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RESUMO

BIOMARCADORES DE INJURIA TUBULAR AGUDA COMO PREDITORES DA
MORTALIDADE NA COVID - 19

A COVID - 19 é uma doenca infecciosa causada por um novo tipo de coronavirus
denominado SARS-CoV-2, que possui alta capacidade de infectar seres humanos e
alta transmissibilidade. A injaria renal aguda (IRA) € uma complicagdo comum em
pacientes graves com COVID-19, acometendo cerca de 50% dos pacientes nas
unidades de terapia intensiva (UTI), além disso, a injaria renal € um fator de risco
para a mortalidade. O uso de biomarcadores urinarios mais sensiveis e especificos
pode ser Util na deteccdo precoce da injuria renal, e podem ser utilizados como
preditores para diferentes eventos. Esse trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar o papel dos biomarcadores urinarios na predicdo da mortalidade em
pacientes graves com COVID-19. Foi realizado um estudo prospectivo com
participantes acometidos pela COVID-19, internados na UTI do Instituto Doutor José
Frota (IJF) em Fortaleza, de junho de 2020 a abril de 2021(12 e 22 onda da COVID-
19). Amostras de sangue e urina foram coletadas em até 24 horas da admissao na
UTIl e os prontuarios dos participantes foram acompanhados a fim de verificar
alteracdes de parametros laboratoriais. A definicdo de IRA foi realizada de acordo
com o critério KDIGO. Os biomarcadores urinarios MCP-1, Nefrina, NGAL e KIM-1
foram quantificados por ELISA e através de curvas ROC foram analisados os
valores preditivos para a mortalidade de cada biomarcador. Além disso, foram feitas
andlises para estimar a chance de sobrevivéncia em 2 meses por meio de modelos
de regressao. A idade média dos participantes foi de 57 + 16 anos. Cerca de 69%
dos participantes desenvolveram IRA durante a internagdo hospitalar e 38% foi a
Obito. Os biomarcadores urinarios nefrina e MCP-1 ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos sobreviventes e 6bito. J& os biomarcadores proteinuria
(0,728; p = 0,004), NGAL (0,750; p = 0,002) e KIM-1(0,749; p = 0,002) apresentaram
bons valores de curvas ROC para prever o Obito. Na andlise combinada
proteinaria*KIM-1*NGAL foi encontrado o melhor resultado (0,810; p < 0,001). Nos
modelos de regressdo de cox, na analise univariada, a razdo proteinuria/creatinina
(>0,90), KIM-1 urinario (>1,8 ng/mg-Cr) e NGAL urinaria (>118,8 ng/mg-Cr) se
associaram a uma menor chance de sobrevida em 2 meses; porém no modelo
multivariado, apds os ajustes apenas a NGAL urinaria se manteve associada,
apresentando hazard ratio = 5,666 (IC 95%: 1,761-18,227). Foi observado um dano
renal tubular de acordo com as altera¢cdes nos niveis dos biomarcadores de injaria
tubular aguda. KIM-1, NGAL e proteindria se correlacionaram com o 6bito, e a NGAL
foi preditora independente para este desfecho.

Palavras-chave: COVID-19, Injaria Renal Aguda, biomarcadores, Lipocalina-2.



ABSTRACT

BIOMARKERS OF ACUTE TUBULAR INJURY AS PREDICTORS OF MORTALITY
IN COVID-19

COVID-19 is an infectious disease caused by a new type of coronavirus called
SARS-CoV-2, which has a high capacity to infect humans and high transmissibility.
Acute kidney injury (AKI) is a common complication in severe patients with COVID-
19, affecting about 50% of patients in intensive care units (ICU), in addition, kidney
injury is a risk factor for mortality. The use of more sensitive and specific urinary
biomarkers can be useful in the early detection of kidney injury and can be used as
predictors for different events. This work was carried out with the objective of
evaluating the role of urinary biomarkers in predicting the mortality of critically ill
patients with COVID-19 in the ICU. A prospective study was carried out with
participants affected by COVID-19, admitted to the ICU of the Instituto Doutor José
Frota (IJF) in Fortaleza, from June 2020 to April 2021 (1st and 2nd wave of COVID-
19). Blood and urine samples were collected within 24 hours of admission to the ICU
and the participants' medical records were monitored to verify changes in laboratory
parameters. AKI was defined according to the KDIGO criteria. The urinary
biomarkers MCP-1, Nephrin, NGAL and KIM-1 were quantified by ELISA and the
predictive values for mortality of each biomarker were analyzed using ROC curves.
Additionally, analyses were performed to estimate the chance of survival at 2 months
using regression models. The average age of participants was 57 + 16 years. Around
69% of participants developed AKI during their hospital stay and 38% died. Nephrin
and MCP-1 biomarkers did not show significant differences between survivors and
death groups. The biomarkers proteinuria (0.728; p = 0.004), NGAL (0.750; p =
0.002) and KIM-1 (0.749; p = 0.002) showed good values of ROC curves to predict
death and in the combined analysis proteinuria*KIM- 1*NGAL was found to provide
the best result (0.810; p < 0.001). In Cox regression models, proteinuria/creatinine
ratio (>0.90), urinary KIM-1 (>1.8 ng/mg-Cr) and urinary NGAL (>118.8 ng/mg-Cr)
were associated with a lower chance of survival at 2 months in the univariate
analysis; however, in the multivariate model, after adjustments, only urinary NGAL
remained associated, presenting a hazard ratio = 5.666 (95% CI: 1.761-18.227).
Tubular renal damage was observed according to changes in the levels of
biomarkers of acute tubular injury. KIM-1, NGAL and proteinuria correlated with
death, and NGAL was an independent predictor for this outcome.

Keywords: COVID-19, Acute Kidney Injury, Biomarkers, Lipocalin-2.
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1. INTRODUCAO

A COVID - 19 (Coronavirus disease) € uma doenca infecciosa causada por
um novo tipo de coronavirus denominado SARS-CoV-2 cuja sigla quer dizer
coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2 (YANG, P.; WANG, 2020). Este
€ um virus de RNA fita simples positiva que possui de 26 a 32 quilobases e pertence
a familia Coronaviridae e ao género Betacoronavirus (LI, G. et al., 2020). Além disso,
0 SARS-CoV-2 apresenta uma alta capacidade de infectar seres humanos e uma
grande transmissibilidade (KHAN et al., 2021).

Originada em Wuhan na China em novembro de 2019, a covid-19 rapidamente
se disseminou de seu epicentro, para mais de 200 paises em todo o mundo, sendo
considerada uma pandemia pela Organiza¢cdo Mundial de Saude no dia 11 de Marc¢o
de 2020 (CUCINOTTA; VANELLI, 2020). Atualmente, cerca de 771 milhdes de
casos foram confirmados no mundo e 6,97 milhdes de pessoas vieram a Obito pela
doenca (WHO, 2023).

O coronavirus é conhecido por causar infeccdes humanas desde a década de
1960 e nesses ultimos 20 anos foi percebido o potencial deste virus para causar
epidemias mortais. A COVID-19 é o terceiro surto de doenca respiratoria nessas
dltimas duas décadas causada por um tipo de coronavirus, que tem perturbado
significativamente o equilibrio socioecondmico de todo o mundo (DOCEA et al.,
2020).

S&o virus zoonoticos, portanto sdo capazes de evoluirem e se adaptarem para
infectar seres humanos (DOREMALEN, VAN et al, 2020;GRALINSKI,
MENACHERY, 2020). O principal reservatério animal para o coronavirus sdo 0s
morcegos, mas ja foram relatadas infeccbes em camundongos, ratos, galinhas,
cachorros, gatos, cavalos e até camelos (HOEK, VAN DER et al., 2004;SHARMA,
A.; AHMAD FAROUK; LAL, 2021;WIT, DE et al., 2016).

Um estudo filogenético mostra que o0 SARS-CoV-2 surgiu a partir de espécies
de morcegos vendidas Mercado de Frutos do Mar do Sul da China em Wuhan, pois
este apresenta uma maior semelhanca genémica com os tipos de coronavirus de
morcego (LU et al., 2020; ZHOU et al., 2020).

Diferentes formas de transmissdo ja foram descritas e estudadas. Como o
SARS-CoV-2 é um virus presente em secrecdes nasofaringeas e salivares, o
principal modo de transmisséo se da atraves de goticulas respiratorias expelidas por
um individuo infectado (particulas aerossois), desse modo, essas particulas
provenientes de tosse e espirros espalham o virus no ar transmitindo para pessoas
nao infectadas (ATHER et al., 2020;GRAHAM CARLOS et al., 2020). Além disso, a
transmissdo também pode ocorrer como resultado do contato com objetos
contaminados, também conhecida como transmissao fomite, pois em lugares
contaminados, como hospitais, as instalagdes comuns (quartos e enfermarias) onde
pacientes infectados estavam sendo atendidos e internados foram identificadas
como forma de transmisséo para pessoas nao doentes, visto que estudos anteriores
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mostraram que o ar desses ambientes estaria contaminado com o SARS-CoV-2 (CAI
et al., 2020;SANTARPIA et al., 2020).

Outros estudos mostraram ainda a possibilidade de transmissédo fecal-oral, ja
gue o SARS-CoV-2 foi detectado em amostras fecais de pacientes infectados,
indicando a capacidade de proliferacdo do SARS-CoV-2 no trato digestivo e a
possivel  transmissdo por essa via (CHEN, L. et al.,, 2020;SOETIKNO et al.,
2020;ZHANG, J. C.; WANG; XUE, 2020).

Os sintomas iniciais da COVID-19 incluem febre, tosse, dispneia, dor de
garganta, cefaleia, mialgia, fadiga, congestao nasal, diarreia, vomitos e alguns casos
evoluem com sintomas mais graves, como a sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SDRA) levando os pacientes a necessitarem de internacdo em unidades de
terapia intensiva (UTI)(HU; HUANG; YIN, 2021;ISER et al., 2020). A forma grave da
doenca pode resultar em morte por insuficiéncia respiratéria progressiva. A idade
avancada e a existéncia de doencas subjacentes, como diabetes, hipertenséo,
obesidade ou imunossupressao, assim como a necessidade de ventilacdo mecanica
invasiva (VMI) estdo correlacionadas com os piores desfechos e evolugéo para o
Obito, sendo considerados fatores de risco para a gravidade (ALBITAR et al.,
2020;GRASSELLI; GRECO et al., 2020;SUN et al., 2020;ZHOU, F. et al., 2020).

