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2022
RESUMO

A doenca do coronavirus 2019 (COVID-19), causada pelo virus SARS-CoV-2,
alcancou o status de pandemia em 2020, transformando-se em um grande problema de
saude mundial. A COVID-19 apresenta um grande espectro de manifestacdes, podendo
cursar desde formas assintomaticas até formas graves como sindrome do desconforto
respiratério agudo, tempestade de citocinas e 0bito. Dadas a magnitude, a mortalidade
e a morbidade atingidas nos ultimos dois anos pela COVID-19, este estudo teve o
objetivo de identificar em pacientes com COVID-19 biomarcadores que estabelecam
relacdo com a gravidade da doenca na admissdo hospitalar. Dentre estes
biomarcadores estdo citocinas inflamatérias, transaminases hepaticas e metabdlitos
analisados pela metabolémica. A presente pesquisa trata-se de um estudo transversal
unicéntrico, realizado no HU-UFSCar (Hospital Universitario da Universidade Federal de
Sao Carlos). Informacdes clinicas, etarias, sociodemogréaficas, dados de comorbidades
e de gravidade de pacientes adultos internados com COVID-19 foram analisados.
Amostras de sangue foram coletadas até 12h apds admissdo hospitalar. Foram
realizadas andlises bioguimicas gerais, citometria de fluxo (para citocinas inflamatérias
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a) e metabolémica por ressonancia nuclear
magnética para diversos metabalitos, dentre eles a fenilalanina. Apds analise estatistica
nossos resultados demonstraram que: 1) idosos com COVID-19 apresentam niveis mais
elevados de IL-6 e IL-10 em comparacado ao grupo de adultos, estando essa diferenca
associada a gravidade da doenca e, no grupo de idosos, a indices maiores de
comorbidades. 2) As transaminases hepéticas sdo marcadores de gravidade da COVID-
19, estando a IL-2 associada as elevacdes limitrofes das transaminases, enquanto a IL-
10 associada as elevacdes moderadas a graves. 3) Fenilalanina é marcador de
gravidade para COVID-19 independente das citocinas inflamatorias. Dessa forma, foi
possivel estabelecer biomarcadores associados a gravidade de pacientes adultos com
COVID-19 e assim, contribuir na andlise da gravidade dos quadros de COVID-19 e
auxiliar nas decisdes de conducdo dos casos pelas equipes de salde em ambiente
hospitalar.
Palavras-chave: COVID-19, biomarcadores, citocinas inflamatérias, metabolémica,

transaminases, fenilalanina, gravidade, tempestade de citocinas.



Luporini, Rafael Luis. “BIOMARKERS OF COVID-19 SEVERITY.” 2022.
Dissertation (Postgraduate Program in Biotechnology) — UFSCar, Sao Carlos, 2022.

ABSTRACT

Coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by the SARS-CoV-2 virus,
reached pandemic status in 2020, becoming a major global health problem. COVID-19
has a wide spectrum of manifestations, ranging from asymptomatic forms to severe
forms such as acute respiratory distress syndrome, cytokine storm and death. Given the
magnitude, mortality and morbidity affected in the last two years by COVID-19, this study
aimed to identify biomarkers in patients with COVID-19 that establish a relationship with
the severity of the disease at hospital admission. Among these biomarkers are
inflammatory cytokines, hepatic transaminases and metabolites analyzed by
metabolomics. The present research is a unicentric cross-sectional study, conducted at
the HU-UFSCar. Clinical, age, sociodemographic, comorbidity and severity data from
adult patients hospitalized with COVID-19 were analyzed. Blood samples were collected
up to 12 hours after hospital admission. General biochemical analysis, flow cytometry
(for inflammatory cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y and TNF-a) and metabolomics
by magnetic nuclear resonance were performed for several metabolites, including
phenylalanine. After statistical analysis, our results showed that: 1) elderly people with
COVID-19 have higher levels of IL-6 and IL-10 compared to the adult group, this
difference being associated with the severity of the disease and, in the elderly group, the
higher rates of comorbidities. 2) Liver transaminases are markers of COVID-19 severity,
with IL-2 associated with borderline transaminase elevations, while IL-10 associated with
moderate to severe elevations. 3) Phenylalanine is a severity marker for COVID-19
independent of inflammatory cytokines. In this way, it was possible to establish
biomarkers associated with the severity of adult patients with COVID-19 and, thus, to
contribute to the analysis of the severity of COVID-19 cases and to assist in the decisions
on how to manage cases by health teams in a hospital environment.
Keywords: COVID-19, biomarkers, inflammatory cytokines, metabolomics,

transaminases, phenylalanine, severity, cytokine storm.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1- A COVID-19

Em marco de 2020, a doenca causada pelo novo coronavirus 2 da
sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV-2), a doenca denominada
coronavirus 2019 (COVID-19) alcancou o status de pandemia, transformando-a
em um grande problema de saude mundial. (Miller et al., 2020; Sohrabi et al.,
2020)

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode ser assintomatica ou pode estar
associada a doenca COVID-19, podendo apresentar uma grande variedade de
sintomas respiratorios [tosse seca, dispneia, pneumonia, edema pulmonar, lesao
pulmonar aguda (LPA), sindrome do desconforto respiratorio aguda (SDRA)] e
sistémicos (febre) (Guan et al., 2020), evoluindo eventualmente para quadros
mais graves com faléncia multipla de 6rgaos (FMO), podendo evoluir a 6bito.
(Figura 1) (D’Amico et al., 2020) Sintomas menos comuns sao: cefaleia,
hemoptise, e sintomas gastrointestinais, como nausea, vomito, diarreia, dor
abdominal e hiporexia. (D’Amico et al., 2020; Mao et al., 2020)

Figura 1 - Espectro clinico (A) e imunolégico (B) da COVID-19

A Exposicdo ao
SARS-CoV-2
Sem -
[ infecgao ] [ Infecgdo ]
I

=

(Garcia, 2020)

Fonte: Adaptado de Garcia, 2020
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Dependendo da cepa ou do status vacinal, até 20% dos pacientes com
COVID-19 desenvolvem uma doenca hipoxémica inflamatéria grave que se
assemelha a uma tempestade de citocinas caracterizada pelo aumento de
citocinas pro-inflamatérias como Interleucina-1 (IL-1), IL-6 e fator de necrose
tumoral- alfa (TNF-a). (Blanco-Melo et al., 2020)

1.2 - A COVID-19 e o sistema gastrointestinal
Os sintomas gastrointestinais ocorrem em mais de 15% dos infectados e
sao atribuidos a invasédo de enterécitos mediada pelos receptores da enzima

conversora de angiotensina-2 (ECA-2). (Guan et al., 2020; Xiao et al., 2020)

Sintomas gastrointestinais podem ser a manifestacdo Unica da COVID-
19. (Monkemdller et al.,, 2020) A taxa média de diarreia apresentada em
pacientes com COVID-19 é de 10,4%, sendo maior em pacientes mais graves.
Também foi evidenciado que paciente com sintomas gastrointestinais foram
mais propensos a evoluir com SDRA e necessitar de ventilacdo mecanica.
(D’Amico et al., 2020) A ocorréncia de sintomas digestivos foi de 15%, sendo
nauseas e vomitos 7%, diarreia 9% e dor abdominal 3%. (Mao et al., 2020)

Apesar de ndo compreendido de forma adequada, o acometimento do
figado com elevagéo de suas enzimas tem sido descrito em 14 a 53% dos casos
de COVID-19. (Jothimani et al., 2020; Kullar et al., 2020; Y. Li & Xiao, 2020;
Portincasa et al., 2020; Tian & Ye, 2020) Alguns mecanismos possiveis sao
descritos, entre eles: inflama¢do mediada pelo sistema imune; efeito citotoxico
direto devido a replicacdo viral nos hepatdcitos; lesédo hepatica induzida pelas
medicacdes utilizadas para o tratamento da COVID-19 (exemplos: remdesivir,
tocilizumab, cloroquina) e reativacdo de doencas hepaticas previamente
existentes. (Ali, 2020; Marjot et al., 2021)

Diversos estudos demonstram que as anormalidades na bioquimica
hepatica sdo mais frequentes em casos graves de COVID-19 quando
comparados a casos leves e moderados. (Mao et al.,, 2020; Yip et al., 2021)
Também se demonstrou que anormalidades nas enzimas hepéaticas estédo

associadas ao pior prognostico e maior mortalidade. (Ali & Hossain, 2020; Ding
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et al., 2021; Jothimani et al., 2020; Magro et al., 2020; Tian & Ye, 2020; Wu et
al., 2020, 2021; Xiao et al., 2020; Zhong et al., 2020)

1.3 - A COVID-19 e os marcadores de gravidade

Como ja descrito, a COVID-19 apresenta um grande espectro de
manifestagdes clinicas, desde assintomaticas e leves sintomas de resfriado, até
sintomas de pneumonia grave com SDRA e morte. (Ramos-Casals et al., 2021)
Os graus variados de gravidade refletem diferentes achados clinicos e
laboratoriais, além de diferentes respostas a terapias e evolugdes clinicas.
(Siddigi & Mehra, 2020) A revisdo sistematica de lzcovich e
colaboradores(lzcovich et al., 2020) aponta perto de 50 marcadores em 207
estudos que podem prover informacdes progndsticas valorosas sobre a
gravidade e/ou mortalidade da doenca. Esses marcadores ndo séo especificos

para COVID-19 e demonstram similaridades em relacdo a outras condicoes.

Recentemente, poucos estudos tém mostrado a existéncia de metabdlitos
clinicamente significantes que possam interferir na gravidade e prognoéstico da
COVID-19. (Y. Chen et al., 2020; Shi et al., 2021; Song et al., 2020) Estudos
metabolémicos podem prover um retrato do estado fisiopatolégico do organismo
em resposta a doencgas e tratamentos. (Johnson et al., 2016) A metabolémica
tem se tornado uma ferramenta Util para detectar biomarcadores metabdlicos
com objetivo diagnadstico, terapéutico e prognostico. Metabolbmica é o estudo de
todos os metabdlitos produzidos por uma célula sob um dado conjunto de
condicdes, incluindo suas concentracdes e funcdes. (Donald Voet, Judith G. Voet
& Pratt, 2014) Alguns painéis metabol6micos e lipiddmicos tém sido identificados
em soro e plasma com objetivo de distinguir as varia¢des clinicas na COVID-19
e avaliar sua gravidade. (Zheng et al., 2021). Uma das formas de realizar a
analise metaboléomica é utilizando a espectroscopia de ressonancia nuclear
magnética (RNM). A RNM caracteriza as moléculas utilizando o principio da
absorcao e da ressonancia de radiacao de certos atomos quando colocados em
campo magnético. Trata-se de técnica ndo destrutiva e independe de técnicas
de separacao analitica, com amostras de execucdao relativamente rapida, facil e
de baixo custo. (Jacob et al., 2019)
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1.4 - A COVID-19, inflamacao e interleucinas inflamatorias

Elevacdo em algumas citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias tém sido
detectadas em pacientes com COVID-19, dentre elas: IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, IL-
17, ligante de quimiocina 2, TNF-q, fator estimulador de col6nias de granuldcitos,
proteina 10 induzivel por Interferon-Gama (IFN- y), proteina-1 quimioatraente de
monadcitos e proteina inflamatdria de macréfagos. A concentracdo dessas
citocinas e quimiocinas varia de acordo com algumas condi¢des do paciente. O
aumento da interleucina-6 (IL-6) parece estar diretamente associado a uma piora
do estado dos pacientes. (Yazdanpanah et al., 2020) A tempestade de citocinas
€ uma resposta inflamatoria sistémica descontrolada decorrente da infeccéo pelo
SARS-CoV-2 levando a ativacdo das respostas imunes naturais e celulares e
liberacdo de grandes quantidades de citocinas pré-inflamatorias. (Ciaccio &
Agnello, 2020)

Uma das formas de se analisar as citocinas inflamatérias € utilizando a
técnica de citometria de fluxo. Esta técnica quantifica as caracteristicas opticas
e de fluorescéncia de células ou particulas individuais em liquido fluindo por um
caminho optico e luz fluorescente. A medida que a particula passa pelo feixe de
luz (geralmente lasers), a luz espalhada fornece informagdes sobre as particulas.
Essa luz é captada por um tubo fotomultiplicador, sendo que a disperséo direta
fornece informacdes sobre o tamanho da particula e a dispersao lateral, sobre a
morfologia da particula. As particulas podem ser analisadas com base em uma
fluorescéncia de fluorocromos usados para a detecgédo de um alvo (Figura 2).
(Vembadi et al., 2019)
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Figura 2 — Principios da citometria de fluxo
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(A) Assim que o feixe de luz atinge a particula é possivel medir diferentes parametros (extingéo, dispersdo e fluorescéncia) fornecendo
informagfes sobre as propriedades Opticas e de composi¢éo da particula. (B) Esquema mostrando as particulas alinhadas em um fluxo Unico
interagindo com a luz do laser posteriormente coletada por detectores (Adaptado de Vembadi, 2019)



21

1.5- A COVID-19 em idosos (inflammaging e imunossenescéncia)

Com o avancar da idade, o aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias sistémicas, marcadamente IL-6, e a diminuicdo dos niveis de
citocinas anti-inflamatérias sisteméticas criam uma condicdo crbénica de
inflamacédo conhecida como inflammaging. (Franceschi et al., 2000; Fulop et al.,
2018; Maggio et al., 2006; Meftahi et al., 2020; Michaud et al., 2013; Sanada et
al., 2018)

A wvulnerabilidade dos idosos a infeccdo é explicada pela
imunossenescéncia, que reflete a depresséo do sistema imunolégico levando-os
a maior propensdo as infeccdes. Nesta condi¢édo, a producéo de células T e B
imaturas diminui e a imunidade inata é prejudicada, afetando a progressao para
uma resposta imune adaptativa.(Castle, 2000; Fuentes et al., 2017; Kang & Jung,
2020; Meftahi et al., 2020; Ponnappan & Ponnappan, 2011)

Tanto as condi¢cdes de inflammaging e imunossenescéncia, quanto o
estresse oxidativo, super-expressao do receptor da ECA-2, déficit de vitamina D,
atividade das células senescentes do tecido adiposo e diminuicdo da autofagia
e da mitofagia, comumente encontrados em idosos, associados a infec¢éo pelo
SARS-CoV-2 podem sobrecarregar a amplitude da resposta imune (por
exemplo, altos niveis de IL-6 e TNF-a), levando a uma critica tempestade de
citocinas. (Meftahi et al., 2020)

Desta forma, identificar moléculas envolvidas na ativacdo e manutencao
da inflamacdo exacerbada durante a COVID-19 proporcionara informacdes

relevantes para o tratamento e prognostico dos pacientes.

