27% (n = o05)
Hipertensio arterial sistémica 44% (n = 08) 66% (n = 12)

Fonte - autor

Na anilise imunohistoquimica das amostras, observou-se uma redugio na expressio de
conexina-43 quando comparadas ao grupo de controle. Abaixo, demonstra-se a tabela dos dados

obtidos:

Tabela 2 - Descritivo estatistico da expressdo de Conexina-43

DESCRITIVO GRUPO % CONEXINA-43
N grupo Controle 22
grupo COVID 18
MEDIA grupo Controle 37.2
grupo COVID 21.3
DESVIO PADRAO grupo Controle 1.8
grupo COVID 9.72

Fonte - autor
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O grupo controle, composto por 22 amostras, teve uma expressio de conexina-43 média
de 37,200. Enquanto o grupo de pacientes com COVID, composto por 18 amostras, teve uma
expressio de conexina-43 média de 21,3 %. O desvio padrio encontrado para ambos os grupos
foi préximo, 11,80 para o controle e 9,729% para o grupo de estudo. Dessa forma, a diferenca
média de expressio do marcador entre os dois grupos foi de 15,9 %.

Abaixo segue gréfico representativo da expressdo e desvio padrio dos grupos:

Figura 2 - Expressdo tecidual de Conexina-43; exemplos de cortes histolégicos de grupo controle e grupo COVID.

EXPRESSAO TECIDUAL

@< 0,001

7o CONEXINA-43
w .
(=)

213

Grupo Controle Grupo Covid

Legenda: Gréfico representativo do resultado estatistico obtido por teste T de Student com valor de p considerando
significincia estatistica <0,05. A- Reagdo imunoshistoquimica com anticorpo anti-Conexina-43 em amostra do
grupo controle. B- Reacdo imunoshistoquimica com anticorpo anti-Conexina-43 em amostra do grupo Covid.
Imagem obtida utilizando o scanner de 14minas da Zeiss AxioScan em objetiva com aumento de 40x.

DISCUSSAO

Diante do cendrio gerado pelo virus SARS-CoV-2, que provocou uma catistrofe
sanitiria sem precedentes na civilizagio do século XXI, a busca por conhecimento sobre o virus

tornou-se essencial. Isso visa identificar fragilidades e potenciais alvos terapéuticos. Nesse
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contexto, estudar proteinas envolvidas no processo inflamatdrio surgiu como uma opgio
promissora, com a conexina-43 sendo o foco principal deste estudo. (Li Q_at al., 2020;
WHO,2020).

Durante processos inflamatérios, o que se observa é um aumento da expressio de
conexina-43 na 4rea afetada. A expressdo de conexina-43 é estimulada por HIF1, o fator
induzivel por hipéxia. As conexinas sio proteinas componentes das juncdes celulares
comunicantes célula-célula e dentre outros tecidos, é ricamente expressa nos rins. Ela estd
envolvida na condugio vascular, sinalizacio por cilcio e em mecanismos regulatérios.
(HANNER et al., 2010). De maneira geral, a Conexina-43 também aparece altamente expressa
em células endoteliais neoformadas por angiogénese. (BRISSET; ISAKSON; KW AK, 2009).

J4 é bem estabelecida a evolugio de hipéxia em ambientes inflamados principalmente
por conta da lesdo celular e ativagio endotelial, e para tanto esperava-se um aumento da
expressio de conexina-43 no ambiente renal, a semelhanca do que foi observado no ambiente
pulmonar nas amostras destes pacientes que evoluiram para ébito por COVID-1g.
(CHANSON et al., 2005)

Estudos em pacientes com doenga renal crénica, uma doenga inflamatéria promotora de
isquemia de longo prazo, também demonstraram aumento na expressio de conexina-43,
provavelmente induzida por hipéxia. (TURNER et al., 2004).Dessa forma, esperava-se que no
ambiente renal a conexina-43 também apresentasse superexpressio tecidual, j4 que tal aumento
foi observado nas amostras pulmonares. Entretanto, a imunoexpressio tecidual desta proteina
nas amostras do presente estudo se mostrou 15,9% maior no grupo controle em relacdo ao grupo
experimento.

Tendo em vista as amostras pulmonares dos pacientes deste estudo, com aumento
significativo na imunoexpressdo tecidual de conexina-43 e a visivel angiogénese evidenciada
neste ambiente, publicada anteriormente pelo grupo de pesquisa, acreditava-se que este padrio
se repetiria no ambiente renal.

Esta diminuicdo pode estar relacionada as consequéncias renais descritas da Covid-1g.
Um estudo de 2020 sugeriu que a necrose tubular aguda (NTA) isquémica é a principal causa
de lesio renal aguda (LRA) na COVID-19, correspondendo a 669 dos casos ocorrendo
principalmente como resultado da hipotensio e de uma prolongada deple¢io de volume.
(MOHAMED et al., 2020). O virus causador da doenca Covid-19, o SARS-CoV-2, usa a

proteina transmembrana ECA-2 para invadir o ambiente intracelular, e as células renais
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parecem apresentar uma alta expressio desta proteina, fazendo delas potenciais hospedeiras do
virus e provavelmente contribuindo para a inflamacio local, hipéxia e por fim a necrose
tubular. (PAN et al., 2020).

O resultado encontrado foi oposto ao esperado tendo em vista todas as condicdes citadas
acima. Todavia, a necrose tubular aguda promovida pela infec¢io pelo SARS-CoV-2 pode ser
uma hipétese, j4 que a morte celular intensa do ambiente tubular renal impediria a expressdo
tecidual desta proteina. Além disso, o grupo controle ndo é composto por tecido renal saudével,
e sim de pacientes com comorbidades associadas a piora do quadro de infec¢do da Covid-19 e
foram pareados com o grupo de estudo. Isto também pode estar relacionado a este resultado, ja
que a comorbidade pode gerar hipéxia mais leve, sem evolucdo para necrose tubular e, portanto,

nio gerando morte celular, possibilitando a resposta de angiogénese.

CONCLUSAO

As infecgdes virais do trato respiratério compreendem uma das principais causas de
morbi-mortalidade no mundo. O SARS-CoV-2 se mostrou um virus que produz infecgio
sistémica, além do trato respiratério, tendo potencial para evoluir com dano em outros tecidos
além do pulmonar. Os prejuizos no sistema nefrourinédrio foram sentidos nos pacientes que
evoluiram com doenca grave. Conhecendo a expressiva angiogénese pulmonar na infec¢io da
Covid-19, acreditava-se num perfil semelhante no tecido renal.

O presente estudo concentrou-se na resposta celular & hipéxia gerada pelo ambiente
inflamatério, caracterizada pela expressdo tecidual aumentada de Conexina-43. No entanto
observamos uma diminui¢io desta expressio em comparagio com o grupo controle. Este dado
poderia ser explicado pela lesdo intensa gerada por hipéxia expressiva evoluindo com necrose
tubular e, portanto, diminuindo a expressio de Conexina-43. Além disso, é necessério
considerar que o grupo controle naturalmente poderia ter expressdo aumentada desta proteina,
j4 que se trata de pacientes com enfermidades consideradas comorbidades na infecgdo por
Covid-19.

Esse resultado, embora diferente do esperado, possibilita a compreensdo da lesio renal
causada pela infec¢do grave pelo SARS-CoV-2 com desfecho ébito, auxiliando na compreensio
da fisiopatologia desta doenca além de garantir campo para a elaboragio de novos estudos e

possiveis alvos terapéuticos.
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