1.1 ESTRUTURA E MECANISMOS DE ACAO DO CORONAVIRUS

De um modo geral, os virus de RNA, como o coronavirus, sdo conhecidos por
possuirem uma capacidade de mutacdo muito alta devido aos seus mecanismos de
replicacdo e a falta da atividade de revisdo da RNA polimerase viral (ELENA;
SANJUAN, 2005). Essas mutacdes sdo imprescindiveis para a evolugdo dos virus,
permitindo assim a selecdo natural, resultando em uma maior viruléncia e
adaptabilidade (DUFFY, 2018).

Os genomas dos betacoronavirus (B-CoVs) ja foram elucidados h& muitos anos
e o genoma do SARS-CoV-2 foi elucidado no inicio da Pandemia
(MOUSAVIZADEH; GHASEMI, 2021). Estes, por sua vez, podem ser clivados
proteoliticamente em pequenas proteinas e peptideos importantes para a infec¢éo
viral (PRAJAPAT et al., 2020). A proteina Spike (S), encontrada como proeminéncias
na superficie viral inclui o peptideo de fusédo, enquanto a proteina envelope (E)
possui atividade de viroporina importante para a conclusao do ciclo de infeccéo viral.
A proteina nucleocapsideo (N) forma uma nucleoproteina com o genoma de RNA
fita simples (+) e este complexo nucleoproteico € mantido dentro do capsideo incluso
na proteina matriz (Figura 1) (PRAJAPAT et al., 2020). Essas glicoproteinas
medeiam a entrada nas células hospedeiras(HOFMANN; POHLMANN, 2004). Além
disso, elas tem sido objeto de estudos para possiveis alvos terapéuticos e vacinas
(LI, S. et al., 2019;TANG et al., 2020).

O virus é de RNA fita simples positiva envelopado, entdo a expressédo da
maioria dos genes, exceto genes estruturais tardios, é transcrita diretamente do
genoma. O primeiro obstaculo encontrado para entrada nas células hospedeiras se
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da através dos receptores virais expressos presentes nas membranas do
hospedeiro. Esses receptores ndo apenas influenciam a aderéncia na superficie do
hospedeiro, mas também facilitam a fusdo da membrana(HOFMANN; POHLMANN,
2004). A ligacéo as proteinas da superficie do hospedeiro acarreta numa reacdo em
cadeia que ativa os mecanismos de entrada no hospedeiro, e apos a entrada viral, o
virus libera seu genoma e usa estrutura celular do hospedeiro para a replicacdo de
seu genoma e a producao de novos produtos virais(PERROTTA et al., 2020;WONG,;
SAIER, 2021).

Figura 1. Estrutura do Coronavirus

Spike (S)
Membrana (M)

Nucleocapsideo (N)

Fonte: Adaptado de (LI, G. et al., 2020)

A proteina de superficie Spike € responsavel pela ligacao viral e pela entrada
na ceélula hospedeira. Esta, por sua vez, possui dominios N-terminal e C-terminal, e
duas subunidades principais S1 e S2. Uma dessas subunidades se liga aos
receptores do hospedeiro e atua como um dominio de ligagdo ao receptor (LI, F.,
2016). Essa proteina é o principal alvo do sistema imunolégico do hospedeiro, desse
modo a mesma sofre constantemente uma rapida evolucdo molecular e presséo
seletiva (LI, F., 2016;SAPUTRI et al., 2020).

O processo de entrada do virus nas células hospedeiras ocorre por meio de
uma endocitose mediada por receptor, que no caso € a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE-2), um receptor de superficie celular presente em varios tecidos
epiteliais humanos, incluindo a mucosa oral e nasal, nasofaringe, vasos sanguineos,
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pulmdes, coracdo, estbmago, intestino delgado, coélon, linfonodos, timo, medula
0ssea, baco, figado, rins e até mesmo no cérebro (HAMMING et al., 2004).

Apos a ligacdo da subunidade S da proteina Spike (S) com a ACE-2 o
complexo central de fusdo S é ativado por meio de proteases hospedeiras. Esse
complexo de fusdo da proteina S é clivado por diferentes proteases, como furina,
tripsinas, proteases semelhantes a tripsina, catepsina B (CTS-B), catepsina L (CTS-
L), protease transmembana serina 2 (TMPRSS-2), protease transmembana serina 4
(TMPRSS-4) e protease semelhante a tripsina das vias aéreas humanas (HAT)
(JAIMES; MILLET; WHITTAKER, 2020;0U et al., 2020). A co-expressao da ACE-2 e
TMPRSS-2 normalmente em jangadas lipidicas de superficies celulares, otimizam a
entrada do coronavirus e a formacao de sincicios em células epiteliais respiratérias
(SHULLA et al., 2011).

Além disso, a eficiéncia da ligacdo a ACE-2 é um determinante fundamental
para a transmissibilidade. Diferentes estudos demonstram uma maior afinidade de
ligacdo do SARS-CoV-2 a ACE-2 do que do SARS-CoV a ACE-2, o que pode
explicar o aumento da transmissibilidade do SARS-CoV-2(HWANG et al., 2020;LEI
et al., 2020;WANG, Q. et al., 2020).

A fusdo da membrana e a liberacdo do genoma viral na célula hospedeira pode
ocorrer por meio de uma via ndo endocitica na superficie da membrana da célula, ou
por via endocitica, ativando o complexo de fusédo e liberando seu genoma apés a
maturacdo do endossomo (LAKADAMYALI; RUST; ZHUANG, 2004). A
disponibilidade das proteases do hospedeiro que se encontram nos sitios de ligacdo
extracelulares influenciam no modo como o coronavirus ira adentrar no hospedeiro e
isto é determinante para explicar a variacdo da dinamica da infec¢cdo entre os
diferentes tipos de células (OU et al., 2020).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA COVID-19

A ampla distribuicdo dos receptores de entrada do coronavirus nas células
hospedeiras mostra que este pode infectar diferentes tecidos e 6rgaos. Inicialmente,
foi visto que o principal érgdo afetado era o pulméo; porém, as evidéncias mais
recentes mostraram que a COVID-19 é uma doenca multissistémica com diferentes
manifestagcbes(KUMAR et al.,, 2021). Na maioria dos doentes, muitos nao
apresentaram sintomas respiratorios, mas sim, diversos outros sintomas envolvendo
um ou varios outros 6rgaos, até mesmo o cérebro (GUPTA et al., 2020).

O envolvimento multissistémico na COVID-19 pode ocorrer devido varios
fatores, dentre eles podemos citar como principais, a toxicidade viral direta, a
desregulacéo da resposta imune do hospedeiro, a hiper inflamacéo causada pela
inibicdo da sinalizagdo de interferon, a linfodeplecdo de células T com producéo de
citocinas pro-inflamatdérias como interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), o envolvimento do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), danos
as células endoteliais e tromboinflamacdo (GUPTA et al.,, 2020;KUMAR et al.,
2021).
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O coronavirus possui afinidade pelo trato respiratorio devido a uma grande
expressdo de ACE-2 em diversos tipos de células epiteliais da via aérea como as
células epiteliais alveolares tipo Il (CAO; LI, 2020;SUNGNAK et al., 2020). Atraves
de RT-PCR, o virus e seu RNAmM podem ser encontrados nas vias aéreas
superiores, e com o passar dos dias da doenca, em casos graves, este passa a se
replicar no trato respiratério inferior causando pneumonia e SDRA (WOLFEL et al.,
2020). Além disso, foi sugerido por estudos histopatolégicos que o SARS-CoV-2
apresenta também tropismo para tecidos miocardicos, renais, neurologicos,
faringeos e gastrointestinais (PUELLES et al., 2020;SU et al., 2020;TAVAZZI et al.,
2020;XIAO et al., 2020). Outros estudos de sequenciamento de RNA explicam que a
lesédo de multiplos 6rgéos pode ocorrer devido ao dano viral direto, visto que existe a
expressdo de ACE-2 e TMPRSS-2 também em células secretoras de célice nasal,
colangiocitos,  colondcitos,  queratindcitos  esofagicos, células  epiteliais
gastrointestinais, células B pancreaticas, tubulos proximais renais e poddécitos(PAN
et al., 2020;PUELLES et al., 2020;Ql et al., 2020;ZIEGLER et al., 2020).

O dano as ceélulas endoteliais devido & entrada do coronavirus ser mediada
pela ACE-2 com subsequente inflamacédo e a geracdo de um meio pro-trombaotico
sdo outros possiveis mecanismos fisiopatologicos da COVID-19 (ACKERMANN et
al., 2020;TEUWEN et al., 2020;VARGA et al., 2020). Essa expressdo de ACE-2 foi
demonstrada no endotélio arterial e venoso de varios 6rgaos. Além disso, estudos
histopatologicos mostraram evidéncias microscopicas nas células endoteliais dos
rins e pulmbes de particulas virais(ACKERMANN et al.,, 2020;HAMMING et al.,
2004;VARGA et al., 2020).

A lesdo endotelial causada pela COVID-19 é marcada pela presenca de
neutréfilos e macréfagos ativados nos vasos sanguineos que levam a uma producao
excessiva de trombina, inibindo assim a fibrindlise e ativando as vias do
complemento, que dao inicio a tromboinflamacao, acarretando na deposicdo de
microtrombos com consequentemente disfuncdo microvascular(BIKDELI et al.,
2020;ENGELMANN; MASSBERG, 2013;VARGA et al.,, 2020). Além disso, a
comunicacdo cruzada de plaqueta-neutréfilo e a ativagcdo macrofagica levam a
liberac@o de citocinas pro-inflamatérias, formacdo de armadilhas extracelulares de
neutréfilos (TNES), que ativam as vias de coagulagéo intrinseca e extrinseca, e a
formacdo de fibrina e/ou microtrombo (Figura 2) (CONNORS; LEVY,
2020;KOUPENOVA et al., 2019;MERAD; MARTIN, 2020;YEAMAN, 2010;ZUO et al.,
2020).