1.6 — Justificativa

A justificativa do presente estudo foi detectar alteracbes em amostras dos
pacientes infectados com SARS-CoV-2 na fase aguda, avaliando citocinas
inflamatorias, transaminases, metabdlitos da metabolémica que estivessem
associados a diferentes gravidades da COVID-19 e verificar a possibilidade de

usa-los como biomarcadores de gravidade da COVID-19.
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1.7 — Objetivos
1.7.1 - Gerais:

O objetivo do presente estudo é detectar biomarcadores que estabelecam
relacdo com a gravidade de pacientes com COVID-19 na admissao hospitalar.
Dentre estes biomarcadores estdo citocinas inflamatorias, transaminases

hepaticas e metabdlitos analisados pela metabolémica.

1.7.2 — Especificos:
1) Estabelecer relagcéo entre o perfil imunoldgico (citocinas inflamatdérias)

e grupos etérios de pacientes com COVID 19;

2) Analisar a relacdo da diferenca entre o perfil imunoldgico, grupos

etarios com gravidade e comorbidades;

3) Estabelecer a relacdo entre niveis de transaminases hepéticas e
gravidade da COVID-19;

4) Analisar os niveis de transaminases na COVID-19 e alteracdes

bioquimicas, inflamatorias e imunolégicas.

5) Estabelecer a relacdo do perfil metabolémico (principalmente a
fenilalanina) com a gravidade de pacientes com COVID-19;

6) Analisar a relacao da fenilalanina e marcadores inflamatérios e perfil

imunoldgico (citocinas inflamatorias).
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2- Capitulo 2 - Materiais e Métodos

2.1 — Desenho e local de realizagdo do estudo
Trata-se de um estudo transversal realizado no Hospital Universitario da
Universidade Federal de Sao Carlos (HU-UFSCar).

2.2 — Critérios de incluséo / recrutamento

Os pacientes foram recrutados de junho a dezembro de 2020 e incluidos
se apresentassem o diagnéstico de COVID-19 de acordo com as diretrizes da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2021) e tivessem menos de 14
dias dos sintomas e menos de 11 dias do inicio da doenca até a internagao

hospitalar ou admisséo para observagao na emergéncia do HU-UFSCar.

O diagnéstico da COVID-19 segundo a OMS prevé a coleta de amostras
respiratorias para teste de amplificacdo de acido nucleico, por exemplo, reacao
em cadeia da polimerase de transcricao reversa (RT-PCR). Testes repetitivos do
trato respiratorio superior e/ou trato respiratério inferior podem ser necessarios

para estabelecer um diagnostico. (WHO, 2021)

2.3 — Critérios de exclusao

Foram excluidos do trabalho gestantes e pacientes com aliquotas
insuficientes de soro para as andlises indicadas na pesquisa. Pacientes com
mais de 11 dias do inicio da doenca até a internacao hospitalar foram excluidos
porque esse € o periodo acima do 75° percentil para o clearance viral.(Cevik et
al., 2021) Portanto, buscamos reduzir a chance de interferéncias secundarias no
padrdo das citocinas inflamatérias, além da relacdo entre a infeccdo do SARS-

CoV-2 e a resposta imune.

2.4 — Preceitos éticos

O estudo foi realizado de acordo com as diretrizes estabelecidas na
Resolugdo n° 466/ 2012 do Conselho Nacional de Saude e todos os
procedimentos envolvendo os participantes da pesquisa foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar)
(Numero: 30184220.8.0000.5504). (Apéndice 1 — Aprovacdo pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFSCar)
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Consentimento livre e informado foi obtido por escrito de todos os
pacientes ou responsaveis antes de serem incluidos no estudo. (Apéndice 2 —

Termo de consentimento livre e esclarecido)

2.5 - Avaliacdes de estudo

Todos os pacientes foram avaliados na admissdo (internacdo ou
emergéncia do hospital) com registro dos dados sociodemograficos e clinicos
(sinais e sintomas, dados vitais, uso de oxigénio, inicio dos sintomas),
comorbidades crbnicas e gravidade da doengca no momento da avaliagéo inicial.
As informagOes foram coletadas utilizando protocolo de extracdo de dados
padronizado (Apéndice 3 — Protocolo de extracdo de dados), extraidas dos
prontuarios eletrénicos do Aplicativo de Gestdo para Hospitais Universitarios do
HU-UFSCar.

As comorbidades foram analisadas utilizando o indice de comorbidade de
Charlson (ICC), indice desenvolvido por Charlson e colaboradores(Charlson et
al., 1987) e composto por 17 condi¢des clinicas (comorbidades), sendo que cada
condicéo recebe uma pontuacao com pesos variando entre O e 6, estabelecidos
baseando-se no risco relativo de morte. A somatéria das condicdes
apresentadas pelo paciente, evidencia seu risco de morte.(Charlson et al., 1987;
lucif Junior & Rocha, 2004) (Anexo 1 — indice de Comorbidade de Charlson)

A gravidade da doenca foi avaliada no momento da admissé&o utilizando
trés tipos diferentes de avaliagdo: 1) o National Early Warning Score 2 (NEWS2);
2) Avaliacdo da Insuficiéncia Organica Relacionada a Sepse (SOFA) e 3)
Classificacao de gravidade da doenca COVID-19 - OMS, sendo os pacientes em
casos leves, moderados e graves (Anexo 2 - Classificacdo de gravidade da
doenca COVID-19).

O NEWS2 faz parte do conceito de escores de alerta precoce
desenvolvidos em 1997, que se baseia em alteragées dos sinais vitais como
alerta para o risco de deterioracdo do estado de saude do paciente. Sdo
ferramentas simples e que podem ser utilizadas a beira leito, alertando para
maior ou menor necessidade de atencdo ao estado de saude do paciente. O
NEWS?2 foi desenvolvido no Reino Unido em 2017, podendo ser utilizado em
gualgquer momento da atuacgéo intra e extra-hospitalar. O seu escore é calculado
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utilizando-se parametros fisioldgicos (frequéncia respiratoria, saturacdo de
oxigénio, temperatura corporal, presséo arterial sistdlica, frequéncia cardiaca,
nivel de consciéncia), uso ou ndo de oxigenioterapia suplementar e uma
avaliacdo especifica para pacientes com insuficiéncia respiratéria hipercapnica,
como doenca pulmonar obstrutiva crénica. O célculo final do escore é obtido
somando-se os valores atribuidos a cada item, variando de zero (melhor
prognéstico) a 23 (pior progndstico). (Oliveira et al., 2020; Royal College of
Physicians, 2020). (Anexo 3 — NEWS?2)

O escore de SOFA trata-se de uma pontuacéo utilizada para descrever
uma sequéncia de complicagbes em doentes criticos desenvolvido em
1994.(Vincent et al., 1996) O SOFA é utilizado rotineiramente em monitorizacao
de morbidades agudas em unidades de terapia intensiva, além de ser utilizado
para o diagnostico de sepse. Baseia-se em seis escores diferentes para os
parametros respiratorios, cardiovasculares, hepético, de coagulacdo, sistema
renal e neuroldgico, com pontuacéo variando de 0 a 4 para cada sistema, sendo
gue pontuacdes maiores refletem piora da disfuncédo organica. (Lambden et al.,
2019; Silva & Othero, 2004) (Anexo 4 — SOFA)

A Classificacdo de gravidade da doenca COVID-19 preconizada pela
OMS, classifica os pacientes em leve (pacientes sintomaticos que atendem a
definicdo do caso para COVID-19 sem evidéncia de pneumonia viral ou hipoxia);
moderada (adolescente ou adulto com sinais clinicos de pneumonia, isto é, febre,
tosse, dispneia e respiracdo rapida, mas sem sinais de pneumonia grave,
incluindo saturacdo de oxigénio = 90% em ar ambiente) e grave (adolescente ou
adultos com sinais clinicos de pneumonia mais um dos seguintes: taxa
respiratoria > 30 respiracfes por minuto, problema respiratorio grave -com uso
de musculatura acessoria e incapacidade de completar frases- ou saturacao de

oxigénio < 90% em ar ambiente).

Nivel de fragilidade dos pacientes foi avaliado utilizando a escala clinica
de fragilidade (ECF). Essa escala é composta de nove niveis de fragilidade
baseadas no estado geral de saude e habilidade em realizar atividades diérias
de vida. Cada aumento do escore representa um aumento significativo no risco
de mortalidade e institucionalizacdo do idoso em médio prazo, sendo

considerado como sem fragilidade um escore menor ou igual a 3, pré-fragil o
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escore de 4 e fragilidade pacientes com escore de 5 ou mais. (Rockwood et al.,
2005; Rodrigues et al., 2021) (Anexo 5 — Escala Clinica de Fragilidade)

Todos os pacientes foram tratados para COVID-19 utilizando sempre as
Ultimas recomendac¢des para o0 manejo da doenca, sendo também anotados os
outros tratamentos utilizados, como dexametasona, heparina de baixo peso

molecular e antibiéticos.

2.6 - Exames laboratoriais

Exames bioquimicos habituais foram coletados dentro de 12h da
admissdo hospitalar e analisados no laboratorio do préprio HU-UFSCar.
Juntamente com essas amostras, aliquotas de 5 mL de soro foram coletadas e
armazenadas em freezer a -80° C no Laboratério de Inflamacdo e Doencas
Infecciosas do Departamento de Morfologia e Patologia da UFSCar (LIDI-DMP-
UFSCar), onde posteriormente foram descongeladas a temperatura ambiente

para analise.

2.7 - Marcadores sistémicos de inflamacgéo / citometria de fluxo

A analise das citocinas inflamatdrias foi realizada no citbmetro de fluxo do
Laboratorio de Biologia do Envelhecimento do Departamento de Gerontologia da
UFSCar.

As amostras foram analisadas por citometria de fluxo utilizando BD Accuri
C6 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) e citocinas plasmaticas (IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a) foram medidos com kit de inflamag&o humana de
matriz de granulos citométrica (BD ™ EBA Human Thl / Th2 Cytokine Kit, BD
Biosciences, San Diego, CA, EUA). O procedimento foi realizado seguindo as
instrucbes dos fabricantes. Os dados foram analisados usando o software
FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, OR, EUA).

As citocinas (IL-6, TNF-q, IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10) foram simultaneamente
medidas pelo método de ensaio baseado em células (EBA), nos soros de
paciente com COVID-19. O EBA é um método de captura de proteinas, contendo
esferas de tamanho e fluorescéncia conhecidos, podendo assim capturar
multiplas proteinas simultaneamente. Cada esfera esta associada a um uUnico
anticorpo especifico para cada citocina analisada. Assim, as esferas conjugadas

a fluorocromos emitem fluorescéncia. A concentracdo de cada citocina € obtida
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pela intensidade de fluorescéncia emitida. O Kit Th1/Th2 humano (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA) foi utilizado seguindo as instrucdes do
fabricante. Primeiramente foi realizada uma curva padrdo das beads em oito
tubos respectivamente sendo (1:2; 1:4; 1:16; 1:64; 1:128; 1:256) e, em seguida,
as amostras dos pacientes foram diluidas 1:4 com diluente G (Kit). Em 50 yL da
amostra de cada paciente, adicionou-se 50 pL do pool citocinas (IL-6, TNF-a, IL-
2, IFN-y, IL-4, IL-10) e 50 pL do reagente de detecgédo Th1l/Th2. Cada amostra
foi incubada entéo por trés horas em temperatura ambiente e protegida da luz;
apos o periodo de incubacdo, adicionou-se 1mL de tampdo de lavagem e
centrifugou-se 200g por 5 min, descartou-se 0 sobrenadante e adicionaram-se
300 pL de tampéo de lavagem para realizar a leitura.

A leitura foi realizada em citdmetro de fluxo Accuri ™ C6 BD Biosciences,
selecionando gate R1 com 2100 eventos. A andlise foi realizada usando o
software FlowJo LLC, Ashland, OR, EUA (BD Biosciences).

2.8 — Metabol6omica

2.8.1 - Preparacdo de amostra de soro para medi¢cfes de RNM

Apds o descongelamento da amostra 500 yL de soro sanguineo foram
adicionados ao filtro (Amicon Ultra - 3 kDa) e centrifugados a 14000 g por 30 min
a 4 °C. Em seguida, 150 uL de soro filtrado foram transferidos para um tubo de
RNM de 5 mm (Wilmad Standard Series 5 mm, Sigma-Aldrich) contendo 60 uL

de tampéo de fosfato para aquisicdo imediata de RNM.

Todos os filtros foram lavados com 500 uyL de agua Milli-Q, seguida de
centrifugacéo a 14.000 g por 5 minutos a 4 °C. Este processo foi repetido cinco
vezes. ApOs a quinta lavagem, girou-se (filtro reverso e rotagdo a 7500 g por 60

segundos) para eliminar qualquer residuo de agua Milli-Q.

2.8.2 - Aquisicao de espectro e quantificacdo de metabdlitos

Todas as medi¢cdes de RNM foram adquiridas em um espectrémetro Tesla
Bruker 14,1 (600 MHz para frequéncia de hidrogénio), equipado com uma
criossonda TXI de 5 mm usando temperatura 343K, TSP-d4 como referéncia
interna, solvente D20 e a cabeca da sonda de deteccéo inversa, exceto para 13
C (a banda larga direta observar). Nesse momento ocorre o fenbmeno de

ressonancia magnética, situacdo em que os prétons do hidrogénio das
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moléculas sofrem modificacbes de seu spin decorrente ao campo magnético
aplicado, retornando ao seu estado natural apos interrompido o estimulo. Essa
modificacdo € identificada e processada digitalmente, dando origem aos

espectros de RNM.

Para o espectro 1 H com sinal de pré-saturacdo HDO usando onda
continua, os parametros foram: tempo de aquisicdo (AQ = 5,45s), largura de
varredura (SWH = 12019 Hz), atraso de relaxamento (d1 = 3s), o tempo de pulso
de 90 ° (p1 = 9,125 us) e numero de varreduras (ns = 128). Apés a aquisi¢do do
espectro, as correcdes de linha de base, a identificacdo e a quantificacdo dos
metabdlitos presentes nas amostras foram conduzidas usando o software Suite
8.6 Chenomx (Chenomx Inc., Edmonton, AB, Canada) pelo sinal TMSP-d4
(concentracdo conhecida = 0,5 mmol.LY) como uma referéncia interna para
guantificar outros metabdlitos. Todos os espectros foram processados com

alargamento de linha de 0,3 Hz (Ib) para atenuar o ruido nos sinais espectrais.