A desregulacdo do sistema imunologico e a sindrome de liberagdo de
citocinas, causada por uma grande ativacdo da imunidade inata e linfodeplecao de
células T é encontrada em casos graves de COVID-19 (DONG KIM et al., 2007). A
elevacdo de marcadores inflamatorios séricos, como proteina C-reativa (PCR),
ferritina, velocidade de sedimentacgéo de eritrgcitos, dimero D, fibrinogénio e lactato
desidrogenase sao preditivos da forma grave e se correlacionam com uma maior
mortalidade em pacientes com SARS-CoV-2. Além disso, 0 aumento nos niveis da
IL-6 no soro também foram correlacionados a um pior prognéstico, além de se
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correlacionarem com o aumento nos niveis de fibrinogénio (CUMMINGS et al.,
2020;PETRILLI et al., 2020;RANUCCI et al., 2020;RUAN et al., 2020;WU, C. et al.,
2020;ZHOU, F. et al., 2020).

Figura 2. Mecanismo de les&o endotelial indireta causado pela COVID-19
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Fonte: (NASCIMENTO, DO et al., 2021)

O SRAA é um sistema hormonal formado por varios peptideos reguladores
que fazem parte de processos fisiologicos importantes, como o equilibrio
hemodinamico fisioldgico, que envolve os 6rgédos, figado, pulméo, coracdo e rim, o
equilibrio de fluidos e eletrélitos, a regulacdo da pressao arterial, a permeabilidade
vascular e crescimento tecidual(VADUGANATHAN et al.,, 2020). A enzima
conversora de angiotensina 2 participa dessa via clivando a angiotensina | na
angiotensina inativa 1-9 e clivando a angiotensina Il na angiotensina 1-7, que possui
propriedades  vasodilatadoras, antiproliferativas e  antifibroticas(SANTOS;
FERREIRA; SIMOES E SILVA, 2008;YE et al., 2006).

Essa desregulacdo causada pela COVID-19, constitui outro possivel
mecanismo fisiopatolégico de dano tecidual relacionado a doenca, visto que o virus
regula negativamente a ACE-2, mas ndo a enzima conversora de angiotensina
(ACE), que é responsavel pela conversao da angiotensina | em angiotensina Il, por
este motivo, ocorre um desequilibrio da relacdo fisiol6gica ACE/ACE-2 (Figura 3)
(GUPTA et al., 2020;KUMAR et al., 2020).
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Figura 3. Desregulacdo mediada por ACE-2 induzida pelo SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de (KUMAR et al., 2021).

1.3 ENVOLVIMENTO RENAL NA COVID-19

A injuria renal aguda (IRA) é uma complicacdo comum descrita, de etiologia
multifatorial, que acomete de 20-40% dos admitidos na UTI com COVID-19 além de
ser considerada um marcador de gravidade da doenca e um fator de progndstico
negativo para a sobrevida (RONCO; REIS; HUSAIN-SYED, 2020;ZHOU, F. et al.,
2020). A infecgcédo pelo SARS-CoV-2 pode ndo s6 causar novos danos renais, mas
também aumentar a dificuldade no tratamento e cuidados, bem como a mortalidade
em pessoas com doencas renais subjacentes (HAN; YE, 2021).

Dentre as possiveis causas da IRA, tem-se a presenca da expressao da ACE-2
descrita em varios 0rgaos, incluindo o rim, nos poddcitos e em células tubulares
renais proximais; e assim, alguns estudos sugerem que o0 virus poderia infectar
diretamente o rim causando um dano direto (DIAO et al., 2021;GLOWACKA et al.,
2021;STASI et al.,, 2020). A entrada do SARS-CoV-2 leva conseguentemente a
uma diminuicdo da expressao da ACE-2, diminuindo seu efeito protetor e
acarretando na injaria renal(MALHA et al., 2020).
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Além disso, os pacientes com COVID-19 grave apresentam elevados niveis
séricos de mediadores pro-inflamatorios e disfuncdo das células imunes, culminando
na tempestade de citocinas que é uma sindrome de liberacdo de citocinas (STC),
acarretando em disfuncdo renal da mesma forma que ocorre na sepse(FANI et al.,
2018;FIORENTINO et al., 2018;RAFI AHMED et al., [s.d.]). Desse modo, a IRA pode
ter uma etiologia inflamatéria mediada por uma exacerbacdo da resposta
imune(STASI et al., 2020).

Na STC ocorre uma inflamacéo intrarrenal, com o aumento da permeabilidade
vascular, deplecdo de volume e cardiomiopatia. Essa cardiomiopatia pode causar
estase nas veias renais, ocasionando uma hipotensao renal e hipoperfusédo com
consequentemente reducédo na taxa de filtragdo glomerular (TFG) (RONCO; REIS,
2020).

Outro fator que também favorece a injuria renal € a sindrome cardiorrenal,
como a insuficiéncia ventricular direita secundaria a pneumonia por COVID-19, que
acarreta congestao renal com subsequente IRA, e a disfuncéo ventricular esquerda
que pode ocasionar baixo débito cardiaco, subenchimento arterial e hipoperfusédo
renal(RONCO; REIS; HUSAIN-SYED, 2020).

As disfuncdes renais em pacientes com SARS-CoV-2 também podem ser
explicadas através do crosstalk rim-pulmdo. O aumento dessas citocinas
inflamatorias no sangue causado pela lesdo pulmonar da COVID-19, especialmente
a IL-6, levam a um aumento na permeabilidade capilar alveolar com hemorragia
pulmonar, e podem causar disfuncdo em orgdos distantes como dano endotelial
vascular nos rins(RONCO; REIS, 2020).

Outros fatores que também podem contribuir para IRA na COVID-19 séo
rabdomidlise, sindrome de ativacdo de macréfagos e o desenvolvimento de micro
émbolos e micro trombos devido a hipercoagulabilidade (VARGA et al.,
2020;ZHANG, Y. et al., 2020).

Estudos mostram que esses diagndésticos de IRA na COVID-19 podem estar
sendo subestimados, uma vez que os niveis de creatinina sérica, marcador utilizado
para determinacédo da funcéo renal, podem nao prever precocemente alteracdes nos
rins, sendo assim considerado um marcador tardio. Estudos prévios mostram que
aproximadamente 20% dos pacientes admitidos em unidades de terapia intensiva
(UTI) com COVID-19 precisam de terapia renal substitutiva (TRS) a uma mediana de
15 dias do inicio da doenca(PEIl et al., 2020;ZHOU, F. et al., 2020).

As doengas renais sdo complexas e a avaliacdo clinica € muito focada no
glomérulo(UCHINO et al., 2005). A dosagem da creatinina sérica (sCr) € o marcador
mais utilizado para o diagnéstico e acompanhamento da funcdo renal juntamente
com a taxa de filtracdo glomerular estimada(TFGe); entretanto, a baixa sensibilidade
e especificidade da creatinina ndo fornecem informacdes sobre a etiologia da IRA, o
progndéstico, vias moleculares e respostas ao tratamento(MOLEDINA; PARIKH,
2018). Alem disso, seus niveis séo influenciados por outros fatores nao relacionados
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a TFG, como idade, sexo, massa muscular, metabolismo muscular, uso de alguns
farmacos e estado de hidratacdo(LIMA; MACEDO, 2018).

A identificacdo precoce do envolvimento renal na COVID-19 é fundamental,
uma vez que medidas preventivas e terapéuticas podem ser adotadas a fim de
limitar a IRA ou a sua progressdo para estagios mais avangados, contribuindo
assim, para uma reducdo das complicacfes e das taxas de mortalidade(RONCO;
REIS; HUSAIN-SYED, 2020;ZHANG, W. R.; PARIKH, 2019).

1.4 BIOMARCADORES URINARIOS

Estudos de analise molecular e protebmica permitiram a identificacdo e
quantificacdo de proteinas na urina e na circulacdo sanguinea que sao produzidas
pelos rins ou se acumulam no organismo e que podem ser promissoras para
avaliacdo e caracterizacdo das doencas renais, além disso, eles sdo capazes de
detectar precocemente, identificar o local da lesdo, e predizer o progndstico das
doencas renais (ZHANG, W. R.; PARIKH, 2019).

A lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos (NGAL), é um dos
biomarcadores renais mais estudados(SHANG; WANG, 2016). Pertencente a
superfamilia da lipocalinas, € uma glicoproteina ligada a metaloproteinase-9 da
matriz de neutréfilos que possui 25 kDa. Esta, € uma proteina circulatéria que
participa do transporte de moléculas pequenas e hidrofébicas (esteroides, acidos
graxos livres, prostaglandinas e horménios) para 6rgaos-alvo e é expressa em Varios
tecidos do corpo, como o pulméo, trato gastrointestinal, figado e rim (FLOWER,
1996;JABERI et al., 2021;SONI et al., 2010). No rim, a NGAL é expressa nas células
epiteliais tubulares(MARAKALA, 2022). Diferentes fungdes tém sido associadas a
NGAL, como func¢bes antibacterianas, anti-inflamatorias e protecao contra o estresse
celular e tecidual(JABERI et al., 2021). Além disso, estudos experimentais e clinicos
revelaram que os niveis de NGAL na urina estdo correlacionados com a gravidade
da leséo renal principalmente leséo tubular e podem ser detectados precocemente
guando comparados com marcadores classicos(SHANG; WANG, 2016). A exemplo
disso, um estudo experimental com camundongos mostrou niveis urinarios de NGAL
significativamente elevados dentro de 2 horas apés lesdo de isquemia-reperfuséo
renal(MISHRA et al., 2003).

Os altos niveis de NGAL geralmente ocorrem antes do aparecimento de outros
marcadores renais envolvidos na determinacdo da funcdo renal. Além disso, a NGAL
€ conhecida por prever a mortalidade em doencas renais(JUSHINSKIS et al., 2011)
A NGAL ¢ filtrada pelo glomérulo e reabsorvida pelo tibulo proximal de forma
dependente de megalina, logo a diminuicdo dessa reabsorcao tubular apos IRA
pode levar a um aumento da concentracdo urinaria de NGAL(HVIDBERG et al.,
2005).
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A NGAL ja foi estudada na COVID-19 juntamente com outros biomarcadores
correlacionados a ativacdo de neutrofilos, e seus niveis aumentados foram
independentemente associados a mortalidade; além disso, a ativacdo de neutrofilica
juntamente com a formacdo de armadilnas extracelulares de neutréfilos foram
implicadas na imunopatogenia da COVID-19 grave (ABERS et al., 2021).