2.9 - Avaliacdo das transaminases hepaticas

Em relacdo as transaminases hepaticas, definimos como elevagéo
limitrofe os niveis de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) excedendo o limite superior da normalidade (LSN), mas
menor que 2x o LSN. Elevagdes leves a severas foram consideradas quando o
aumento foi 2x o LSN. (Kwo et al., 2017)

2.10 - Grupos para analise dos dados:

Os dados foram analisados em trés modalidades diferentes:

1) Avaliacdo das interleucinas inflamatérias em relacdo a idade (sendo o
grupo 1, pacientes com menos de 65 anos, chamados de adultos e grupo
2, pacientes com 65 anos ou mais, chamados de idosos) e as
interferéncias das comorbidades e gravidade.

2) Avaliacdo dos dados clinicos e de gravidade obtidos baseados nas
transaminases hepaticas (normais, limitrofe e >2x LSN)

3) Avaliacdo de dados da metaboldmica (entre eles, citocinas inflamatorias
e fenilalanina) comparativamente entre pacientes leves, moderados e

graves).
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2.11 - Analise estatistica
De acordo com cada uma das trés modalidades de grupos estabelecidos
indicados no tdépico 2.10, foi estipulado um tipo de andlise estatistica diferente.
Todas as andlises foram conduzidas usando R versdo 4.0.3 (The R
Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria) em R-Studio 1.3.1093
(RStudio Inc., Boston, EUA).

2.11.1 - Avaliacdo das interleucinas inflamatérias em relacdo a idade
(adultos e idosos) e as interferéncias das comorbidades e gravidade.

Os dados continuos foram apresentados como mediana [1°, 3° quatrtil] de
acordo com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Varidveis categoricas foram
apresentadas como contagens (porcentagens). As comparacdes entre 0S grupos
foram feitas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney para variaveis continuas e
teste Qui-quadrado de Pearson com correcdo de continuidade de Yates para
variaveis categoricas. Modelos de regressao linear multivariada foram usados
para investigar a relacdo entre os niveis circulantes de citocinas inflamatorias
(variaveis dependentes) e idade. As medidas de citocinas foram transformadas
(logl0) para que as variaveis atendessem aos pressupostos dos testes
estatisticos. Caracteristicas clinicas e gravidade da doenca foram selecionadas

para a analise multivariada.

2.11.2 - Avaliacdo dos dados clinicos e de gravidade obtidos em diferentes
faixas de transaminases hepaticas (normais, limitrofe e >2x LSN)

Os dados continuos foram apresentados como meédia + desvio padrao ou
mediana [1° - 3° quartil] de acordo com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
As variaveis categoricas foram apresentadas como contagens (porcentagens).
As comparacdes entre os grupos foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste Post Hoc de Bonferroni-Dunn para variaveis continuas e teste
Qui-quadrado de Pearson com correcao de continuidade de Yates para variaveis
categoricas. A significAncia estatistica foi avaliada em um valor de p bilateral <
0,05.



30

2.11.3 - Avaliacdo de dados da metaboléomica (entre eles, citocinas
inflamatdrias e fenilalanina) comparativamente entre pacientes leves,
moderados e graves).

Os dados continuos foram apresentados como mediana [1°, 3° quartil] de
acordo com o teste de Shapiro-Wilk. As variaveis categoricas foram
apresentadas como contagens (porcentagens). As comparagdes entre 0S grupos
foram feitas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn, com
correcdo do valor-p de Benjamini-Hochberg, para variaveis continuas e teste
Qui-quadrado de Pearson, com correcao de continuidade de Yates, para

variaveis categoricas.

Modelos de regresséao linear multivariada foram usados para investigar a
relacdo entre os niveis circulantes de fenilalanina e as principais citocinas
inflamatdrias. As medidas de fenilalanina e citocina foram transformadas (log10)
para que as variaveis atendessem aos pressupostos dos testes estatisticos.
Caracteristicas clinicas e gravidade da doenca foram selecionadas para a

analise multivariada.
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Capitulo 3 - Resultados e Discussdes

3.1 - Artigo 1: “IL-6 e IL-10 estéo associadas com a gravidade da doenca e com
maior numero de comorbidades em idosos com COVID-19”

(Original: IL-6 and IL-10 are associated with Disease severity and higher
comorbity in adults with COVID-19). Figura 1.

Publicado em 26 de margo de 2021, na revista “Cytokine”

doi.org/10.1016/j.cyt0.2021.155507

Figura 3.1. Primeira pagina do artigo “IL-6 and IL-10 are associated with Disease
severity and higher comorbity in adults with COVID-19”
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Resalrsz Qleles asdulis with COVID-19 had higher seram levels of IL-6 and IL-10 as compared %o thase under 65
years af age (p = 0.001 amed p = QU003 pespeetively). IL-10 was independestly sssociared with age (p = 0.04) and
severity of the disease (p = 0U0S), whersis serum Levels of [L-6 wene not direrily ssecizied with age (p = 0.5,
The: comarbidity index seems to be the maln sesposcible for this, being sgnificantly assoclated with KL levels
amang thase aged 65 and over (p = 0.007 ), in addition so the severlty of the disease.

Comefizsions: Bigher seram levels of IL-6 and IL-10 are assoriated with the severity of the disease and a higher
comatidiny index among sdults aged 65 and aver with COVID- 19, This should mise swarenes of the importance
of comoebidiry index, mrher than age, during risk st fcaion.

1. Introduction

With mare than 90 million reparted cases of infection, the corana
virus 201 % disease (COVID-19) reached pandemic states in March 3030,
and up to date, no specific antiviral treatment has bem praven to be
effective against this disease.

Currenily, abowt 20% of thas infecied develop a severe
inflammatory mediated hypaxemic disease that resembles a cytokine.
stoem syndrame. [1] This condition seems to scour mainly as a resalt
of a blunted [FR-1 and IFNAI immune response, accompanded by high
lewels of pro-inflammatary cytakines such as IL-1, IL-6 and TNF-alpha

Most cases inwalve men, aging between 30 and 79 years, with
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are ar more medical such as by icm, dia
betes, chroaic obstructive pulmanary discase, and cardiovascular dis-
eases. [4,4] Amang these, poor outcomes such as acute hung injury,
acute respimtory distress syndrome (ARDS), and even death have been
abserved. (2,51

Such mnbalanced cytakine production is abse chamcteristic af a
chromic low-grade inflammatory state shared by both aging {inflam
maging) and the presence of multiple comarbidities, and increased
lewels af Interleukin & (IL-6), her cytakines, bas been described
ta play a central rale in this process. [7-9] Moreaver, in aging patiets, a
smaller pool of naive T and B cells associated with impaired innate
immunity, also kave been shown to hinder the adaptive immune
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3.1.1 - Resultados:

Entre julho e outubro de 2020, um total de 167 adultos foram internados
no hospital. Vinte e cinco pacientes foram excluidos da analise devido falta de
amostra de sangue. A Tabela 3.1 resume as caracteristicas dos pacientes. Havia
142 individuos com idades entre 22 e 99 anos (média de 60 anos). Cerca de
metade deles era do sexo masculino (54,2%), com ICC mediano de 2 (variando
de um minimo de 0 a um maximo 8), e um total de 36 pacientes (25,4%)
apresentaram alta comorbidade (indice = 5). A maioria dos pacientes ndo eram
diabéticos (76,8%) nem tinham doencas cardiovasculares (85,2%), nem eram
hipertensos (55,6%). Houve uma diferenca significativa entre os dois grupos de
idade em quase todas as variaveis basais, exceto para sexo (p = 1,0), diabetes
mellitus (p = 0,2), tempo desde o inicio dos sintomas até a admisséo hospitalar

(p = 0,7), e pontuagcdo NEWS2 na admisséo hospitalar (p = 0,2)



Tabela 3.1 Caracteristicas da coorte
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Caracteristicas Amostra total <65 anos 65+ anos Valor p
(n=142) (n=83) (n=59)
Idade, anos 61 [45—-76] 47 [38,5-57,5] 79[72,5-84,5] < 0,001
Sexo, masculino 77 (54,2) 45 (54,2) 32 (54,2) 1,00
Comorbidades
Diabetes mellitus 33(23,2) 16 (19,3) 17 (28,8) 0,2
Doenca cardiovascular 21 (14,8) 6(7,2) 15 (25,4) 0,003
Hipertensdo arterial 63 (44,4) 25(30,1) 38 (64,4) < 0,001
ICC 2[0-5] 0[0-2] 5[4 -6] < 0,001
ECF
Geral 3[2-5] 2[1-2,5] 6 [4,5-8] < 0,001
Fragilidade 47 (33,1) 3(3,6) 44 (74,6) < 0,001
Tempo do inicio dos
sintomas até a admissao 7 [4-10] 7 [4-10] 6 [4—-10,5] 0,7
hospitalar, dias
r':f;’giilz‘:‘ admisséo 3[2-5] 3[2-5] 3[2-5] 0,2
ig:g:;?;dmissao 2[2-3] 2[2-2] 3[2-3] <0,001
Internagcdo em UTI 26 (18,3) 14 (16,9) 12 (20,3) 0,01

Os dados continuos sdao apresentados como média * desvio padrdao ou mediana [12 - 3¢
quartil], as variaveis categéricas sdo apresentadas como contagens (porcentagens)

ICC, indice de Comorbidade de Charlson; ECF, Escala Clinica de Fragilidade; NEWS2, National
Early Warning Score 2; SOFA, Avaliagdo da insuficiéncia organica relacionada a sepse; UTI,

Unidade de Terapia Intensiva.
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A Tabela 3.2 mostra o perfil de citocinas da coorte na admissao hospitalar

por grupo de idade. IL-6 e IL-10 foram significativamente maiores entre aqueles

com 65 anos e ou mais idade. Por outro lado, nenhuma diferencga significativa foi

encontrada nos niveis de IL-2, IL-4, IFN-y e TNF-a entre as duas faixas etarias.

Tabela 3.2 Nivel de citocinas de acordo com 0s grupos etarios

Caracteristicas

Amostra total

(n=142)

< 65 anos

(n=83)

65+ anos

(n=59)

Valor p

Interleucina-2, pg/mL

Interleucina-4, pg/mL

Interleucina-6, pg/mL

Interleucina-10, pg/mL

Interferon-y, pg/mL

Fator de Necrose
Tumoral-a, pg/mL

Razdo IL-6/IL-10

14,0[13,1-14,7]

19,9 [19,0 - 21,0]

32,6[22,1-93,4]

39,7 [36,7 - 47,6]

14,9 [13,9-17,1]

13,2 [12,7 — 14,6]

0,8[0,6 -1,6]

13,8[12,7-14,7]

19,9 [18,8 - 20,9]

25,3[20,5-52]

38,4 [35,8 — 46,6]

14,8 [13,6 — 17]

13,1 [12,6 — 14,2]

0,7[0,6-1,1]

14,4 [13,6 — 14,7]

20[19,2-21,1]

51,6 [25,5-123,0]

41,5 [38,4 — 55]

15,1 [14,1-17,5]

13,3[12,9-15]

0,9[0,6 -2,2]

0,1

0,4

<0,001

0,003

0,3

0,2

0,004

Os dados continuos sdo apresentados como mediana [12 - 32 quartil].
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Figura 3.2 mostra a probabilidade cumulativa e os graficos de distribuicéo

das medidas de IL-6 e IL-10 em cada faixa etaria. Nesta figura, podemos

observar que cerca de 75% dos individuos com menos de 65 anos tinham uma

concentracéo seérica de IL-6 abaixo de 4 log pg/mL, enquanto cerca de 50%

daqueles com 65 anos ou mais tinham a mesma concentracdo. Resultados

semelhantes,

mas menos pronunciados,

foram obtidos com IL-10 e,

consequentemente, o0 mesmo foi observado para a relagéo IL-6/IL-10.

Figura 3.2. Probabilidade cumulativa e distribuicdo em violino de (A) IL-6 (log

pg/mL) e (B) IL-10 (log pg/mL) mensuradas de acordo com o grupo etario

A 100% 1
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B 100% 1
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Considerando um possivel papel da comorbidade e da gravidade da

doenca nas diferencas observadas relacionadas a idade dos niveis séricos de

IL-6 e IL-10, analisamos posteriormente essa relagcdo usando um modelo de

regressao linear. A Tabela 3.3 mostra que a idade de 65 ou mais perdeu sua

significancia apés o ajuste para o indice de comorbidade.

Tabela 3.3 - Modelo de regressao linear para associa¢cao das caracteristicas clinicas e

gravidade da doenca com 0s niveis séricos de IL-6 (log pg/mL) e IL-10 (log pg/mL)

Variavel dependente: IL-6 (log pg/mL)

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Variaveis Coeficiente 8 Coeficiente 8 Coeficiente 8
independentes padronizado p padronizado p padronizado p
(95% IC) (95% IC) (95% IC)

Idade

< 65 anos Referéncia - Referéncia - Referéncia -

65+ anos 0,5(0,17-0,83) 0,003 0,16 (-0,33 — 0,65) 0,5 0,14 (-0,34 — 0,61) 0,5
Sexo, masculino 0,16 (-0,16 — 0,49) 0,3 0,17 (-0,15 — 0,49) 0,2 0,11 (-0,20 — 0,43) 0.4
indi .
hdice de Comorbidade - 0,09 (-0,01-0,19) 0,06 0,08 (-0,02 - 0,19) 01
de Charlson
NEWS2 na admissdo - 0,12 (0,04 - 0,21) 0,005
hospitalar
SOFA admissdo - 0,02 (-0,21 - 0,24) 0.8
hospitalar
Variavel dependente: IL-10 (log pg/mL)

Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6
Variaveis Coeficiente B Coeficiente B Coeficiente
independentes padronizado p padronizado p padronizado p
(95% IC) (95% IC) (95% IC)

Idade

< 65 anos Referéncia - Referéncia - Referéncia -

65+ anos 0,40 (0,07 - 0,73) 0,02 0,53 (0,03 - 1,02) 0,04 0,51 (0,02 — 1,01) 0,04
Sexo, masculino 0,21 (-0,12 — 0,54) 0,2 0,21 (-0,12 — 0,53) 0,2 0,17 (-0,16 — 0,5) 0,3
Indice de Comorbidade - 003(-014-007) 05  -004(-015-007) 04
de Charlson
NEWS2 na admissdo - 0,09 (0,001-0,17) 0,05
hospitalar
SOFA admissdo - -0,001 (-0,23 - 0,23) 0.9
hospitalar

95% IC, 95% Intervalo de confianga

NEWS2, National Early Warning Score 2; SOFA, Avaliacdo da insuficiéncia organica relacionada

a sepse.
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O modelo 3 revelou que a pontuacdo NEWS2 na admisséo hospitalar € o
unico fator independentemente associado a niveis séricos mais elevados de IL-
6. Por outro lado, a Tabela 3.3 (modelos 4, 5 e 6) mostra que niveis séricos mais
elevados de IL-10 (log pg/mL) permaneceram independentemente associados a
ter 65 anos ou mais, apOs ajuste para indice de comorbidade e gravidade da

doenca.

Por fim, investigamos mais detalhadamente se havia interacdo da faixa
etaria com o Indice de Comorbidade de Charlson, ajustando-o para sexo e
gravidade da doenga. A Tabela 3.4 mostra que o termo de interag&o entre idade
e ICC é estatisticamente significativo, isto €, o efeito do ICC no aumento dos
niveis séricos de IL-6 (log pg/mL) varia com a faixa etaria e esta independente e

positivamente associado a uma idade de 65 anos ou mais (p =0,007).

Tabela 3.4 - Modelo de regresséao linear para associacao da interacdo entre

idade e ICC com os niveis séricos de IL-6 (log pg/ml)

Variavel dependente: IL-6 (log pg/mL)

Modelo 7 Modelo 8
Variaveis independentes Coeﬁcu—;nte B Coeflcu-_znte B
padronizado p padronizado p
(95% IC) (95% IC)

Idade
< 65 anos: indice de
Comorbidade de Charlson
65+ anos: indice de
Comorbidade de Charlson 0,001
Sexo, masculino 0,17 (-0,71 - 0,5) 0,2 0,12 (-0,2 — 0,43) 0,4
NEWS2 na admissao : - 012(004-021) 0,005
hospitalar
SOFA admisséao hospitalar - - 0,02 (-0,21 - 0,24) 0,8
95% IC, 95% Intervalo de confianca
NEWS2, National Early Warning Score 2; SOFA, Avaliacdo da insuficiéncia orgéanica relacionada

asepse

0,12 (-0,01 - 0,24) 0,06 0,10 (-0,02 - 0,18) 0,1

0,12 (0,05 -0,19) 0,11 (0,03-0,18) 0,007
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3.1.2 - Discusséo

Nossos resultados mostram que idosos (com 65 anos ou mais) com
COVID-19 tém niveis séricos mais elevados de IL-6 e IL-10 em compara¢do com
menores de 65 anos. Embora a IL-10 esteja independentemente associada a
idade e gravidade da doenca, 0s niveis séricos de IL-6 ndo estdo diretamente
associados com a idade. O indice de comorbidade parece ser o principal
responsavel por isso, sendo significativamente associado aos niveis de IL-6

entre aqueles com 65 anos ou mais, além da gravidade da doenca.

Semelhante aos nossos resultados, Hashizume (Hashizume, 2020)
demonstrou ndo apenas niveis elevados de IL 6 e IL-10 em alguns pacientes
com COVID-19, mas também que essa producdo desequilibrada de citocinas
prediz a gravidade da doenca. Assim, alguns autores demonstraram que 0s
niveis de 66 biomarcadores sollveis em 175 pacientes italianos com diferentes
gravidades da COVID-19, Abers e colaboradores (Abers et al., 2021) sugeriram
gue os niveis aumentados de IL-6 e IL-10 foram independentemente associados
a mortalidade. Além disso, uma meta-analise recente incluindo 44 artigos
abrangendo 7.865 pacientes mostrou niveis aumentados de IL-6 e IL-10 entre
agueles com doenca grave. (Akbari et al., 2020) No entanto, a maioria desses
estudos nao controlou para fatores intervenientes, como idade, gravidade da
doenca e comorbidades, destacando a importancia da nossos resultados e
apontando para a necessidade de considerar outros aspectos (como gravidade
da doenca e comorbidade) como fatores de ajuste ao avaliar o risco de idosos
com COVID-19.

Durante doencas virais, incluindo COVID-19, a resposta inata induz
células infectadas a secretar varios mediadores pro-inflamatorios, gerando uma
resposta inflamatdria potente. (Copaescu et al., 2020) IL-6 e IL-10 sé&o
produzidos localmente no tecido inflamado e liberados na circulacdo por uma
variedade de células diferentes, incluindo macréfagos, linfocitos, fibroblastos e
células endoteliais e epiteliais. (Hashizume, 2020) Uma vez produzidas, essas
citocinas aumentam o fluxo sanguineo préximo ao local da infeccdo e ativam
macrofagos e outras células fagociticas para eliminacdo do virus e células

infectadas. (Pasrija & Naime, 2021)
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IL-6 € um mediador pleiotropico chave em varios processos inflamatorios,
incluindo lesdes e infec¢des nos tecidos. Por outro lado, a IL-10 € conhecida por
ter propriedades anti-inflamatérias, iniciando respostas imunes inatas e
adaptativas e, portanto, limitando as respostas pro-inflamatérias a fim de
prevenir danos aos tecidos. (Hofmann et al., 2012) Portanto, ao longo do curso
agudo de uma infeccéo, a IL-10 inibe a atividade de Células T, células natural
killer (NK) e macréfagos que, apesar de necessarios para eliminagdo, também
sao fatores-chave que induzem danos aos tecidos. Portanto, embora limite o
dano ao tecido colateral, a IL-10 também pode impedir a eliminag&o viral bem-
sucedida. (Rojas et al., 2017) Assim, o equilibrio entre os niveis séricos de
citocinas IL-6 e IL-10 pode ser uma ferramenta util para prever a gravidade da
doenca e mais estudos devem abordar esse recurso para que terapias
alternativas possam contribuir com a imunorregulagdo nestes pacientes. (Lu et
al., 2021)

No entanto, compreender as vias que regulam a sintese e producédo de
IL-6 pode ser a chave para entender como esta citocina participa da gravidade
das doencas. Embora neste estudo nao foi verificada a participacdo do TNF-a
na producdo de IL-6, ndés sugerimos que outras vias independentes podem
possam estar envolvidas nesta regulamentacéo e que a IL-10 pode ter um papel
fundamental neste processo. Consequentemente, foi recentemente sugerido que
a inducdo precoce de IL-10 apds a infeccdo por SARS-CoV-2 pode de fato
representar um mecanismo de feedback negativo que serve como uma medida
contraria a inflamacdo causada por outros mediadores pré-inflamatorios.(Lu et
al., 2021) Como IL-10 enddégena aumenta a producdo, apesar de ser uma
citocina regulatéria, pode funcionar como um agente pro-inflamatorio, dado que
seu feedback positivo pode estimular a producao de citocinas pré-inflamatérias
estimulando a tempestade de citocinas. A evidéncia inicial é limitada e mais

estudos séo necessarios para confirmar o papel da IL-10 em COVID-19.

Nosso estudo reafirmou a importancia de considerar a comorbidade no
contexto da gravidade da doenca relacionada a idade entre aqueles com COVID-
19. Essas descobertas ndo sao novas; o papel de varias comorbidades no
agravamento do COVID-19 foi demonstrado em vérios estudos. (Barek et al.,
2020; Biswas et al., 2021; Goodman et al., 2021; Mi et al., 2020) Mesmo assim,
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nossos resultados langcam alguma luz nova sobre o conceito, mostrando sua

associacao independente apenas entre aqueles com 65 anos ou mais.

Uma limitacéo deste estudo € o seu desenho transversal que nao permite
a relacao temporal entre as variaveis e desfechos estudados. No entanto, o viés
devido as variacdes entre as variaveis independentes e dependentes dentro do
mesmo individuo foi reduzida. Além disso, o tamanho limitado da amostra e o
uso de diferentes medicamentos pré-hospitalares, comuns nesta populacao,
podem representar fatores de confusédo relevantes em nosso estudo. Apesar
disso, nossos resultados fornecem evidéncias sobre a relagdo das citocinas

inflamatérias com a idade, destacando a influéncia das covariaveis sobre ela.

Juntos, nossos resultados reforcam a importancia do monitoramento
proximo dos niveis de citocinas, com foco especial em IL-6 e IL-10, que pode
fornecer informacdes valiosas sobre a gravidade do COVID-19 e futuras
mudancgas nas decisdes terapéuticas, diminuindo a mortalidade associada nesta

faixa etéria.

Concluindo, os idosos com COVID-19 apresentam niveis séricos mais
elevados de IL-6 e IL 10 em comparacdo com aqueles com menos de 65 anos.
Essa diferenca esta associada a gravidade da doenca e a um indice de
comorbidade mais alto entre os maiores de 65 anos. Isso deve aumentar a
conscientizacdo sobre a importancia do indice de comorbidade, ao invés da
idade exclusivamente, durante a estratificacao de risco.
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3.2 - Artigo 2: “Elevacgao das transaminases hepaticas na COVID-19: (Como)
elas estao relacionadas?”

(Original: Elevations in Liver Transaminases in COVID-19: (How) Are They
Related?). (Pott-Junior et al., 2021) Figura 3.3

Publicado em 15 de julho de 2021, na revista “Frontiers in Medicine

(Gastroenterology)”
doi: 10.3389/fmed.2021.705247

Figura 3.3. Primeira pagina do artigo “: Elevations in Liver Transaminases in
COVID-19: (How) Are They Related?”
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Liver invelvement In COVID-18 s not yet well-understood, but elevations in liver
tfransaminases have been dascribed 1o occur in 14-53% of the cases and are more
frequently seen in savere diseasa. This cross-sectional study explored the relationship
between the elevations in liver transaminases and inflammatory parameters in 209 adults
with COVID-19. Demographic and clinical data, serum lavels of inflammatory cytokines
and lver aminotransferases were analyzed. Thraee groups were formed according to the
liver transaminase abnomaiities: (I) Normal transaminases, (i) Borderline transaminases
alevation, and (ll) Mild to severe transaminases elevation. Altered liver transaminases
were directly related 1o disease severity, showing association with the NEWS2 score at
admission and greater need for ICU or death. Moreover, higher levels of IL-2 and CRP
were associated with bordariine transaminases elevations, whereas higher levels of IL-10
and Neutrophil to Lymphocyte ratio were associated with mild 1o severe transaminases
alevation. These results reinforce the importance of liver transaminases in patients with
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INTRODUCTION

More than a year has passed since the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-
2) was first described, and several characteristics of the coronavirus disease (COVID-19) remain to
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be better explained. With more than 100 million reported cases of infection the COVID-19 reached
pandemic status in March 2020, and up to date, no specific antiviral treatment has been proven to
be effective against this disease, imposing an extensive burden on health care worldwide (1, 2).

During COVID-19, patients can be asymptomatic or present 2 wide range of dinical symptoms
(3). Gastrointestinal symptoms have been described to occur up to 15% (1), and were attributed
to viral cell invasion mediated by Angiotensin-Converting Enzyme 2 (ACE2) receptors at the
enterocyte level (5). Although not fully understood, the involvement of the liver with elevated levels
of hepatic enzymes in blood biochemistry tests has also been described to occur in 14-53% of the
cases (6-10). Possible mechanisms that may be assockated with liver damage during COVID-19 are
(1) an diated infl (2) a direct cytotoxic effect caused by viral replication of
hepatocytes; (3) a drug-induced liver injury, including self-prescribing medications and those used
for the treatment of COVID-19, such as d tocil b, chloroquine; and (4) reactivation
of previously existing liver diseases (11, 12).




42

3.2.1 - Resultados:

Um total de 209 pacientes admitidos consecutivamente no hospital foram
incluidos neste estudo. A Tabela 3.5 descreve as caracteristicas basais da
coorte. A maioria dos sujeitos era do sexo masculino (56%) e tinha média de
idade de 59,4 + 18,4 anos, variando de 21 a 99 anos. A mediana do indice de
comorbidade de Charlson foi 2 [1° — 3° quartil, 0 4], e cerca de um quinto (20%)
dos individuos apresentava alto indice de comorbidade (=5). A maioria dos
pacientes nao era diabética (76%) nem tinha doencas cardiovasculares (73%),

nem era hipertensa (52%).



Tabela 3.5 Caracteristicas da coorte
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Caracteristicas

Amostra total

(N=209)
Idade, anos 59 [44, 74]
Sexo feminino 92 (44)
ICC 2 [0, 4]
Alta comorbidade (ICC = 5) 42 (20,1)
Comorbidades
Hipertenséo arterial 100 (47,8)
Doencas cardiovasculares 35 (16,7)
Diabetes 50 (23,9)
NEWS2 na admissao 413, 6]
Gravidade da doenca
Leve 22 (10,5)
Moderado 87 (41,6)
Grave 100 (47,8)
Tempo do inicio dos sintomas até a internacao hospitalar, dias 7[5, 10]
Sintomas gastrointestinais
Diarreia 40 (19,1)
Vomito 20 (9,6)
Dor abdominal 16 (7,7)
Necessidade de internacdo na UTI durante a internacao 81 (38,8)
AST (U/L) 35 [24-56]
ALT (U/L) 28 [18-54]
Fosfatase alcalina (U/L) 66 [50-84]
Gama-Glutamil Transferase (U/L) 54 [33-121]
Billirubina total (mg/dL) 0,5 [0,4-0,6]
Albumina (g/L)
s 9 1,038 [0,67-
Contagem de linfécitos (x10°/L) 1,501]

Plaquetas (x10°/L)
D-dimero (ug/mL)
Lactato desidrogenase (U/L)
Medicamentos prescritos
Heparina de baixo peso molecular
Dose profilatica
Dose intermediéaria
Dose terapéutica
Glicocorticoides
Antibioticos

224 [179-275]
880 [420-1850]
298 [219-448]

74 (35,4)
43 (20,6)
36 (17,2)
136 (65,1)
131 (62,7)

Os dados continuos sao apresentados como mediana [1°, 3° quartil], Variaveis

categoéricas sao apresentadas como contagens (percentuais).

ICC, indice de comorbidade de Charlson; NEWS2; National Early Warning Score 2; UTI,
Unidade de Terapia Intensiva; AST, Aspartato Aminotransferase ; ALT, Alanina

Aminotransferase;



44

A Tabela 3.6 mostra os padrdes dos testes de transaminase hepética.
Cento e dezesseis (55,5%) participantes apresentavam testes de transaminase
hepatica normais na admissao hospitalar, enquanto 55 (26,3%) apresentavam
elevacoes limitrofes e 38 (18,2%) apresentavam elevacfes maiores que o dobro
do LSN. Os grupos eram bastante semelhantes exceto pelo escore NEWS2,
gravidade da doenca na admissao hospitalar, necessidade de admissao em
unidade de terapia intensiva (UTI) durante a hospitalizacao, niveis séricos de IL-
2, IL-10 e proteina C reativa e proporcdo de neutréfilos/linfocitos. As
comparacdes de pares revelaram diferengas significativas entre aqueles com
testes de bioguimica hepética normais, em comparacdo com aqueles com
elevacOes superiores a duas vezes o LSN para pontuacdo NEWS2, gravidade
da doenca na admissdo hospitalar, niveis séricos de IL-10 e proteina C reativa
(PCR) e proporcdo de neutrofilos/linfécitos. Os resultados para elevacdes
limitrofes foram bastante semelhantes aqueles com testes de transaminase
hepéatica normais, exceto pelo escore NEWS2, gravidade da doenca na
admissao hospitalar, niveis séricos de IL-2 e PCR. Esses resultados podem ser
vistos na Figura 3.4, como um processo continuo progredindo para uma maior

gravidade de doenca e inflamacéo.