Outro marcador amplamente estudado, a molécula-1 da injdria renal (KIM-1), é
uma glicoproteina transmembrana tipo 1 que possui cerca de 90 kDa ap0s clivagem
proteolitica e pode ser encontrada tanto no plasma como na urina. Esta, pertence a
familia de proteinas de imunoglobulina e dominio de mucina de células T e é
expressa nos rins apos lesdo téxica ou isquémica, mais especificamente pelas
células tubulares proximais(BAILLY et al., 2002;KARMAKOVA et al., 2021). Nos rins
saudaveis esta praticamente ausente(HUBANK; SCHATZ, 1994;ICHIMURA et al.,
1998).

KIM-1 possui um receptor de fosfatidilserina que aumenta 0Ss corpos
apoptoticos e fagocitose de detritos necroticos. Esta molécula tem a capacidade de
dar as células epiteliais uma funcéo caracteristica dos fagocitos(BONVENTRE;
YANG, 2010;VISNAGRI; KANDHARE; BODHANKAR, 2015). A expressao dos genes
de KIM-1 reflete danos continuos em varios segmentos tubulointersticiais e no cortex
renal, devido a isso, o0 KIM-1 comecou a ser considerado um biomarcador capaz de
identificar precocemente a IRA além de apresentar possivel papel
preditivo(CHIUSOLO et al., 2010;TSIGOU et al., 2013).

A IRA é um disturbio potencialmente reversivel, uma vez que o epitélio tubular
possui capacidade regenerativa e assim, células com viabilidade preservada passam
por transicdo epitelial-mesenquimal, proliferam e migram para as &areas
afetadas(ANDRIANOVA et al., 2019). Dessa forma, o aumento nos niveis de KIM-1
nas células tubulares proximais na IRA séo o reflexo da atividade de reparacéo, uma
resposta adaptativa, e ndo apenas marcador de lesdo(ZHANG, P. L. et al., 2008).

Estudos mostraram que apls a lesdo renal (isquémica ou téxica) os niveis
aumentados de KIM-1 ajudam a diferenciar a necrose tubular aguda (NTA), da
azotemia pré-renal e da doencga renal crénica (DRC)(TANASE et al., 2019). O
aumento dos niveis de KIM-1 podem ser também usados para identificar pacientes
com risco de progressdo da IRA para a DRC, levando em consideragcdo que oS
niveis estdo sempre muito elevados na DRC(GOBE et al., 2015,LIM et al.,
2013;SABBISETTI et al., 2014).

As quimiocinas sdo pequenas proteinas (5-20 kDa) sinalizadoras secretadas
pelas células do sistema imunologico. A proteina quimioatrativa de mondcitos 1
(MCP-1) foi a primeira quimiocina purificada e caracterizada devido a sua
propriedade quimiotatica de monécitos in vitro em linhagens celulares
humanas(DESHMANE et al., 2009;ZLOTNIK; YOSHIE, 2000).

As principais fontes de MCP-1 s&o células epiteliais, células endoteliais, células
musculares lisas, mondocitos/macréfagos, fibroblastos, astrocitos e células
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microgliais. No rim ela é produzida por células tubulares, células musculares lisas,
células mesangiais, pododcitos e células infiltrantes, como eosindfilos e
mastocitos(HALLER et al., 2016). A MCP-1 é secretada em resposta a citocinas pro-
inflamatorias e desempenha um importante papel no recrutamento seletivo de
mondcitos, neutrdfilos e linfécitos para as lesdes e as infeccdes(MOSER,;
LOETSCHER, 2001). Desse modo, a MCP-1 tem sido estudada na patogénese de
véarias doencas, inclusive na COVID-19(DESHMANE et al., 2009;SINGH; ANSHITA;
RAVICHANDIRAN, 2021).

A MCP-1 ja foi estudada na COVID-19 e seus niveis séricos aumentaram
juntamente com outros mediadores inflamatorios durante a “tempestade de
citocinas”, levando a complicagdes e morte(BULOW ANDERBERG et al., 2021).
Além disso, foi associado o aumento dos niveis de MCP-1 nos infectados com o
novo coronavirus ao desenvolvimento de IRA em pacientes criticos e a insuficiéncia
respiratéria (BULOW ANDERBERG et al., 2021;HUANG et al., 2020;J@NTVEDT
JORGENSEN et al., 2020). Assim, casos de COVID-19 com evolugédo desfavoravel
apresentam expressdo de MCP-1 significativamente maior mostrando seu valor
preditivo, sendo um biomarcador associado a extremidade da doenca e ao risco de
morte(CHEN, Y. et al., 2020;SIERRA et al., 2020).

Além disso, como a MCP-1 é uma quimiocina também produzida por células
renais, ela participa como mediadora nas lesdes renais isquémicas agudas e
toxicas, e a sua utilidade como biomarcador foi demonstrada por diferentes
avaliacoes clinicas onde foram observados altos niveis urinarios nos pacientes com
IRA, pacientes com nefropatia diabética, nefrite lUpica e doenca renal policistica
autossdmica dominante (CHOW et al., 2006;KIM; TAM, 2011;KULKARNI; ANDERS,
2008;0BERMULLER et al., 2014;SATIRAPQJ, 2018).

No néfron, onde ocorre a filtracdo glomerular, tem-se a barreira de filtracdo que
é formada por 3 camadas: epitélio glomerular, a membrana basal e os diafragmas de
fenda, formados pelos processos dos pés dos poddcitos, que sdo responsaveis por
impedir a passagem de proteinas para o filtrado urinario(GARG, 2018). Assim, os
podécitos apresentam papel fundamental para a manutencéo da fungéo renal, sendo
eles, normalmente, o principal foco para véarias doencas renais. Desse modo,
quando a lesdo acomete os poddécitos, ocorre um derramamento de fragmentos
celulares derivados destes e de seus alvos moleculares especificos na urina. Esses
componentes proteicos do diafragma de fenda de poddcitos tém sido cada vez mais
estudados como possiveis biomarcadores para doengas renais e seu monitoramento
(ZENG; SZETO, 2021).

Dentre as principais proteinas da fenda se encontra a nefrina, que possui 180
kDa e pertence a superfamilia das imunoglobulinas. Esta é uma proteina de adeséo
glomerular especializada, expressa a medida que o poddcito vai amadurecendo e se
diferenciando (GARG, 2018;VOGTLANDER et al., 2005;ZENG; SZETO, 2021). Ela é
um componente central do ultrafiltro glomerular, com fungdes estruturais e fungbes
de sinalizagcdo. Possui um dominio extracelular que junto com outros componentes
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parece formar uma peneira molecular porosa, enquanto o seu dominio intracelular
estd associado com proteinas ligadoras que a conectam com o0 citoesqueleto de
actina (PATRAKKA; TRYGGVASON, 2007). Além disso, o0 aumento das
concentracfes urinarias de nefrina podem estar relacionadas com uma leséo
glomerular precoce (CHEN, J. et al., 2019;KANDASAMY et al., 2014).

A nefrina ja foi estudada em diferentes condi¢cdes, se mostrando eficiente na
precisdo diagnostica da nefropatia diabética sendo mais precoce que a albuminuria;
além disso, também mostrou ser um bom marcador para doencas glomerulares em
criancas, e em outro estudo, apresentou um padrdo de distribuicdo alterado em
criangas com sindrome nefrética (GUAN, N. et al.,, 2003;KOSTOVSKA et al.,
2020;WANG, P. et al., 2015). Sendo assim, a dosagem urinaria de nefrina vem se
tornando importante para a deteccéo precoce de podocitopatias(KOSTOVSKA et al.,
2022).

1.5 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos terapéuticos na area médica, a IRA ainda é um grande
problema, sendo frequente nos pacientes com COVID-19 internados na UTI,
apresentando alta taxa de mortalidade (ABDALLAH et al., 2021;BENTO et al., 2023).
Ademais, os altos custos associados ao desenvolvimento da IRA nessas
configuragbes sdo dificeis de ignorar(JANA; MITRA; ROY, 2023). Estudos
observacionais e metanalises mostram uma incidéncia de IRA de 28-34% em todo
0s pacientes hospitalizados e 46-77% nas unidade de terapia intensiva (UTI). Além
disso, 0s pacientes sobreviventes ficam com risco aumentado para injuria renal
futura, diminuicdo da TFGe e desenvolvimento de DRC(MATSUMOTO; PROWLE,
2022).

Estudos mostram que a IRA é um fator de risco independente para mortalidade
e que esse risco de morte aumenta de acordo com a gravidade da IRA (PRASAD;
AGRAWAL, 2020). As altas taxas de mortalidade podem ser atribuidas ao
diagndstico tardio da IRA, visto que o diagndéstico é feito apenas quando a leséo ja
se encontra estabelecida, devido a baixa sensibilidade e especificidade da creatinina
sérica (PARIKH et al., 2013).

Novos estudos mostram que existem biomarcadores mais sensiveis e
especificos que a creatinina sérica sendo capazes de detectar precocemente a IRA
e que o uso desses biomarcadores, em pacientes com alto risco de desenvolver
IRA, pode ser capaz de melhorar o prognéstico dos mesmos(ZHANG, W. R,
PARIKH, 2019).

Desse modo, € necessario identificar precocemente os pacientes com IRA
usando biomarcadores urinarios facilmente quantificaveis na urina, a fim de melhorar
0 manejo com esses pacientes, fornecendo tratamento oportuno e diminuindo a
mortalidade, sobretudo em pacientes graves com COVID-19 nas unidades de
tratamento intensivo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o uso dos biomarcadores urinarios NGAL, KIM-1, MCP-1 e Nefrina
na predicao de 0Obito nos participantes com COVID-19 grave.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o perfil clinico e epidemiolégico dos participantes admitidos na
UTIl com COVID-19 grave.