Tabela 3.6 Caracteristicas das eleva¢cdes das transaminases hepaticas
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Caracteristica No_rmal Lim_itrofe >2x_LSN D
(n=116) (n=55) (n=38)
Idade, anos 60,5 [44-76,5] 57 [44-68] 55,5 [45-71] 0,6
Sexo feminino 55 (47,4) 23 (42,8) 14 (36,8) 0,4
ICC 2 [0-4] 2 [0-4] 2[0-3] 0,6
NEWS2 da admisséo 3[2-5] 5[3-7] 5 [4-7] 0,0012ab
Gravidade da doenga 0,003
Leve 18 (15,5) 4(7,5) 0 (0)
Moderado 54 (46,6) 20 (36,4) 13 (34,2)
Grave 44 (37,9) 31 (56,4) 25 (65,8)
Tempo do inicio dos sintomas até a
] ] ) 7 [4-10] 7 [5-10,5] 7 [5-8] 0,3
internagdo hospitalar, dias
Tempo de internacdo hospitalar, dias 7 [1-14] 8 [4-17] 9 [5-19] 0,07
Necessidade de internacdo na UTI
. 36 (31) 24 (43,6) 21 (55,3) 0,01
durante a internacéo
Mortalidade de 30 dias 8 (6,9) 9 (16,4) 6 (15,8) 0,08
Internacéo na UTI ou morte 39 (33,6) 27 (49,1) 23 (60,5) 0,007
Marcadores inflamatérios
Interleucina-2, pg/mL 13,8 [12,7-14,9] 14,5 [13,6-15,4] 14,2 [13,5-14,9] 0,01k
Interleucina -4, pg/mL 19,8 [19-20,8] 20,1 [19,6-20,9] 20 [19,2-21,8] 0,3
Interleucina -6, pg/mL 35,3 [21,5-99,8] 42,9 [27-111,7] 41,7 [30,4-114,8] 0,06
Interleucina -10, pg/mL 39,7 [36,7-46,9] 41,9 [37,6-49,8] 44,9 [39,2-55,9] 0,032
Fator de Necrose tumoral a, pg/mL 13,3[12,6-14,7] 13,3[12,9-14,6] 13,3 [12,8-14,6] 0,6
Interferon-y, pg/mL 14,9 [13,9-17,1]  15,1[14,1-17,8] 16,1 [13,6-18,6] 0,5
Relagdo IL-6 / IL-10 0,9 [0,6-1,6] 1,0 [0,7-2,1] 0,9 [0,7-1,8] 0,1
Proteina C-reativa, mg/dL 6,7 [0,9-13,5] 11,8 [4,8-21,1] 23,6 [7,7-17,2] <0,0012b
Raz&o N/L 4,7[2,8-8,4] 6,3 [3,6-10] 6,7 [4,4-10,6] 0,022

Os dados continuos sdo apresentados como mediana [1°, 3° quartil], Variaveis categoricas séo apresentadas
como contagens (percentuais), Comparacdes de pares post hoc (p < 0,05): 2 Normal vs > Elevacéo de 2 vezes,

b Normal vs Limitrofe.

ICC, indice de comorbidade de Charlson; NEWS2, National Early Warning Score 2; Razao N/L, neutréfilo para

razao linfocito
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Figura 3.4 — Relacdo entre a elevagdo das transaminases hepéticas e

marcadores inflamatérios em pacientes adultos com COVID-19

Elevacdo das transaminases hepaticas

Limitrofe >2x LSN
NEWS2
PCR
IL-10
Razdo
Neutrofilos/Linfocitos

A Figura 3.5A mostra a distribuicdo da pontuacdo NEWS2 na admissao
hospitalar em cada grupo. Os pacientes com elevagcbes normais da
transaminase hepética tiveram pontuacbes NEWS?2 significativamente mais
baixas na admissao hospitalar em comparacdo com os outros dois grupos. A
Figura 3.5B mostra que o0s participantes com elevacbes da transaminase
hepatica > 2x LSN tiveram niveis séricos significativamente mais elevados de IL-
10 (log pg/mL) em comparacdo com aqueles com niveis normais de
transaminase hepatica.
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Figura 3.5 — Grafico de distribuicdo de Jitter de (A) Escore de NEWS2 na

admisséao hospitalar e (B) IL-10 (log pg/mL) medidos de acordo com o grupo de

transaminases
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3.2.2 - Discusséo

Desde a publicacdo da primeira série de casos de COVID-19, o
envolvimento hepatico tem sido demonstrado por meio da elevacdo das enzimas
hepéticas, que pode ocorrer por meio de um alvo direto do SARS-CoV-2 ou
secundario as alteracfes sistematicas causadas pela infec¢éo viral. (Wang et al.,
2020) Neste estudo, mostramos que a gravidade da doenca e os marcadores
inflamatorios estdo associados a elevacBes progressivas nos niveis de
transaminases hepaticas em pacientes adultos com COVID-19. Além disso, 0s
niveis plasméticos de IL-2 foram associados a eleva¢gdes que excedem o LSN,
mas menor que duas vezes o LSN, enquanto a proporc¢éao de neutrofilos/linfocitos

e IL-10 foram associados a um aumento de, pelo menos, duas vezes o LSN.

Embora existam varios mecanismos pelos quais SARS-CoV-2 leva a
danos no figado, quatro foram considerados com maior frequéncia: (1) efeito
citopético direto, (2) efeito secundério a inflamacgéo sistémica, (3) exacerbacao
de doenca hepatica preexistente e (4) toxicidade induzida por drogas usadas no
tratamento da COVID-19. Em primeiro lugar, um efeito citopatico direto do virus,
embora improvavel, deve ser considerado, dada a presenca de receptores ECA2
nos hepatdcitos. (Algahtani & Schattenberg, 2020) No entanto, o segundo
mecanismo parece ser mais provavel de ocorrer. E um dano colateral de uma
resposta imune desregulada em casos graves em que ha uma liberacdo macica
de citocinas inflamatoérias que acabam causando danos ao figado. (Ali & Hossain,
2020; Y. Li & Xiao, 2020; Tian & Ye, 2020) Foram relatados casos de
descompensacao hepética aguda pelo COVID-19 em pacientes com doenca
hepéatica preexistente, particularmente em cirrose e doenca hepatica relacionada
ao alcool. (Gao et al., 2021; Marjot et al., 2021; Pan et al., 2021) Em nosso estudo
ndo foi possivel avaliar se o0s pacientes apresentavam doencas hepéaticas
subclinicas pré-existentes (como por exemplo esteatose hepética) que poderiam
levar a viés nos resultados. A toxicidade induzida por drogas usadas no
tratamento da COVID-19 também foi considerada. (Zhong et al., 2020) InGmeros
medicamentos tém sido usados em todo o mundo para tratar pacientes com
COVID-19 e a hepatotoxicidade j& foi comprovada como um potencial efeito
colateral de varios desses medicamentos. (Ali, 2020; Almas et al., 2021;
Algahtani & Schattenberg, 2020; Nardo et al., 2021)
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Aqui, formulamos a hipétese de que os danos ao figado refletem a
dindmica continua entre a infeccéo viral e a resposta imune. Primeiramente,
demonstramos que as elevacgdes das transaminases hepéticas estavam
diretamente relacionadas a gravidade da doenca, mostrando sua associagao
com o escore NEWS2 na admisséo e a maior necessidade de UTI ou 0bito, o
gue corrobora com estudos anteriores que correlacionaram a elevacdo das
transaminases hepéaticas com a gravidade da doenca. (Ali, 2020; Ali & Hossain,
2020; C. Huang et al., 2020; Jothimani et al., 2020; Magro et al., 2020; Saini et
al., 2020; Tian & Ye, 2020; Zhong et al., 2020) Especificamente Saini et al. (Saini
et al., 2020) demonstraram que 21% dos pacientes com COVID-19 e enzimas
hepaticas normais necessitaram de UTI, em comparacdo com 37 e 52% entre

aqueles com enzimas hepaticas aumentadas e lesdo hepética, respectivamente.

Em seguida, mostramos que niveis mais elevados de IL-2 e PCR estavam
associados a elevagdes que excediam a faixa de LSN, mas menos do que o
dobro do LSN. IL-2 desempenha um papel central na modulacéo e expressao de
receptores celulares de varias outras citocinas e fatores de transcricdo,
promovendo ou inibindo cascatas de citocinas que se correlacionam com a
proliferacéo de células T CD4 + e CD8 + e com a atividade de células natural
killers. (Gaffen & Liu, 2004; Liao et al., 2011) Em pacientes com COVID-19
hospitalizados devido a hipoxemia, IL-2 aparece em niveis mais elevados,
embora os estudos ndo tenham demonstrado uma correlagao direta com um pior
resultado no quadro do paciente. (De Biasi et al., 2020; Han et al., 2020; Liu et
al., 2020)

Digno de nota, uma correlacdo positiva entre os niveis plasméticos de
PCR e as enzimas hepaticas elevadas foi descrita por outros. (Ali, 2020; Saini et
al., 2020) Em consonancia com essa suposi¢cao, nosso estudo evidenciou que a
proporcao de neutrofilos / linfocitos e IL-10 estdo associados a um aumento de
pelo menos duas vezes o LSN nas transaminases hepaticas, o que pode sugerir
o efeito da hiperinflamacéo levando a lesdo hepéatica. (Zhong et al., 2020) Além
disso, uma linfopenia persistente foi descrita como um marcador de gravidade
da doenca no COVID-19 desde a descricdo da primeira série de casos. Qin e
colaboradores (Qin et al., 2020) demonstraram a presenca de linfopenia, maiores

biomarcadores relacionados a infeccdo (procalcitonina, taxa de
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hemossedimentacao, ferritina sérica e PCR) e elevacdo de varias citocinas
inflamatérias (IL-2R, IL-6, IL-8, IL-10, e TNF-a) nos casos graves de COVID-19
em comparacdo com os nao graves. No entanto, a resposta imune ndo é um
evento isolado, mas sim uma série continua de eventos. Foi demonstrado que
uma queda progressiva na contagem de linfécitos leva a elevagédo progressiva
dos niveis de IL-10, que atua como um regulador de citocinas inflamatorias e um
potencializador da proliferacédo de células B. (Lu et al., 2021; Naing et al., 2016;
Tilg et al., 2002) Assim, estudos tém relacionado niveis mais elevados de IL-10
em pacientes com COVID-19 ao aumento da producdo de outras citocinas
inflamatdrias sistémicas, que podem contribuir para a gravidade da doenca. (Lu
et al., 2021; Luporini et al., 2021) Assim, IL-10 parece ser uma citocina chave no
processo inflamatdério relacionado ao COVID-19 e correlacionar os niveis de IL-
10 com outros parametros inflamatérios pode contribuir para o entendimento de
como essa tempestade de citocinas pode levar a danos em outros 6rgaos, como

o figado.

Este trabalho tem algumas limitacbes que incluem sua natureza
transversal e unicéntrica que evita inferéncias de resultados causais preditivos.
Ademais, os niveis dos parametros enzimaticos e inflamatorios hepaticos foram
registrados uma vez no momento da admissdo, ao passo que medicoes
consecutivas teriam dado uma ideia melhor da dinamica entre a resposta imune
e as elevac0Oes das transaminases hepaticas. Decorrente a baixa prevaléncia de
consumo de &lcool, hepatite viral crénica, cirrose e presenca de esteatose
hepatica ndo foram avaliadas na populacédo do estudo. A baixa prevaléncia de
cada comorbidade avaliada neste estudo impossibilitou a analise de seu impacto

individual no perfil inflamatorio e na gravidade da doenca.

Ainda assim, em conjunto, nossos resultados reforcam a importancia de
analisar os niveis de transaminases hepaticas em pacientes com COVID-19
como um marcador complementar de gravidade da doenca. Além disso, também
pode refletir a dindmica continua entre a infeccdo viral e a resposta imune e a
escolha terapéutica em condicdes em que ha associacdes de medicamentos.
Em resumo, as transaminases hepaticas sdo marcadores complementares da
gravidade da doenca em pacientes com COVID-19. IL-2 surge como um

marcador potencial para eleva¢fes de transaminase limitrofes, enquanto IL-10
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estd principalmente associada a elevacbes de transaminase moderadas a
graves. Essas associacOes refletem a interacdo dinamica continua entre a

infeccao viral e a resposta imune, e suas consequéncias.



52

3.3 - Artigo 3: “Fenilalanina e COVID-19: rastreando marcadores de gravidade”

(Original: Phenylalanine and COVID-19: Tracking Disease severity markers).

Publicado em 01 de novembro de 2021, na revista “International

Immunopharmacology” (Luporini, Pott-Junior, et al., 2021) Figura 3.6

doi.org/10.1016/}.intimp.2021.108313

Figura 3.6. Primeira pagina do artigo “Phenylalanine and COVID-19: Tracking

Disease severity markers”
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3.3.1 - Resultados:

3.3.1.1 - Caracteristicas base dos participantes do estudo

Foram incluidos um total de 166 individuos. A mediana geral de idade foi
de 60 anos, variando de 22 a 99 anos. Cerca da metade era do sexo masculino
(53,6%), com mediana do ICC de 2, e cerca de um quarto (24,7%) deles
apresentava alta comorbidade (ICC = 5). Quase metade era hipertensa (47%),
enguanto a maioria ndo era diabética (69,9%), nem tinha doencas
cardiovasculares (84,9%). Tabela 3.7 resume as caracteristicas demogréficas e
clinicas da linha de base para cada grupo de gravidade. Os pacientes com
doenca leve eram significativamente diferentes daqueles com condi¢Ges
moderadas e graves em relacdo ao sexo, idade, ICC e pontuacdo NEWS2 na
admissdo. Além das diferencas esperadas na pontuacdo do NEWS2 na
admisséo, ndo houve diferencas significativas entre os grupos moderado e

grave.