- Investigar os niveis dos biomarcadores urinarios nos participantes com
COVID-19 grave no momento da admissdo na UTI.

- Comparar os parametros clinicos, exames laboratoriais e os biomarcadores
urinarios nos grupos (sobreviventes/Obito) e correlacionar os valores desses
biomarcadores com o desfecho clinico.

- Comparar os valores preditivos para o 6bito dos biomarcadores urinarios.

- Avaliar o uso de biomarcadores urinarios para a chance de sobrevivéncia de 2
meses.
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3. METODOLOGIA
3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo realizado com pacientes acometidos pela
forma grave da COVID-19, internados no Instituto Doutor José Frota (IJF) em
Fortaleza, Cear4, no periodo de junho de 2020 a abril de 2021 (12 e 22 ondas da
pandemia). O IJF é um hospital terciario, sendo atualmente a maior emergéncia do
estado do Ceara para atendimentos a traumas, lesdes vasculares, intoxicacdes e
gueimaduras (Canal saude, 2023). Durante a pandemia o IJF se tornou um hospital
de referéncia para os casos graves de COVID-19 fazendo varias adaptacdes, como
a transformacao de salas de centro cirdrgico em UTI para COVID-19, uma vez que o
elevado numero de casos sobrecarregou todas as emergéncias do estado.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

CRITERIOS DE INCLUSAO

e Pacientes internados na UTI

e Pacientes de ambos os sexos

e Pacientes com mais de 18 anos

e Pacientes com diagnéstico confirmado por RT-PCR

e Pacientes que aceitaram participar da pesquisa e que assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) - Na impossibilidade de o paciente
nao conseguir assinar, algum familiar ou responsavel assinou o TCLE por ele.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Pacientes com doenca renal prévia
e Pacientes que adquiriram COVID-19 no hospital apés a hospitalizacdo por
outra patologia

3.3 COLETA E PROCESSAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

As amostras de sangue e urina dos participantes foram coletadas em até 24
horas apo0s a admissao na UTI pelos funcionarios do setor. A coleta de amostras de
sangue faz parte da rotina de pacientes internados em UTI. ApOs a coleta, as
amostras séricas foram centrifugadas para a obtencdo do soro e analisadas no
laboratério do IJF. Para a coleta de urina, foram feitos kits contendo coletor urinario
e fitas para identificacdo do material e deixados na UTI do hospital, a fim de que os
funcionéarios do setor conseguissem fazer a coleta de urina dos participantes dentro
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do prazo de até 24 horas da admissdo. Essas amostras de urina foram
posteriormente aliquotadas em microtubos do tipo eppendorf e foram armazenadas
em freezer a -80°C até a andlise dos biomarcadores urinarios no laboratério de
bioprospeccéao farmacéutica e bioquimica clinica.

3.4 ANALISE DE PARAMETROS LABORATORIAIS E CLINICOS

Foi realizado um acompanhamento durante a internagéo dos participantes por
meio de prontuarios, a fim de monitorar a funcéo renal e outros parametros clinicos.
A gravidade dos participantes foi estimada usando o formulario SAPS 3 (do inglés
Simplified Acute Physiology Score 3 — Pontuacéo de Fisiologia Aguda Simplificada),
este € um indice desenvolvido para predizer a mortalidade hospitalar na admissao
da UTI. Todas as dosagens bioquimicas e hematologicas laboratoriais, como
hemograma, creatinina sérica (mg/dL), uréia sérica (mg/dL), tempo de
tromboplastina parcial ativada, sédio (mg/dL), potassio (mEqg/l), aspartato
aminotransferase (AST) (U/l), alanina aminotransferase (ALT) (U/l), lactato
desidrogenase (LDH) (U/l), bilirrubinas (mg/dL), proteina C reativa (PCR) (pg/mL), D-
dimero (ng/ml) foram feitas no laboratério do 1JF, visto que sdo exames solicitados
rotineiramente a pacientes internados, e o0s resultados foram analisados
posteriormente por meio dos prontudrios.

A creatinina urindria (mg/dL) foi quantificada utilizando um analisador
bioquimico automético (COBAS C111, Roche ®). A proteindria foi realizada atraves
do método colorimétrico (Labtest ®). A presenca ou auséncia de IRA foi feita
utilizando o critério KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) que
classifica a lesao renal em 3 estagios, o estagio 1 ocorre quando o aumento da
creatinina sérica é maior ou igual 0,3 mg/dL e até duas vezes o valor da creatinina
basal, ja o estagio 2 ocorre quando ha um aumento entre duas a trés vezes maior
gue a creatinina basal e o0 estagio 3 ocorre quando 0 aumento € maior que 3 vezes 0
valor da creatinina basal, assim como um valor maior que 4mg/dL (KELLUM et al.,
2013).

3.5 DOSAGEM DOS BIOMARCADORES URINARIOS

A determinacdo de NGAL, KIM-1, MCP-1 e Nefrina foi realizada através de
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay; R&D Systems®) que € um ensaio
imunoenzimatico do tipo sanduiche, que se baseia em reac¢des antigeno-anticorpo
detectaveis através de reacdes enzimaticas.

Apo6s as analises dos biomarcadores urinarios, estes tiveram 0s seus valores
corrigidos pela creatinina urinaria, para que fosse retirado o viés da diferenca de
concentracdo urinaria, sendo expressos como mg/g-Creatinina (WAIKAR,;
SABBISETTI; BONVENTRE, 2010).
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

A apresentacdo dos dados categoricos foram feitas como contagens absolutas
e porcentagens. Para a avaliacdo das associacdes entre os dados categoricos foram
utilizados os testes qui-quadrado ou teste exato de Fisher conforme apropriado.
Para a avaliacdo da normalidade dos dados quantitativos foi usado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os dados normais foram apresentados como média = desvio
padrdao e os dados ndo normais foram apresentados como mediana e intervalo
interquartil. A comparagcao dos dados quantitativos entre dois grupos (participantes
de alta versus 0bito) foi realizada através do teste T de Student ou teste de Mann-
Whitney, conforme apropriado.

A capacidade preditiva de morte utilizando os biomarcadores renais foi avaliada
através de curvas ROC onde foram calculadas as areas sob a curva ROC (AUC-
ROC) com intervalos de confiangca de 95%. Os pontos de corte da curva ROC para
cada biomarcador foram examinados e determinados através do maior indice de
Youden e os pontos de corte selecionados capazes de predizer a morte nos
participantes com COVID-19 foram usados para fazer novos grupos com base em
"menor que o ponto de corte" vs "maior que o ponto de corte". Esses novos grupos
foram utilizados a fim de avaliar a chance de sobrevivéncia por 2 meses através da
analise de Kaplan-Meier. O teste de log-rank foi usado para avaliar a diferenca
estatistica entre os dois grupos baseado nos pontos de corte.

Foram avaliados os modelos de regressdo de riscos proporcionais de cox
utilizando os pontos de corte dos biomarcadores urinarios, além dos parametros
previamente associados ao Obito (utilizando-se como condi¢do p < 0,10) e outros
possiveis fatores confundidores, como comorbidades.

A colinearidade das variaveis foi avaliada e no modelo multivariado todos as
variaveis selecionadas foram incluidas manualmente, sendo utilizado o teste
backward with likelihood ratio como método stepwise.

Os dados foram analisados atraves do software SPSS para Macintosh, verséo
23 (NY, EUA;IBM Corp.). Para todos os testes analiticos, o valor de p < 0,05 foi
considerado significativo.

3.7 COMITE DE ETICA

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética nacional de pesquisa com seres
humanos no IJF sob o numero CAAE: 30579020.4.1001.0008. Todos os
participantes foram informados sobre o propésito do estudo e, ao concordarem em
participar da pesquisa, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
antes do inicio da avaliagdo. Os participantes que ndo conseguiam assinar algum
familiar ou responséavel assinou o TCLE.
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4.1 CARACTERISTICAS DOS PARTICIPANTES COM COVID-19 ADMITIDOS NA

UTI

Foram coletadas amostras de urina de 189 casos suspeitos de COVID-19, no
entanto 76 destes tiveram RT-PCR negativo e foram automaticamente excluidos da
pesquisa. Dentre os 113 participantes restantes, 51 foram admitidos na UTI por
outras causas que nédo a COVID-19, tais como acidente vascular cerebral, epilepsia,
cirurgia, traumas, outras infec¢des, causas desconhecidas, além de 4 participantes
com historico de DRC prévia e assim foram excluidos. Desse modo, 58 participantes
com infecgéo por COVID-19 como a principal causa para a internacao na UTI foram

selecionados para serem acompanhados (figura 4).

Figura 4. Fluxograma dos participantes incluidos na pesquisa admitidos na Unidade

de Terapia intensiva.

Pacientes admitidos na UTI
(n =189)

Pacientes com Rt-PCR
positivo para COVID-19
(n =113)

Pacientes com Rt-PCR
negativo para COVID-19
(n =76)

Acidente vascular cerebral
isquémico (n =1)

Epilepsia e convulsées (n = 2)

Cirurgia (n = 2)

Outras infecgdes (n = 13)

DRC prévia (n = 4)

Traumas (n = 12)

Fonte: Figura do autor.

Principais causas desconhecidas
(n=21)

Pacientes admitidos na UTI
devido a COVID-19
(n =58)

A maior parte dos participantes 34 (59%) era do sexo masculino e a idade
média dos participantes foi de 57 £ 16 anos. Além disso, 39 participantes (67%)
possuiam alguma comorbidade dentre hipertensao arterial (43%), obesidade (38%),
cardiopatia (32%), diabetes (29%) e asma (6%). 22 participantes (38%) evoluiram
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para o Obito, no entanto ndo foi encontrada uma correlacdo do Gbito com a presenca
de comorbidades, mas foi observado uma idade média maior neste grupo (63 + 13
versus 53 + 16 anos, p=0.009*) (Tabela 1).

Dentre os participantes incluidos no estudo 40 (69%) desenvolveram IRA na
primeira semana de internacdo, e de acordo com a classificacdo do KDIGO 11
participantes (19%) foram classificados como estagio 1, 12 participantes (21%)
estagio 2 e 17 participantes (29%) estagio 3.

Tabela 1. Caracteristicas epidemiolégicas dos participantes internados com COVID-
19 em unidade de terapia intensiva.

Parametros Grupo total Sobreviventes Obito p
n=58 n=36 n=22

Idade (anos) 56,6 + 15,8 52,6 £ 16,3 63+ 12,8 0,009*

Género 0,544
- Masculino 34 (58,6) 20 (55,6) 14 (63,6)
- Feminino 24 (41,4) 16 (44,4) 8 (36,4)

Tempo entre 0s 10 (6-14) 10 (8-17) 8 (5-13) 0,079

sintomas e admissao

Febre 38 (73,1) 23 (69,7) 15 (78,9) 0,469

Dispneia 53 (91,4) 34 (94,4) 19 (86,4) 0,357

Oximetria 34 (59,6) 20 (57,1) 14 (63,6) 0,627

Comorbidades 39 (67,2) 22 (61,1) 17 (77,3) 0,203
- Cardiopatia 17 (32,1) 9 (26,5) 8 (42,1) 0,242
- Asma 3(5,7) 3(8,8) 0 (0) 0,545
- Diabetes 16 (28,6) 9 (25) 7 (35) 0,427
- Neurolégica 3(5,7) 2 (5,9 1(5,3) 1,000
- Pneumopatia 2 (3,8) 1(2,9) 1(5,3) 1,000
- Obesidade 21 (38,2) 12 (34,3) 9 (45) 0,431
- Hipertensao 25 (43,1) 14 (38,9) 11 (50) 0,407

Legenda: Os dados quantitativos expressos em média = desvio padrdo ou mediana e intervalo
interquartil entre parénteses de acordo com as distribuicdes dos dados. Dados qualitativos expressos em
contagem absoluta e percentuais entre parénteses. O teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fisher
foram aplicados para os dados qualitativos e para os dados quantitativos foram utilizados o teste t de
Student ou o teste de Mann-Whitney de acordo com a normalidade.

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 COMPARACAO DE PARAMETROS CLINICOS, LABORATORIAIS E
BIOMARCADORES URINARIOS

Foi observado que na admissdo na UTI o escore SAPS 3 estava maior no
grupo de participantes que evoluiu para o Obito (p=0,001). Porém ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos para frequéncia cardiaca,
pressdo arterial média, frequéncia respiratoria, lactato arterial e indice de
oxigenagao (Tabela 2).
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Além disso, foi observada uma maior necessidade do uso de VMI durante o
periodo de internacdo na UTI no grupo de participantes que evoluiu para o 6bito
quando comparado ao grupo de sobreviventes (86% versus 56%, p = 0,019), assim
como uma necessidade maior do uso de drogas vasoativas (77% versus 42%,
p=0,008) e dialise (59% versus 22%, p = 0,005) quando comparados ao grupo de
sobreviventes (Tabela 2).

Tabela 2. Comparacéo de parametros clinicos dos participantes com COVID-19 na
admissao e durante a internacdo na UTI

Parametros Sobreviventes Obito p
(n=36) (n=22)

Parametros na admisséo na UTI

Menor presséo arterial média 821145 73,6 £21 0,111

Maior frequéncia cardiaca 105,4 + 19,9 110,5 + 24,8 0,414

Maior frequéncia respiratéria 27,4 +7,2 29,6 £ 6,3 0,308

Maior lactato arterial 1,72+0,79 1,6 £0,69 0,768

Menor indice de oxigenacao 142 (109-204) 135 (85-163) 0,499

Escore SAPS3 51,4+14,1 65,6 + 14,6 0,001*

Pardmetros durante a internacédo na UTI

Duracgéao internamento (dias) 13 (7,5-18,5) 8,5 (6-17) 0,118

Suporte ventilatério 0,019*

- Invasivo 18 (56,3) 19 (86,4)

- N&o Invasivo 14 (43,8) 3 (13,6)

Dialise 8 (22,2) 13 (59,1) 0,005*

Uso de vasopressores 15 (41,7) 17 (77,3) 0,008~

Legenda: Dados quantitativos expressos em média + desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartil
entre parénteses de acordo com as distribuicGes dos dados. Dados qualitativos expressa em contagem
absoluta e percentagens entre parénteses. O teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fisher foram
aplicados para os dados qualitativos e para os dados quantitativos foram utilizados o teste t de Student
ou o teste de Mann-Whitney de acordo com a normalidade.

Fonte: Dados da pesquisa

Com relacdo aos exames laboratoriais realizados durante a admissédo na UTI,
nao houve diferencas significativas entra os grupos de sobreviventes e 0s que
evoluiram para Obito para alguns parametros como, hemoglobina, leucdcitos,
linfécitos, potassio, sédio, AST, ALT, PCR, bilirrubina total e D-dimero. Porém, foi
observado um maior comprometimento dos fatores de coagulagdo, como maior
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) (1,35 = 0,49 versus 1,1 = 0,25,
p=0,026), além de maiores valores de LDH (1027 [747-1299] versus 664 [547-881],
p = 0,008) no grupo que evoluiu para 6bito (Tabela 3).

Avaliando os marcadores renais tradicionais, foi observado um aumento
significativo nos niveis da creatinina sérica (1,15 [0,9-1,5] versus 0,7 [0,6—1,05], p =
0,038) e da ureia sérica (57 [36—117] versus 39 [27-66], p = 0,049) no grupo dos
participantes que evoluiu para Obito em relacdo ao grupo de sobreviventes. Na
analise dos biomarcadores urinarios foi observado que tanto a nefrina como MCP-1,
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relacionados com alteracdes glomerulares e inflamacdo, ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos dos sobreviventes e 0s que evoluiram para
obito. No entanto, os niveis de biomarcadores tubulares renais, como a NGAL
urinaria (148,3 [118,9-229,8] versus 91,9 [70,2-132,6] ng/mg-Cr, p = 0,002) e KIM-1
urinario (3278 [1861-5238] versus 1440 [826—-2362] pg/mg-Cr, p = 0,006)
apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos, juntamente com a razao
proteinuria/creatinina (1,5 [1-2,2] versus 0,6 [0,4-1,2], p = 0,004) (Tabela 3 e Figura
5).

Tabela 3. Comparagdo entre exames laboratoriais e biomarcadores renais nos
participantes com COVID-19 na admisséo e durante a internagéo na UTI

Parametros Sobreviventes Obito p
(n=36) (n=22)

Exames laboratoriais na
admissao da UTI

Hemoglobina (g/dl) 11.8+2.2 11.7+2.2 0,981
Leucdcitos (mm3) 12162 + 4546 14478 + 6479 0,130
Linfécitos (mm3) 806 (559-1087) 920 (602—1246) 0,824
Plaquetas (103/mms3) 265 (208-313) 199 (150-302) 0,109
INR 1,08 £ 0,09 1,25+ 0,47 0,052
TTPa 1,1+0,25 1,35+ 0,49 0,026*
Ureia sérica (mg/dl) 39 (27-66) 57 (36-117) 0.049*
Creatinina sérica (mg/dl) 0,7 (0,6-1,05) 1,15 (0,9-1,5) 0,038*
Potéssio sérico (mEq/l) 4+1 4+1 0,637
Saodio sérico (mg/dl) 144 + 6 145+ 8 0,812
AST (U/) 40 (27-67) 54 (34-72) 0,424
ALT (U/) 49 (29-74) 39 (28-64) 0,35
LDH (U/) 664 (547-881) 1027 (747-1299) 0,008*
Bilirrubina total (mg/dl) 0,54 (0,31-0,82) 0,58 (0,44-0,9) 0,917
PCR (pg/ml) 145,5 (35-194,4) 165,15 (127,1-248,2) 0,15
D-dimero (ng/ml) 2,27 (0,89-2,5) 2,1 (0,6-3,88) 0,813

Biomarcadores
urinarios na admissao

da UTI

Proteinuria/creatinina 0,6 (0,4-1,2) 1,5(1-2,2) 0,004*
NGAL (ng/mg-Cr) 91,9 (70,2-132,6) 148,3 (118,9-229,8) 0,002*
MCP-1 (pg/mg-Cr) 2100,3 (1120,7-3436,5) 3284,9 (1315,7-5072,2) 0,088
Nefrina (pg/mg-Cr) 1227 (679,7-1910,3) 1802,9 (862,8-3294,4) 0,102
KIM-1 (pg/mg-Cr) 1440,5 (826,4—-2362,9) 3278,8 (1861,9-5238,6)  0,006*

Legenda: Dados quantitativos expressos em média + desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartil
entre parénteses de acordo com as distribuices dos dados. Dados qualitativos expressa em contagem
absoluta e percentagens entre parénteses. O teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fisher foram
aplicados para os dados qualitativos e para os dados quantitativos foram utilizados o teste t de Student
ou o teste de Mann-Whitney de acordo com a normalidade.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Figura 5. Blox-pot dos niveis urinarios de cada biomarcador de acordo com
desfecho.

Nefrina MCP-1
80007 p = 12,000
p=0.102 o 0 =0.088 )
I 10,000
6000 —
8000
R I
4000 2 6000
4000
2000+
2000
0- . T
! ' T 1
Saobreviventes Obito Sobreviventes Obito
- KIM-1 600 NGAL
12,000 p =0.006 o p = 0.002
10,000 500 o
8000+ : 4004
6000 300 .
4000 T 200 —_—
0+ ' 0- S
T . T T T
Sobreviventes Obito Sobreviventes Obito

Legenda: blox-pot comparativo dos biomarcadores urinarios quantificados na admissdo da UTI dos
participantes com COVID-19 nos grupos sobreviventes e 4bito.

Fonte: Figura do autor.

4.3 VALORES PREDITIVOS DOS BIOMARCADORES PARA O OBITO

Para encontrar valores preditivos para o obito foram feitas as analises de curva
ROC com os biomarcadores renais que apresentaram diferencas significativas entre
0S grupos de sobreviventes e o grupo que evoluiu para o 0bito, tais como creatinina
sérica, ureia sérica, proteindria, NGAL e KIM-1 urinarios. Os marcadores que
apresentaram os melhores resultados na curva ROC foram KIM-1 (0,749; p = 0,002),
NGAL (0,750; p = 0,002) e proteinuria (0,728; p = 0,004). Além disso, fazendo uma
analise combinada usando proteindria*KIM-1*NGAL foi obtido um resultado melhor
ainda para a curva ROC (0,810; p < 0,001).