Tabela 3.7 Caracteristicas dos sujeitos envolvidos
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Variavel Geral (N=166) Leve (n=21) Moderado (n=84) Grave (n=61) p
Sexo masculino 89 (53,6) 5(23,8) 46 (54,8) 38 (62,3) 0,009%
Idade, anos 60 [44-74] 38 [35-49] 61 [47-73] 65 [48-79] < 0,01%
Mais de 65 anos 65 (39,2) 3(14,3) 31 (36,9) 31 (50,8) 0,01°
Comorbidades
Hipertenséo 78 (47) 6 (28,6) 43 (51,2) 29 (47,5) 0,1
Diabetes mellitus 50 (30,1) 3(14,3) 29 (34,5) 18 (29,5) 0,1
Doencas cardiovasculares 25 (15,1) 2 (9,5) 12 (14,3) 11 (18) 0,6
indice de Comorbidade Charlson 2 [0-4] 0 [0-0] 2 [0-4] 3[1-5] 0,001
Tempo do inicio dos sintomas até a internacéo 7 [4-10] 7 [6-10] 7 [4-10] 7 [4-10] 0,8
hospitalar - dias
NEWS2 na internagéo hospitalar 4 [2-5] 1[1-1] 3 [2-4] 5 [5-6] <0,0012¢

Os dados continuos séo apresentados como mediana [ ¥ quartil]. Varidveis categdricas sdo apresentadas como contagens

(percentuais). Comparagdes emparelhadas post hoc (p < 0,05) em pares: 2 Leve vs Moderado,  Leve vs Grave, ¢ Moderado vs

Grave.

NEWS?2; National Early Warning Score 2.
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3.3.1.2 - Fenilalanina e outros parametros laboratoriais de acordo com a
gravidade da doenca

Os niveis séricos basais de fenilalanina e outros parametros laboratoriais
foram avaliados na admissdao hospitalar e estratificados de acordo com a
gravidade da doenca (ver Tabela 3.8). Os testes post hoc indicaram que todos
0s grupos eram significativamente diferentes uns dos outros, exceto para 0s
niveis séricos de IL-4, TNF-a, IFN-y, histidina, ornitina e creatinofosfoquinase. A
fenilalanina foi significativamente menor na doenga leve em comparag¢ao com o0s
grupos moderado e grave (ambos com p ajustado <0,001). A tirosina também foi
menor na doenca leve (ambos com p ajustado = 0,03). Além disso, os individuos
com doenca grave apresentaram menor taxa mediana de filtracdo glomerular
estimada quando comparados aos grupos leve e moderado (p ajustado = 0,05 e
0,04, respectivamente).
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Tabela 3.8 Fenilalanina e outros parametros laboratoriais na admisséo hospitalar,

de acordo com o grupo de gravidade

Geral Leve Moderado Grave
Variavel p

(N=166) (n=21) (n=84) (n=61)
Contagem de linfocitos (10%L) 1,16 [0,72-1,58] 2,17[1,55-2,65] 1,17 [0,35-1,52]  0,8[0,52-1,42] <0, ,001%°
Lactato desidrogenase (U/L) 276 [215-387] 185 [167-265] 247 [205-350] 336 [270-486] < 0,0013*
Proteina C-reativa (mg/dL) 6,5[1,1-13,6] 0,6 [0,1-0,6] 5,1[1,1-11,6] 11,6 [5-18,5] < 0,0013>¢
IL-2 (pg/dL) 14,1[12,9-14,7] 12,2[11,5-13,6] 14,1[13,2-14,8]  14,4[13,6-14,9] <0,001%®
IL-4 (pg/dL) 20 [19,1-21] 19,4 [18,6-20,5] 19,9 [18,8-21] 20,3 [19,4-21,1] 0,1
IL-6 (pg/dL) 35,3[15,8-94,1] 20,1[18,8-22,1] 34,4[23,5-70,6] 59,7 [31,9-140,4] < 0,001%¢
IL-10 (pg/dL) 40,4 [36,9-48,5] 36,1[34,8-37,6] 39,2 [36,7-46,6] 45,5 [40-66,6] < 0,0018
TNF-a (pg/dL) 13,1[12,7-14,5] 13,1[12,6-14,7] 13,1[12,7-14,1]  13,3[12,9-14,6] 0,5
IFN-y (pg/dL) 14,8 [13,9-17,1] 13,9 [13,4-17] 14,9 [13,9-17] 15,1 [14-18,3] 0,1
Relag&o IL-6 / IL-10 0,8[0,6-1,7] 0,6 [0,5-0,6] 0,8[0,6-1,4] 1,1[0,7-2,7] < 0,0013°
Relac&o IL-6 / IFN-y 2,2[1,5, 4,5] 1,4 [1,1-1,6] 2,1[1,5-4,3] 3,5[2,0-8,4] < 0,001
Relagdo TNF-a / IL-10 3[2,7-3,5] 2,8[2,5-2,9] 2,9(2,7-3,4] 3,3[2,9-4,1] < 0,0018°
Fenilalanina (mg/dL) 1,51[1,18-2,08]  1[0,85-1,35] 1,5[1,14-2,23] 1,71[1,43-2,17] < 0,001
Histidina (mg/dL) 0,84 [0,36-1,07] 0,68[0,22-1,03] 0,9 [0,49-1,11] 0,81 [0,35-1,03] 0,2
Ornitina (mg/dL) 0,65 [0,48-0,88] 0,59 [0,48-0,75] 0,64 [0,47-0,86] 0,68 [0,5-0,92] 04
Tirosina (mg/dL) 1,28[0,94-1,60]  1,01[0,9-1,3] 1,29 [1-1,71] 1,36 [1-1,61] 0,042
Creatinina (mg/dL) 0,9[0,7-1,3] 0,9[0,8-1] 0,8[0,7-1,12] 1[0,8-1,6] 0,02°
Taxa de filtragem glomerular 88 [54-105] 95 [83-108] 91 [66-109] 75 [39-171] 0,02°¢
estimada (mL/min/1-73 ™?)
Creatinofosfoquinase (mg/dL) 87 [49-201] 72 [48-114] 86 [51-140] 100 [47-264] 0,2

Os dados continuos s3o apresentados como mediana [*, 3° quartil]. Varidveis categéricas s3o apresentadas

como contagens (percentuais). Comparag¢des emparelhadas post hoc (p < 0,05) em pares: ® Leve vs

Moderado, © Leve vs Grave, ¢ Moderado vs Grave.
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3.3.1.3 - Relacdo entre os niveis séricos de fenilalanina e marcadores
inflamatorios

A relacdo entre os niveis séricos de fenilalanina e as principais citocinas
inflamatérias (IL-2, IL-6 e IL-10) foi avaliada por meio de analise de regresséo
linear ajustada para sexo, idade, comorbidade (ICC) e grupos de gravidade da
doenca. A Tabela 3.9 mostra que o0s niveis séricos de fenilalanina estéo
independentemente e positivamente associados apenas a gravidade da doenca,
independentemente da citocina analisada



Tabela 3.9 Modelos de regresséao linear para a associacao entre niveis séricos de fenilalanina e marcadores

inflamatorios, ajustados para sexo, idade, comorbidade (ICC) e grupos de gravidade.

Variavel dependente: Fenilalanina (log mg/dL)

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Varidveis independentes Coeficiente Coeficiente Coeficiente
padronizado P padronizado P padronizado P
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
IL-2 (log pg/mL) 0,06 (-0,09 —0,21) 0,4 - - - -
IL-6 (log pg/mL) - - 0,13 (-0,02 - 0,28) 0,08 - -
IL-10 (log pg/mL) - - - - 0,09 (-0,06 — 0,24) 0,2
Sexo masculino 0,07 (-0,23 - 0,39) 0,1 0,09 (-0,21-10,4) 0,5 0,08 (-0,22 - 0,39) 0,5
Idade, anos 0,12 (-0,15 - 0,39) 0,3 0,11 (-0,6 — 0,38) 0.4 0,11 (-0,16 — 0,38) 0,4
ICC -0,03 (-0,3-0,24) 0,8 -0,01 (-0,28 — 0,25) 0,9 -0,01 (0,28 - 0,25) 0,9
Gravidade da doenca
Leve Referéncia - Referéncia - Referéncia -
Moderado 0,73 (0,23 - 1,22) 0,004 0,70 (0,22 -1,19) 0,005 0,70 (0,21 -1,19) 0,005
Grave 0,91 (0,39 -1,43) <0,001 0,85(0,34-1,37) 0,001 0,86 (0,35—-1,38) 0,001

IC 95%, 95% intervalo de confianca.
ICC, Indice de comorbidade de Charlson.
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3.3.1.4 - Niveis séricos de fenilalanina como marcador da gravidade da
doenca

Considerando um possivel papel da fenilalanina como um marcador de
gravidade da doenca independente dos principais marcadores de inflamacéo,
avaliamos ainda a evolucao temporal dos niveis séricos de fenilalanina durante
os primeiros dez dias do inicio da doenca até a admissao hospitalar. A Figura.
3.7 mostra a distribuicdo dos niveis séricos de fenilalanina em cada grupo de
gravidade da doenca em funcdo do tempo desde o inicio da doenca até a
admisséo hospitalar. Na figura, os niveis séricos de fenilalanina em gravidade
leve tém concentracdes mais baixas e menos variaveis ao longo do tempo do

gue os grupos moderado e grave.

Figura 3.7. Distribuicéo dos niveis séricos de fenilalanina de acordo com o tempo

de inicio da doenca até a internacao e gravidade da doenca.

Gravidade da doenca

=  lLeve
4- Moderado

Grave

T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nivel plasmatico de fenilalanina (mg/dL)

Dias de sintomas até admissdo hospitalar



60

3.3.2. Discusséo

Ha uma tentativa cada vez maior de responder por que alguns pacientes
com COVID-19 progridem para estados graves e o0s determinantes da
velocidade em que ocorre. Nesse sentido, atualmente, existem varios estudos
sobre parametros clinicos (Li et al., 2021), comorbidades especificas,
(Fernandez Villalobos et al., 2021; Pott Junior & Cominetti, 2021) parametros
laboratoriais bioquimicos (Ciaccio & Agnello, 2020) e hematoldgicos (Delshad et
al., 2021) e alteragBes inflamatérias de citocinas. (Darif et al.,, 2021) Mais
recentemente, alguns estudos trouxeram uma nova perspectiva para COVID-19

através do prisma da metabolémica. (Casari et al., 2021; Lin et al., 2021)

Analisamos o perfil metabolédmico e inflamatoério de adultos com COVID-
19 de acordo com a gravidade da doenca. Demonstramos que a fenilalanina e a
tirosina sdo marcadamente maiores entre os individuos com doenca moderada
a grave. Fenilalanina é um aminoécido essencial, adquirido somente pela dieta
e no jejum o fluxo de fenilalanina € liberado pela quebra de proteinas sendo que
niveis mais elevados de fenilalanina estdo associados a proteélise corporal ou
estado catabolico. (Matthews, 2007) Mostramos que a fenilalanina manteve uma
associagdo independente com a gravidade da doenca, mesmo apds o ajuste
para diferentes citocinas pro-inflamatorias. Essa associacéo é independente do
tempo entre o inicio dos sintomas e a magnitude do estado inflamatorio. Em
particular, esses achados apontam para a fenilalanina como um marcador

distinto da gravidade da doencga.

A evidéncia da fenilalanina como marcador de gravidade ndo € nova. Um
estudo realizado entre 2017 e 2018, ou seja, antes da pandemia de COVID-19,
avaliou pacientes com diferentes infec¢des graves (SOFA = 2), analisando os
niveis plasmaticos de fenilalanina, leucina, proteina C reativa (PCR) e indices
nutricionais (albumina, pré-albumina e transferrina) e monitorou seus resultados
por trés meses. (Huang et al., 2019) A fenilalanina foi associada a maiores taxas
de mortalidade, admissao em UTI, escores SOFA, episddios de bacteremia,
niveis de PCR e niveis mais baixos de pré-albumina, transferrina e leucina. Ao
dividir os pacientes de acordo com os niveis de fenilalanina, os participantes com
niveis mais elevados de fenilalanina apresentaram maiores escores SOFA, taxas

de admisséo na UTI e niveis de PCR e leucina. (Huang et al., 2019) No entanto,
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este estudo ndo analisou a relacdo dos niveis de fenilalanina com marcadores
inflamatdérios levando em consideracdo possiveis fatores de confusdo em um

modelo multivariado.

Apesar disso, a fenilalanina parece ser um marcador de gravidade
relacionado a dificuldade respiratéria. Recentemente, Xu et al. mostraram que
pacientes com sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) tém perfis
metabolémicos significativamente diferentes dos controles saudaveis. (Xu et al.,
2020) De acordo com seus resultados, os niveis de fenilalanina, D-fenilalanina e
fenilacetilglutamina foram maiores entre os nao sobreviventes. O metabolismo
da fenilalanina foi a via mais notavelmente alterada entre os nao sobreviventes
e sobreviventes. Experimentos com animais in vivo também mostraram que
niveis mais elevados de fenilalanina foram associados a leséo pulmonar grave e
aumento da mortalidade por SDRA. Além disso, Chen et al. relataram
recentemente que a fenilalanina previu mortalidade em pacientes criticamente
enfermos com insuficiéncia cardiaca aguda ou IC crénica agudizada. (Chen et
al., 2020) Na analise multivariada, niveis de fenilalanina 2112 yM previram morte
em um ano, independentemente da idade, escores de avaliagcdo da fisiologia
aguda e da saude crbénica (APACHE Il), SOFA, fibrilacdo atrial, proteina C
reativa, colesterol, pré-albumina, transferrina, IL-8 e IL-10. Assim, evidéncias
apontam para a fenilalanina como um marcador de gravidade da doenca,

especialmente relacionada ao desconforto respiratorio.