Os pontos de corte encontrados através das areas sob a curva ROC para os
biomarcadores foram 118 ng/mg-Cr para NGAL, apresentando uma sensibilidade
76% e especificidade de 71%; 1,81 ng/mg-Cr para KIM-1 apresentando sensibilidade
de 77% e especificidade de 70%; 0,90 para a razdo de proteindria/creatinina
apresentando sensibilidade de 77% e especificidade de 67%; 379 ng/mg-Cr para a
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analise combinada de proteinuria*KIM-1*NGAL apresentando sensibilidade de 71%

e especificidade de 86% (Tabela 4 e Figura 6).

Tabela 4. Valores preditivos para o 6bito de biomarcadores séricos e urinarios
selecionados dos participantes com COVID-19 quantificados na admisséo na UTI

Parametros Corte Sensibilidade Especificidade AUC-ROC p
(%) (%) (IC 95%)

Ureia (mg/dl) 52 68 67 0,659 (0,512—  0,043*
0,807)

Creatinina (mg/dl) 0,85 77 67 0,713 (0,570- 0,007*
0,856)

Proteindria/creatinina 0,90 77 67 0,728 (0,593 0,004~
0,862)

NGAL (ng/mg-Cr) 118 76 71 0,750 (0,616—  0,002*
0,883)

KIM-1 (ng/mg-Cr) 1,81 77 70 0,749 (0,616—  0,002*
0,881)

Combinada (ng/mg- 379 71 86 0,810 (0,691- <0,001*
Cr) 0,928)

Legenda: AUC-ROC: Area sob a curva ROC. Andlise combinada (NGAL*KIM-1*proteindria)

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 6. Analise da curva ROC para o 6bito dos biomarcadores urinarios nos
participantes com COVID-19 admitidos na UTI

Curva ROC para o obito

0.8 T 7

Sensibilidade

Biomarcadores Urinarios

—— Proteinaria
—— NGAL(ng/mg—Cr)
KIM-1(pg/mg—Cr)

- Combinada
— — Linha referéncia

T T T 1
0.4 0.6 0.8 1.0

Especificidade

Legenda: Proteindria: curva azul; NGAL: curva verde; KIM-1: curva cinza; Andlise combinada: curva
vermelha.

Fonte: Figura do autor.

4.4 O USO DE BIOMARCADORES URINARIOS PARA A CHANCE DE
SOBREVIVENCIA DE 2 MESES

Foram feitas andlises de sobrevivéncia e modelos de regressao de riscos
proporcionais de Cox com o0s biomarcadores urinarios com o intuito de estimar a
chance de sobrevivéncia em 2 meses nos participantes com COVID-19 internados
na UTI, estes foram separados em dois grupos de acordo com os valores de corte
encontrados para cada biomarcador. Os grupos foram chamados de “menor que” e
“maior que” o valor de corte.

Usando o teste estatistico de log-rank foi observado que os participantes que
possuiam valores acima dos pontos de corte para todos os biomarcadores urinarios
evoluiram para o obito mais rapido (Figura 7).
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Figura 7. Andlise da sobrevivéncia em 2 meses usando valores de corte
previamente determinados dos biomarcadores urinarios
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Legenda: Curva vermelha: participantes com COVID-19 com niveis urinarios acima do ponto de
corte. Curva azul: participantes com COVID-19 com niveis urinarios inferiores aos pontos de corte.

Fonte: Figura do autor.

Por meio do modelo univariado da analise de regresséo de cox, percebeu-se
que o aumento da idade, escore SAPS3, a razdo proteinuria/creatinina (>0,90), KIM-
1 urinario (>1,8 ng/mg-Cr) e NGAL urinaria (>118,8 ng/mg-Cr) foram os parametros
que se associaram a uma menor chance de sobrevivéncia em 2 meses; porém na
analise multivariada, apdés os ajustes por idade, sexo, SAPS3, LDH (U/l),
necessidade de dialise, comorbidades, uso de vasopressores, pontos de corte para
proteindria, KIM-1 e NGAL, apenas a NGAL urinaria, apresentando hazard ratio =
5,666 (IC 95%: 1,761-18,227), p = 0,004 e a dialise, apresentando hazard ratio =
3,380 (IC 95%: 1.156-9.885), p = 0,026 mantiveram a significancia (Tabela 5).
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Tabela 5. Modelos de regressdo de riscos proporcionais de Cox usando
biomarcadores urinarios para chance de sobrevivéncia em 2 meses

Morte
Parametros hazard ratio IC 95% p
Analise Univariada
Idade (a cada 10 anos) 1,521 1,076-2,150 0,018~
SAPS3 (a cada 30 pontos) 2,422 1,131-5,183 0,023*
Dialise 2,021 0,859-4,756 0,107
Uso de Vasopressores 2,033 0,743-5,563 0,167
Proteinuaria/creatinina (>0.90) 3,962 1,441-10,698 0,007*
KIM-1 (>1,8 ng/mg-Cr) 4,252 1,563-11,565 0,005~
NGAL (>118,8 ng/mg-Cr) 5,363 1,954-14,718 0,001*
Analise multivariada*
Sexo (masculino) 3,341 0,887-12,579 0,075
Didlise 3,380 1,156-9,885 0,026~
NGAL (>118,8 ng/mg-Cr) 5,666 1,761-18,227 0,004*

Legenda: +Modelo ajustado por idade, sexo, SAPS3, LDH, dialise, comorbidades, uso de
vasopressores, pontos de corte de proteindria, KIM-1 urinario, e NGAL urinaria.

Fonte: Dados da pesquisa.
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5. DISCUSSAO

A injuria renal aguda é uma complicagcdo comum em pacientes hospitalizados
com COVID-19 e pode variar desde a presenca de proteinaria isolada e/ou
hematuria até insuficiéncia renal que requer terapia substitutiva(FAROUK et al.,
2020). Diferentes sdo os mecanismos que podem levar ao dano renal apds a
infeccdo, como as respostas inflamatorias e do sistema imune exacerbadas, lesao
endotelial, ativacdo da cascata de coagulagao, interrupcdo do sistema renina-
angiotensina e o crosstalk patologico entre pulméo e rim(LEGRAND et al., 2021).
Além disso, de acordo com o banco de dados genéticos do Centro Nacional de
informacéo biotecnolégica (NCBI), a ACE-2 é expressa quase 100 vezes mais no rim
do que em o6rgaos respiratorios, sendo a sua principal fonte de expresséao a borda
em escova das células tubulares proximais, seguida dos podocitos(TEMIZ et al.,
2022). Essa maior expressao de ACE-2 no rim pode explicar o tropismo do virus

pelo rim levando a uma injUria renal direta.

Dessa forma, juntamente com o pulmao, o rim € um 6rgdo muito vulneravel nos
pacientes graves com COVID-19, e as disfuncdes renais contribuem fortemente para
as altas taxas de 6bito(YANG, C. et al., 2021). Por este motivo, neste trabalho foi
guantificado e analisado biomarcadores urinarios com o intuito de identificar
precocemente as possiveis alteracfes glomerulares e tubulares nos participantes
com COVID-19 internados na UTI, a fim de avaliar as capacidades preditoras dos
mesmos e correlaciona-los ao o6bito.

No presente estudo foi observado que o avanco da idade se correlacionou
diretamente com o Obito, porém ndo foram encontradas correlacbes entre a
diferenca de género e a presenca de comorbidades com a mortalidade, resultado
semelhante foi encontrado em outro trabalho(ABERS et al., 2021). Além disso, no
presente estudo, foi observado que os participantes com uma maior necessidade de
oxigénio suplementar, principalmente através de ventilacdo mecéanica, em uso de
medicamentos vasoativos e que dialisavam possuiam maiores chances de ter uma
faléncia sisttmica, como observado em outros trabalhos(ABERS et al.,
2021;GRASSELLI; ZANGRILLO et al., 2020;RICHARDSON et al., 2020).

Devido ao complexo crosstalk patolégico entre pulméo e rim, a necessidade de
suporte ventilatorio mecanico com alta pressao positiva expiratoria final potencializa
o risco de desenvolver IRA e aumenta consequentemente a chance do Obito nos
pacientes graves com COVID-19(OTTOLINA et al., 2022).

No presente estudo foi observada a presenca de injuria tubular nos
participantes com COVID-19, e uma forte correlacéo desta injaria com a mortalidade,
visto que os valores de marcadores como proteinuria, NGAL e KIM-1 estavam
elevados nos participantes com 0s piores prognésticos e que evoluiram para o
desfecho obito mais rapidamente.
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Apesar da proteinuria ser mais utilizada como marcador de progressao da
DRC, e também ser um fator de risco para problemas cardiovasculares e Obito na
populacdo geral (GORRIZ; MARTINEZ-CASTELAO, 2012); no presente estudo, a
proteinuria se correlacionou com o 6Obito nos participantes sem DRC, principalmente
gquando analisada de forma combinada com os marcadores tubulares KIM-1 e
NGAL.

Outro estudo de forma semelhante, também correlacionou a proteindria com a
mortalidade(HUART et al.,, 2021). A proteindria tem sido encontrada na IRA
associada a COVID-19 (IRA-CoV), apesar desta ser amplamente descrita como uma
forma de leséo tubular aguda. Quando a proteinuria esta presente, mesmo sem a
IRA, ela pode denotar um insulto subclinico MOHAMED; VELEZ, 2021).

A hipoxemia causada pela COVID-19 pode acarretar uma disfuncédo renal,
aumentando a resisténcia vascular e contribuindo para a diminuicdo da perfusao
renal com por conseguinte injuria tubular aguda (DARMON et al.,
2011;FOGAGNOLDO et al., 2022). Diversos estudos cientificos apoiam a ideia de que
a lesdo nos tubular é a lesdo primaria que conduz a IRA-CoV(AKILESH et al.,
2021;CHENG et al., 2020), da mesma forma como ocorre em outras doencas
infecciosas, que também cursam com sindrome da resposta inflamatoria sistémica,
disfuncdo endotelial e choque, sendo precedida por uma descompensacao
hemodindmica que pode ser gradual ou sUbita, ou com descompensacao
respiratéria e sindrome do desconforto respiratério agudo, levando a um quadro
clinico que sugere uma leséo isquémica tubular aguda(GOYAL et al., 2020;GUAN,
W. et al., 2020;HIRSCH et al., 2020;MOHAMED et al., 2020;SHARMA, P. et al.,
2020;ZARBOCK; GOMEZ; KELLUM, 2014).