A caracteristica respiratoria dominante da COVID-19 é o agravamento
progressivo da hipoxemia arterial, eventualmente levando a SDRA. Para tanto,
a classificacdo de gravidade proposta pela OMS reflete diferentes achados
clinicos e laboratoriais, respostas a terapia e evolucéo clinica. (Siddigi & Mehra,
2020; WHO, 2021) No entanto, a maioria desses marcadores de classe sdo
inespecificos e compartilham semelhangcas com outras condi¢des inflamatorias
e respiratdrias. Assim, estudos anteriores usando analise metabolémica de RMN
mostraram varias anormalidades ao comparar pacientes COVID-19 a individuos
saudaveis, incluindo a reducdo em alguns aminoacidos essenciais (metionina,
isoleucina, histidina, lisina, tirosina e glutamina) e niveis aumentados de
fenilalanina (81%) e acido 2-hidroxibutirico, sugerindo uma condi¢édo de estresse
metabdlico causado pela COVID-19. (Bruzzone et al., 2020)
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A analise ndo direcionada de pacientes ndo criticos COVID-19
demonstrou que a biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano, metabolismo
de fenilalanina, degradacdo de aminoacil-tRNA (&cido ribonucleico
transportador), metabolismo de acido araquidénico e ciclo de &cido tricarboxilico
foram as vias metabdlicas mais importantes afetadas pela infeccdo pelo SARS-
CoV-2. (Barberis et al., 2020) Um estudo metabdlico em escala genbmica
complementou esses achados, revelando um fluxo de fenilalanina
significativamente maior entre pacientes falecidos COVID-19. Ele sugeriu que o
uso de residuos de fenilalanina para a producdo de proteinas virais e sua
subsequente montagem em particulas virais estariam de alguma forma

relacionados a gravidade da doenca. (Mei et al., 2021)

Nossos resultados corroboram com a associacao significativa entre niveis
mais elevados de fenilalanina e gravidade do COVID-19. (Dierckx et al., 2020)
Essa associacdo também esta de acordo com relatos de baixa ocorréncia de
COVID-19 grave entre pacientes com fenilcetonudria, o que foi anteriormente
atribuido a baixa incidéncia de deficiéncia de vitamina D nesses pacientes devido
ao uso de substitutos de proteina em sua dieta.(Rocha et al., 2020) Um dos
nossos pontos fortes foi demonstrar essa associacdo independe do tempo
decorrido entre o inicio dos sintomas e da magnitude do estado inflamatorio. No
entanto, o papel da fenilalanina no ciclo viral e o impacto da alteracdo de seus

niveis no agravamento da gravidade da doenca ainda séo desconhecidos.

Os parametros metabdlicos e inflamatorios registrados uma vez na
admisséo hospitalar, direcionam para medi¢cdes consecutivas e podem fornecer
dados mais fidedignos da dinamica entre os estados metabdlicos e inflamatdrios
e a gravidade da doenca. Portanto, ha poucas informacdes disponiveis sobre as
variacbes nos niveis de fenilalanina durante a hospitalizacdo e deterioracéo

respiratoria.

No entanto, neste estudo observamos um quadro significativo da relacéao
entre os niveis de fenilalanina e marcadores inflamatérios em pacientes adultos
com COVID-19, considerando a gravidade da doenca e as principais
caracteristicas da via metabdlica da fenilalanina. Considerando que o
rastreamento da fenilalanina sérica € um exame de sangue bem conhecido para

o diagnéstico de fenilcetonuria em recém-nascidos, acreditamos que estratégias
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futuras podem permitir a medicao rapida e pratica dos niveis de fenilalanina ap6s
extensa validacao da fenilalanina como um biomarcador relacionado ao COVID-
19.

Neste sentido, 0 acompanhamento destes pacientes ao longo do tempo
sera relevante para avaliar o desempenho diagnéstico dos niveis de fenilalanina
como marcador de gravidade da doencga, e ser objeto de andlises futuras.
Mostramos que a fenilalanina € um marcador de gravidade da doenca e essa
associacao é independente do tempo entre o inicio dos sintomas e a magnitude
do estado inflamatério. Estes resultados podem contribuir e ajudar a
compreender melhor as vias metabdlicas e inflamatdrias envolvidas no COVID-
19 e oferecer novos insights fisiopatoldgicos sobre a interacéo entre a inflamacao

e 0 metabolismo no COVID-19.
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Capitulo 4 — Conclusdes

Desta forma foi possivel estabelecer biomarcadores que estéo associados
a gravidade de pacientes adultos com COVID-19. Podemos citar as interleucinas
6 e 10 associadas a maior gravidade e maiores escores de comorbidades em
pacientes idosos com COVID-19; as transaminases hepaticas como marcadores
complementares de gravidade em pacientes com COVID-19; e, a fenilalanina
como metabdlito independente associado a gravidade da COVID-19 e potencial

marcador prognéstico.

A deteccdo desses biomarcadores podera contribuir futuramente na
analise da gravidade dos quadros de COVID-19 e auxiliar na melhor conducéo

dos casos pelas equipes de saude responsaveis.

Futuros estudos sdo necessarios para novas analises, dado que nossos
dados sdo de uma fase inicial da pandemia, previamente a vacinagao contra o

SARS-CoV-2 e antecedendo as novas variantes do virus.
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Anexo 1 — indice de comorbidade de Charlson

Peso

1

Condicao Clinica

Infarto do miocardio

Insuficiéncia cardiaca congestiva
Doenga Vascular periférica
Deméncia

Doencga cerebro-vascular
Doenga pulmonar cronica
Doenca tecido conjuntivo
Diabetes leve, sem complicagdo
Ulcera

Hemiplegia

Doencga renal severa ou moderada
Diabetes com complicagao

Tumor

Leucemia

Linfoma

Doenca do figado severa ou moderada

Tumor maligno, metastase
SIDA
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Anexo 2 — Classificacao de Gravidade da Doenca

COVID-19

Doenga moderada (Pneumonia)

Doencga grave (Pneumonia grave)

Anexo 2 - Classificacdo de gravidade da doenga COVID-19

Adolescente ou adulto com sinais clinicos
de pneumonia (febre, tosse, dispneia,
respiracao rapida), mas sem sinais de
pneumonia grave, incluindo saturacdo de
oxigénio (Sp0O2) = 90% no ar do quarto.

Adolescente ou adulto com sinais clinicos
de pneumonia (febre, tosse, dispneia)
mais um dos seguintes: taxa respiratéria >
30 respiragdes/minuto; problema
respiratério grave; ou SpO2 < 90% no ar
da sala.
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Anexo 3- National Early Warnig Score 2 (NEWS2)

Anexo 3 — National Early Warning Score 2 (NEWS2)

Par@metros

Fisiologicos

F equencia respirciorna
(por minuto)

Sp02 % - Escola

Sp02 % - Escola 2

Ar ambiente ou
oxigénio¢

Presséo artenal
sistélica(mmHg)

Pulso (por minuto)

Consciéncio

Temperatura ("C)

Pontuogao

Ar Ambiente

111-219

51-90

111130




Anexo 4 — SOFA — Avaliacao da Insuficiéncia

Organica Relacionada a Sepse
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Anexo 4 — SOFA - Avaliacio Da Insuficiéncia Organica Relacionada A Sepse

1 2 3 4
Respiragao 5
PaO JFiO,, mmHg <400 <300 <200 <100

Com suporte respiratorio

Coagulagao 5
Plaquetas x 10/mm?® <150 <100 <50 <20
Figado 1,2-1,9 2,0-59 6,0-11,9 >12,0
Bilirrubina mg/dl (pmol/L) (20 - 32) (33 -101) (102 - 204) (< 204)

Cardiovascular
Hipotensao arterial

PAM < 70 mmHg

Dopamina 2 5
ou dobutamina
(qualquer dose)*

Dopamina > 5
ou adrenalina 2 0,1
ounora 20,1

Dopamina > 15
ou adrenalina > 0,1
ou nora > 0,1

Sistema nervoso central

- 12 -l
Escala de coma de Glasgow 13-14 10-12 6-9 <6
Renal 1,2-1,9 20-34 3,5 -4,9 (300 - 440) > 5,0 (> 440)
Creatinina, mg/dl (umol/L) ou diurese (110 - 170) (171 -299) ou < 500 ml/dia ou < 200 ml/dia

*Agentes adrenérgicos administrados por, no minimo, 1 hora (em pg/kg/min)
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Anexo 5 — Escala Clinica de Fragilidade (Versao Brasileira)

Escala Clinica de Fragilidade*

1. Muito Ativo - Pessoas que estiio robustas, alivas, com energia e
motivadas. Essas pessoas normaimente se exerctam regulammente
Elas estdo entre as mais alivas para a sua idade.

doenca, mas estio menos alivas que as da calegoria |
Frequentemente se exercitam ou s30 muito ativas ocasionaimente,

2. Ativo - Pessoas que ndo apresentam nenhum sintoma ativo de
'muo'unmmdou\o.

3. Regular - Pessoas com problemas de salde bem controlados, mas
ndo se exercitam reguiarmente além da caminhada de rotina

4. Vulneravel - Apesar de ndio depender dos oulros para ajuda didnia,
0s sintomas limitam as atvidades. Uma queia
comum é sentir-se mais lento e/ou maks cansado ao longo do dia.

5. Levemente Fragil - Estas pessoas frequentemente apresentam
lenbidio evidenle e precisam de ajuda para alividades instrumentais
A de vida didria (AIVD) mais complexas (financas, transporte, trabalho
1| doméstico pesado, medicagbes). Tipicamente, a fragiidade leve
progressivamente prejudica as compras e passeios
desacompanhados, preparo de refeigies e tarefas domésticas.

6. Moderadamente Fragil - Pessoas que precisam de ajuda em
fodas as atvidades extenas e na manutencio da casa Em casa,
¥ frequentemente tém diicuidades com escadas e necessitam de ajuda
s mmb-mmmdnmm (apoio préximo) para
e ?

Al

7. Muito Fragil - Completamente dependentes para cuidados
pessoats, por qualquer causa (fisica ou cognitiva). No entanto, so
aparentemente estaveis e sem alto risco de morie (dentro de 6
meses).

=
b

8. Severamente Fragil - Completamente dependentes,
aproximando-se do fim da vida Tipicamente incapazes de se
recuperarem de uma doenca leve.

9. Doente Terminal - Aproxmando-se do fim da vida Esta
calegoria se aplica a pessoas com expectativa de wida < 6 meses,
sem outra evidencia de fragilidade.

Pontuando fragilidade em pessoas com deméncia

0 grau de fragilidade corresponde a0 grau do deméncia. Sintomas
comuns na deméncia leve incluem esquecimento dos detalhes de
um evenlo recente, apesar da recordagio do evenlo em si,
repefindo 8 mesma perguniahisionia e afastamento de evenlos
sociais.

Na deméncia moderada, a memdria recenle estda muito
comprometida apesar de aparentemente lembrar bem de fatos do
passado. Quando solicitadas, efas so capazes de fazer o cuidado
pessoal,

Na deméncia severa, elas ndo conseguem realizar cuidados
pessoats sem ajuda

* 1 Canadan Study on Health & Aging. Revised 2008

2. K Rockwood et al. A global chnical measure of finess and faity in eldedy
people. CMAJ 2005; 113489495

©2009. Version 12_EN. ©2018. Version 1.0_Port. Al nights reserved. Gerialric
Modicne Research, Dalhousie Universly, Malfax, Canada. Permession granied
o copy for research and educational purposes only.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Andlise do perfil bioguimico, inflamatério, metaboldmico e imunoldgico dos fendtipos da
COVID-19

Pezquisador: RAFAEL LUIS LUPORINI

Aroa Temitica:

Versdo: 3

CAAE: 37965220.4.0000.5504

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Sao Carlos/UFSCar
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 4. 398177

Apresentacio do Projeto:

As informactes elencadas nos campos “Apresentagio do Projeta”, "Objetive da Pesquisa® e Avaliacao dos
Riscos & Beneficios™ foram retiradas dos arquivos Informagoes Basicas da Pesquisa
(PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1626282, de 29/10/2020), "Cronogramav3.docx”
{(10/11/2020), "desenhopesquisav? pdf de 20/10/2020 e/ou do Projete Detalhads ( ProjeteVTHU, de
29/10/2020): RESUMO, HIPOTESE (=e houver), METODOLOGIA, CRITERIOS de INCLUSAD e DE
EXCLUSAD.

Trata-se de um estudo transversal, com analise comparativa entre os 3 grupos de gravidades de pacientes
com infecclo pelo SARS-CoV-2, analisando histdria clinica, citocinas inflamatérias, metabolémica
(principalmente os acidos graxos de cadeia curta). Foi retirada a andlise do polimorfismo genético.

Grupos do estudo:

1) Grupo haspitalizado, grave: Paciente hospitalizado, com infecgao por SARS-CaV-2 confimmada (RTPCR)
e que tenha necessitado de ventilagao mecinica invasiva OU tenha falecido na internacao;

2) Grupo hospitalizado, moderadoe: Paciente hospitalizado, com infeccao por SARS-CoV-2
confirmada{RTPCR), que nio preencha os critérios acima;

3) Grupo nao-hospitalizade, oligossintomadtices ou assintomaticos: Pacientes pouco sintomaticos, com
infecco por SARS-CoV-2 confirmada por RTPCR gue procuraram os servicos de pronto

Endérego: WASHINGTOM LUIZ KM 235

Bairro: JARDIM GUANABARA CEP: 13.565-905
UF: 5P Municipio: SAD CARLOS
Telefone: (16)3351-9665 E-mail: cephuranos@ulacar b
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atendimento do HU-UFSCar nao necessitaram de internacao.

Infarmou, no resumo, que o estudo teve o inicio previsto para novembro de 2020 e tdrmino em feverairo de
2021, com a previsdo de 50 voluntirios, igualmente divididos nos 3 grupes. Informa que a coleta de dados
dar-se-a através do preenchimento de uma ficha clinica pré-estabelecida, contendo informacdes sobre o
gquadro clinico do paciente. Também serdo utilizados os prontudrios dos pacientes e serao coletadas
amostras de sangue para andlise das citocinas inflamatdrias e metabolémica, no momento da confirmacao
diagndstica de infeccdo por SARS-CoV-2. Uma nova coleta serd realizada entre 60 e 90 dias do inicio dos
sintomas, durante consulta de retorno ambulatorial. Sera realizada da titulaclo de anticorpos através de
ensaio imunoenzimatico recombinante com deteccio de lgG reagente contra SARSCoV-2 e avidez dos
anticorpos contra antigenos do SARS-CoV-2, tendo sido suspensa a andlise do polimorfismo genético. A
hipdtese do presente estudo & gque alguns fatores do hospedeiro, principalmente fatores gastrointestinais,
estdo associados a variabilidades de desfechos clinicos da infeccio por SARS-CoV-2. Dentre esses fatores,
temos as alteracies bioguimicas (de citocinas & metaboldmica).

Objetive da Pasquisa:

Primario: ldentificar alteracdes de citocinas e metabdlitos associados ao eixo intestino-pulmdo (entre eles IL-
18 e dcidos graxos de cadeia curta — acetato, propionate e butirato) associados com pior desfecho em
pacientes com infeccao pelo SARS-CoV-2.

Secundario: Comrelacionar os fendtipos clinicos, alteracdes laboratoriais (hemogramas @ biogquimicos), perfil
imunoldgico (citocinas e mediadores inflamatdrios), em pacientes infectades pelo SARS-CoV-2. Foi retirada
a commelagao com polimorfismos gendticos.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Em relacdo aos riscoz, aponta que este estudo representa um risco minimo para os participantes,
envolvendo a coleta de uma pequena quantidade de sangue. de espirrar ou vomitar durante a coleta.
Quanto aos beneficios, informa os seguintes:

1) O beneficio direto para o participante & que a analise das citocinas inflamatdrias @ metaboldmica poderao
auxiliar em decisdes clinicas no tratamento ao paciente.

2) O principal beneficio do estudo & indireto, na medida em que os dados recolhidos irao ajudar a melhorar e
onentar os esforgos para compreender a doenca causada SARS-CoV-2, e fornecendo
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valioza contribuigao para o manejo da doenga, ao passo que caracteriza o perfil da populagao afetada.

Comentarios & Conslderagbes sobre a Pesqulsa:
Trata-se de uma pesquisa com relevancia cientifica e social e respeita os preceitos éticos estabelecidos pela
Resolugao CHNS 466/2012 e suas complementares.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacies”

Recomendacbes:
Vide campo "Conclustes ou Pendéncias & Lista de Inadeguactes"

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Pendéncias resolvidas.

Consideragdes Finals a critério do CEP:

O parecer do relator foi apreciado por uma cAmara técnica virtual do CEP, atendendo 4s recomendacgies da
Conep para andlises de protocolos de pesquiza relativos a4 Covid-19. Diante do exposto, o Comité de ética
em pesquisa - CEP, de acordo com as atribuictes definidas na Resolugao CNS n® 510 de 2016, manifesta-
@& por considerar "Aprovado” o projeto. Conforme dispde o Capitulo VI, Artigo 28, da Resolugdo N 510 de
07 de abril de 2016, a responsabilidade do pesquisador & indelegavel @ indeclindvel @ compreende os
aspecios élicos e legais, cabendo-lhe, apds aprovagao deste Comité de Etica em Pesquisa: 1 - conduzir o
processo de Consentimento & de Assentimento Livre ¢ Esclarecido; 1ll - apresentar dados solicitados pelo
CEP ou pela CONMEP a qualquer momento; IV - manter os dados da pesquisa em arquivo, figico ou digital,
2ob sua guarda e responsabilidade, por um periodo minimeo de & (cineo) anos apds o término da pesquisa; WV
- apresentar no relatérie final que o projete fol desenvolvido conforme delineade, justificando, quando
ocorridas, a sua mudanga ou interrupgao. Este relatdrio final devera ser protocolado via notificagao na
Plataforma Brasil. OBSERVACAD: Nos documentos encaminhados por Motificagao MAO DEVE constar
alteragao no conteddo do projeto. Caso o projeto tenha sofrido alteragoes, o pesquisador deverd submeter
uma "EMENDA".

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Siuacao

Informagoes FB_INFORMAGOES_BASICAS DO_P | 10/11/2020 Aceilo
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TCLE / Termos de | TCLEV3.doex 101172020 |RAFAEL LUIS Aceito

Assentimento / 14:27:44  [LUPORINI

Justificativa de

Auséncia _

Declara¢ao de OficioSEl pdf 291072020 |RAFAEL LUIS Aceito

Instituicio & 18:27:34  [LUPORINI

nfraestrutura : _ :

Declaracao de Termo_de compromisso HLU_pdf 2910/2020 [RAFAEL LLIS Aceito

Instituicao & 18:27:20 [LUPORINI

Infraestrutura

Folha de Rosto folhaRosto. pdf 291072020 |RAFAEL LUIS Aceito
18:23:29  [LUPORINI

Projeto Detalhado [ | ProjetovdHU . docx 291072020 |RAFAEL LUIS Aceito

Brochura 00:40:13  |LUPORINI

or

Parecer Anterior Carta_Resposta_versao1.doex 20/10/2020 |RAFAEL LUIS Aceito
00:38:27 | LUPORINI

Outras desenhopesquisaV/2 pdf 29M10/2020 [RAFAEL LUIS Aceito
00:36:35 | LUPORINI

Cronograma Cronogramal/3.doex 29/10/2020 [RAFAEL LUIS Aceito
00:36:02 | LUPORINI
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Situacao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciacdo da CONEP:
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Assinado por:
ADRIANA SANCHES GARCIA DE ARAUJO
(Coordenador(a))
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO Uf&sTezm
{Resolucio 466/2012 do CNS)

1. Titule da pesquisa: Analise do perfil bieguimico, inflamatorio e metabolomico dos fenotipos do COVID-19

2. Nome do investigador principal: Prof. Rafael Luis Luporini

3. Instituigdes: Universidade Federal de S3o Carlos / Hospital Universitario da UFSCar

4. Natureza da pesquisa: Estamos convidando vocé para participar da pesquisa intitulada: “Andlise do perfil
bioquimico, inflamatdrio e metaboldmico dos fendtipos do COVID-19" que tem como finalidade conhecer
melhor a infeccdo causada pelo coronavirus, o porque ele afeta de maneiras diferentes as pessoas, com sintomas
variando desde pessoas assintomaticas, até casos graves, com progressdo para necessidade de assisténcia
respiratoria e até mesmo obito.

5. Estamos passando por epidemia decorrente a infecgdo causada por um coronavirus chamado de SARS-Cov-2,
responsdvel por uma doenca conhecdda como COVID-19. Essa doenga pode causar diversos problemas de sadde,
entre eles, sintomas respiratdrios, como falta de ar, dificuldade para respirar, sintomas digestivos, coma diarreia,
dor abdeminal, nausea, vomito e perda do apetite, além de diversos outros sintomas.

6. E necessirio conhecer melhor esse virus que tem afetado um nimero crescente de pessoas no Brasil, incluindo a
cidade de 530 Carlos. E preciso entender por que a doenga apresenta progressdo pior em algumas pessoas,
enquanto pode evoluir de forma sem sintomas em outras.

7. Ohbjetivo: O objetivo do presente estudo é:

a. Avaliar as alteracoes das citodnas inflamatdrias encontradas em pacientes com guadro grave em
tomparacao 3 quadros moderados e leves.

b. Awvaliar as alteractes de proteinas e lipidios {metabolomica) dos pacientes com guadro grave em comparagao
a quadros moderados e leves.

¢.  Analisar as alteragBes bioquimicas dos pacientes com quadro grave em comparagdo a quadros moderados e
lewes.

d. Analizar a quantidade e qualidade de anticorpos contra o SARS-CoV-2 60 a 90 dias apds o inicio dos sintomas.

8. Estamos convidando vocé a participar do estudo porgue recebeu o diagndstico positivo para infecgdo pelo
coronavirus (SARS-CoV-2) durante o atendimento no Hospital Universitario da UFSCar.

9. ExplicacSo dos métodos do estudo: A sua participacio na pesquisa, caso voce concorde e dé o seu
consentimento em participar da pesquisa, consistira em:

a. Histdria médica de seus sintomas, histdrico pessoal e exame fisico detalhados que serdo extraidos de seu
prontudrio

b. A confirmacdo do resultado de positividade do SARS-CoV-2 através de exame prévio.

¢. Coleta de 20 ml de sangue para analise de diversas substancias, entre elas proteinas, gorduras e mediadores
de inflamagio genética no dia do diagndstico e nova coleta apds 60 a 30 dias do inicio dos sintomas.

d. Acoleta de sangue sera realizada no dia em gue receber o diagnostica, em internacao haspitalar ou consulta
ambulatorial de retomo.

e. Todas as coletas serdo realizadas pelos pesquisadores ou por equipe de sadde capacitada. Sera garantida
assisténcia a toda e qualguer doenca diagnosticada durante a pesquisa.

f. O material de sangue serd analisado pelo Laboratdrio de Inflamag3o e Doencas Infecciosas (LIDI) da
Departamenta de Marfologia e Patologia (DMP) da UFSCar se autarizado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) &, quando for o caso, da Comiss3o Nacional de Ftica em Pesquisa (COMEP). As amostras serdo utilizadas
para atender aos objetivos desta pesquisa dado gue o conhecimento sobre o funcionamento de indicadores
de doencas relacionadas & COVID-19 poderd auxiliar no entendimento sobre as possiveis causas e na
melharia das formas de diagndstico e tratamento desta condicio [como por exemplo desenvolvimento de
painel dizagndstico e vacina). Apds as analises, as amostras sero descartadas.

10. Riscos e Desconfortos: A coleta de exame de sangue pode doer, levar a hematoma e inflamacio do vaso
sanguineo manipulado ou mesmo infeccao.

11. Beneficios: Ndo havera beneficio direto para os participantes da pesquisa. Vocé recebera o mesmao tratamento
gue seria indicado em caso de ndo participacdo do protocolo de pesquisa. Vocé colaborard para que se possa
descobrir mais sobre a doenca e levantar hipdteses que possam levar a prevencio ou tratamento da doenga.

12, Esté garantida a resposta a qualguer pergunta ou esclarecimento de duvidas acerca das procedimentos, riscos,
beneficios e outros assuntos relacionados a pesquisa. Contactar o pesguisador responsavel: Prof. Rafael Luis
Luparini, {16} 991549388,

TCLE Versdo 3
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13. Viocé poderd ter acesso aos resultados dos exames realizados durante o estudo.

14. Liberdade em partidipar ou ndo do estudo: E sua escolha participar ou ndo desse estudo. Vord ndo é obrigado a
juntar-se a esse estudo. Voo pode se recusar a participar ou mesmo desistir da pesguisa a qualguer hora,
retirando seu consentimento, sem nenhuma penalizagdo ou prejuizo ao seu tratamento atual ou futuro. Vocé
terd a liberdade de retirar o consentimento de uso e guarda do material bioldgico. Vocé poderd solicitar a
retirada dos seus dados genéticos de bancos onde estejam armazenados.

15. Confidencialidade: Todos os participantes da pesquisa terdo sigilo garantido em relag3o aos seus nomes e outras
infermactes pessoais. Apenas o2 pesquisadores saberdo a identidade de cada participante e seus dados para
contato. Sua amostra de DNA sera codificada de maneira a ndo permitir que ninguém, exceto as pessoas que
trabalham diretamente neste estudo, conectem seu codigo de amostra a suas informagbes pessoais, como seu
nome e enderego. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar a sua identificacdo.

16. Consideragbes éticas adicionais: M3o haverd pagamento para a participagdo na pesquisa. Esta prevista a
assisténcia e indenizacdo a qualgquer eventual dano decorrente da pesquisa de acorde com a resalucio do CNS
n® 466/2012. Qualquer desconforto ou problema decorrente da participacdo da pesquisa pode e deve ser
relatado ao pesquisador: Rafael Luis Luporini nos telefones do item 12.

17. Wocé recebera uma via desse termo, rubricada em todas as suas paginas, onde consta o telefone e endereco do
pesquisador principal, podendo tirar suas dividas sobre o projeto e sua participagdo, agora ou a qualguer
momenta.

18. Declaro que entendi os objetivos, os riscos e beneficios de minha participacio na pesquisa & concordo em
participar. O pesquisador informou que o projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa em seres
humanos do Hospital Universitario da UFSCar. Declaro também gue concordo com a coleta, o depdsito, o
armazenamento e a utilizacio do material bioldgico humano (sangue) para investigacbes pertinentes com os
objetivos desta pesguisa. Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagio na pesquisa
& concordo em participar.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP) EM SERES HUMANOS DA UFSCAR: Sua funcio é fiscalizar, educar, ensinar preceitos
éticos relacionados a pesquisa envolvendo seres humanos, normalmente localizado onde as pesguisas se localizam, e
vinculado 3 Comiss3o Macional de Etica em Pesquisa (COMER) e Conselho Nacional de Satde [CNS) do Ministério da Sadide
{MS). (Pro-Reitoria de Pds-GraduagSo e Pesquisa da Universidade Federal de 530 Carlos)

Enderego: Rodovia Washington Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 - CEP 13.565-905 - 530 Carlos - 5P - Brasil. Telefone (16]
33519685. Endereco eletronico: cephumanos@power.ufscar.br. Hordrio de funcdonamento: 9:00 as 18:00 horas.
COMISSAD MACIONAL DE ETICA EM PESQUISA (COMER)

E uma comissdo do Conselho Nacional de Saide - CNS, que tem a func3o de implementar as normas e diretrizes
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanaos, aprovadas pelo Conselho, tamb€m atuando conjuntamente
com uma rede de Comités de Etica em Pesguisa - CEP- organizados nas instituigdes onde as pesquisas se realizam.
Comiss30 Macional de Etica em Pesquisa = CONEP SRTV 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 32 andar - Asa Norte
CEP: T0719-040, Brasilia/DF

Desta forma, o COMEP e o CEF da UFSCar tem a func3o neste projeto em educar, orientar e aprovar as questdes éticas
envolvidas, assim como fiscaliza-las para garantir o cumprimento das normas por eles estabelecidos.

D “Sim, eu aceito participar da pesquisa e aceito que os pesquisadores acessem meu prontuirio médico para ter
acesso as informagtes necessarias.

D “Mao” - seu me recuso a participar do estudo.

Endereco para contato (24 horas por dia e sete dias por semana):
Pesquisador Responsavel: Rafael Luis Luporini
Endereca: Hospital Universitario Prof?. Dr. Hordcio Carlos Panepucci; R. Luis Vaz de Camies, 111 - Vila Celina, S50

Carlos - 5P, 13566-448
Contato telefdnica: (16) 991549388  E-mail: rafaelluporini@ ufscar br

Local e data:

Nome do Pesguisador Assinatura do Pesguisador

TCLE Versao 3




Apéndice 3 - Protocolo
de extracao de dados



92

ESTUDO TRANSVERSAL COVID-19

Protocolo de Extracdo de Dados Clinicos (avaliados na data da internacéo)

Registro: Data de nascimento: Género (M/F):
Raca: Branca Megra / Parda Qutra
Data inicio sintomas: Data da alta hospitalar:
Data de inicio da dispneia: Obita
Data da admissdo hospitalar: Alta
Data de admissdo na UTI: Transferéncia
Sem admissdo na UTI
Comorbidades: Sinais e sintomas:
Hipertensdo Febre Diarreia
Doenca cardiovascular Fadiga Cefaleia
Doenca cerebrovascular Tosse Vomitos
Diabetes Anorexia Dor abdominal
Céncer Mialgia Congestdo conjuntival
Preumopatia Artralgia Hemoptise
Obesidade Dispneia Anosmia/ageusia
Doenca renal crinica Expectoracdo Espirros
Doenca hepdtica crénica Faringalgia Outro:
HIV MNausea
Tabagismo Tontura
Outra: Coriza
Dados Vitais (primeira afericio do dia): Oferta de oxigénio:

FC:

FR:
Sp02:

PAM:

Glasgow:

Sem necessidade de 02
Cdnula nasal

Mascara facial
Ventilagdo ndo invasiva

Ventilagdo mecinica invasiva

Terapéutica durante a internacio:

Antibidtico: 5 N [ Quallis):

Antiviral: 5 N U Qual{is):

Corticoide: 50 N _ Qualiis):

Heparina: 5 N L Qual{is):
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