Além disso, nos pacientes com COVID-19 também tem sido identificado como
fatores de risco para a IRA, além da ventilacdo mecéanica com pressao positiva, a
rabdomidlise e a exposicdo a antibidticos nefrotdxicos que sdo prescritos em casos
mais graves. Assim, o insulto predominante na IRA-CoV pode ser a lesdo tubular
aguda toxica ou coexistir com um insulto tubular agudo isquémico(AKKER, VAN
DEN; EGAL; GROENEVELD, 2013;MOHAMED et al., 2020;MOHAMED; VELEZ,
2021;SHARMA, P. et al., 2020).

As proteinas de baixo peso molecular e proteinas com peso molecular
intermediario, como a albumina, atravessam a barreira no glomérulo e séao
reabsorvidas através das células epiteliais tubulares proximais em condigfes
fisiologicas. Durante a infec¢do pela COVID-19, os dois possiveis mecanismos que
explicam a proteindria sdo uma ruptura da parede capilar glomerular, ocasionando
uma nefropatia associada a COVID-19, ou um problema na reabsor¢cédo tubular
durante a injuria tubular aguda (D’AMICO; BAZZI, 2003;MOHAMED; VELEZ,
2021;NGUYEN; MAYNARD; KIMMEL, 2009;RUSSO et al., 2007).

Em outro estudo, onde a proteindria foi quantificada em pacientes
hospitalizados com COVID-19, revelou que essa proteindria era provavelmente de
origem tubular, embora ndo fossem explicados 0os mecanismos exatos, devido as
limitacbes do proprio estudo; mas acreditava-se que poderia ser pela necrose
tubular aguda ou devido a uma baixa oferta de oxigénio aos tecidos por lesbes
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citopaticas causadas pelo SARS-CoV-2 (ALEEBRAHIM-DEHKORDI et al.,
2020;HUART et al., 2021).

KIM-1 € um marcador urinario expresso primariamente no rim e tem sua
concentracdo aumentada no tubulo proximal apos a lesdo(ICHIMURA et al., 1998).

Possui papel crucial na inflamacé&o e na resposta imune(RONG et al., 2011). Estudos
prévios mostram seu beneficio quando comparado com a creatinina sérica na
deteccdo precoce da IRA(ANDREUCCI et al., 2017;MORESCO et al., 2018). Além
disso, recentemente foi visto que o KIM-1 também é expresso em células epiteliais
pulmonares, assim como em células epiteliais renais, sendo um potencial receptor
para SARS-CoV-2(YANG, C. et al., 2021).

Nesse trabalho, os valores de KIM-1 estavam aumentados no grupo que
evoluiu para 6bito, além disso o KIM-1 apresentou uma boa capacidade preditora
para esse desfecho de acordo com a curva ROC. Na andlise de sobrevivéncia feita
por modelo de regresséo, o KIM-1 se associou a uma diminuigdo da chance de
sobrevivéncia em 2 meses apenas no modelo univariado.

Em outro estudo semelhante feito com os marcadores KIM-1 e o NAG (N-
acetil-beta-glucosaminidase), o KIM-1 também se mostrou significativamente
elevado na admissdo hospitalar nos pacientes com COVID-19, além disso ele
também apresentou bons valores preditivos tanto para o surgimento da IRA durante
a hospitalizacdo, como para a admissao futura na UTI dos pacientes que agravaram.
Por fim, ainda foram encontrados valores maiores de KIM-1 nos pacientes que
atingiram o desfecho “composto” que era composto por presenca de injuria renal
aguda, admissao na UTI (gravidade) e 6bito(VOGEL et al., 2021).

Em outro trabalho feito com biomarcadores de dano renal agudo na predicao
de morte por COVID-19, a razdo de KIM-1/creatinina urinaria elevada, a proteinuria e
a idade superior a 65 anos foram associados a mortalidade no modelo univariado, e
na analise multivariada ap6s os ajustes pela idade, comorbidades e sexo, apenas o
parametro KIM-1/creatinina urinaria continuou associado a mortalidade, mostrando
sua boa capacidade preditora(TEMIZ et al., 2022).

Em um estudo realizado com analise sérica do KIM-1, os seus niveis foram
significativamente maiores nos pacientes com COVID-19 do que no grupo controle,
além disso os niveis de KIM-1 aumentam com a gravidade da doenca(KERGET et
al., 2021). Esse resultado pode estar relacionado com um possivel papel do KIM-1
na endocitose do SARS-CoV, visto que alguns estudos mostram que o KIM-1 pode
estar mais relacionado ao dano renal que ocorre na COVID-19 do que os receptores
ACE. Além disso, o dominio de IgV da molécula KIM-1 € um potencial receptor de
ligacdo ao virus. Essas descobertas com o KIM-1 podem contribuir para que
futuramente ele se torne um alvo terapéutico(KERGET et al., 2021;LUTHER et al.,
2021;RABAAN et al., 2020;YANG, C. et al., 2021).

A NGAL, marcador amplamente estudado em diferentes contextos, € expressa
em baixos niveis em tecidos humanos normais, porém em resposta a injuria renal,
rapidamente € liberada pelas células tubulares, sendo considerada um biomarcador
sensivel e especifico para a deteccao precoce da IRA (DEVARAJAN, 2008;HAASE
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et al., 2009;KUWABARA et al., 2009;MISHRA et al., 2003). Além disso, a NGAL ¢é
uma proteina de fase aguda, dessa forma seus niveis aumentam em muitas
situacdes como, infec¢ao, inflamacéo e isquemia(MOSCHEN et al., 2017).

O presente estudo mostrou através da curva ROC que altos niveis da NGAL
urindria sdo capazes de predizer o 6bito, mesmo apds ajustes para parametros bem
estabelecidos que se correlacionam com 6bito, sendo o Unico biomarcador que se
manteve significativo no modelo de regressdo multivariado da analise da chance de
sobrevivéncia em 2 meses.

Essa capacidade preditora da NGAL para varios desfechos vem sendo
estudada em diferentes patologias, hdo s6 na COVID-19. Em um estudo pediatrico,
a NGAL urinaria se mostrou eficiente na predicdo de mortalidade em pacientes com
IRA de etiologia heterogénea(WESTHOFF et al., 2017).

Em um trabalho prévio, realizado utilizando inteligéncia artificial, NGAL urinaria
e tomografia computadorizada (TC) de térax, foi validado um método progndstico
para o desenvolvimento de IRA e 6bito nos pacientes hospitalizados com COVID-19,
sendo encontrado bons resultados preditores da NGAL urinaria para ambos o0s
desfechos(HE et al., 2021).

Outro estudo de forma semelhante, analisou o uso de diferentes biomarcadores
urinarios, dentre eles NGAL, MCP-1 e KIM-1 no progndostico de pacientes internados
com COVID-19; e estes permaneceram significativamente associados a um maior
risco do desfecho primério, que era a chance de desenvolver IRA no estégio 3, inicio
de uma nova diélise ou morte dentro de 60 dias da admissdo hospitalar(MENEZ et
al., 2022).

Um estudo transversal pediatrico usando NGAL e KIM-1 urinarios, para a
identificacdo de IRA e IRA subclinica precoce em criancas hospitalizadas com
COVID-19, mostrou um aumento desses biomarcadores em relacdo a controles
saudaveis. O mesmo estudo mostrou que um numero significativo de criancas
adquiriu IRA subclinica pela COVID-19, inferindo dessa forma, que o uso desses
biomarcadores, juntamente com os marcadores tradicionais, ajudam na deteccao
precoce da IRA e contribuem para um progndéstico melhor em pacientes pediatricos
com COVID-19(SAYGILI et al., 2023).

Em outro estudo, onde foram analisados biomarcadores séricos nos pacientes
com COVID-19, os niveis da NGAL estavam aumentados nos pacientes com IRA
grave e gque precisavam de TRS, apresentando um desempenho aceitavel para
predizer esses desfechos, porém a dosagem sérica ndo apresentou bom
desempenho para predizer a necessidade de admissao na UTI(PODE SHAKKED et
al., 2022).

Em outro trabalho, realizado com o0s niveis sanguineos de varias proteinas
relacionadas a fungéo imune, dentre elas a NGAL, com o intuito de compreender a
resposta inflamatoria nos pacientes hospitalizados com COVID-19, foi observado
que a NGAL mostrou correlagdo com o risco de morte, juntamente com outras
moléculas derivadas de neutrofilos, além disso, os niveis de NGAL aumentaram a
medida que a gravidade COVID-19 aumentou, mostrando assim a importancia dos
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neutrofilos tanto na fisiopatologia COVID-19 como na sua progressdao(ABERS et al.,
2021).

Ja em um estudo realizado por meio de analise histopatologica renal em
pacientes com COVID-19 que foram a 6bito, a presenca de trombos nos capilares
peritubulares renais em quase todos os pacientes, foi uma dos achados mais
marcantes; além disso, em todas as biépsias dos pacientes com COVID-19, foi
encontrada necrose tubular aguda distribuida extensamente por todo o tecido.
Porém, neste mesmo trabalho foram investigados os niveis de mRNA de genes
envolvidos em varios processos celulares associados a insuficiéncia renal, e néo
foram encontradas alteracdes nos niveis renais de mRNA de NGAL e KIM-1; uma
explicacéo para isso poderia ser o momento que foi realizada a biopsia, visto que os
niveis de mRNA de IL-6, TNFa estavam semelhantes aos do controle também.
Como a NGAL é estimulada pela inflamacgdo, os baixos niveis poderiam ser
explicados por uma falta de inflamacgéao renal (VOLBEDA et al., 2021).

Diante dos resultados encontrados no presente estudo juntamente com O0s
achados na literatura através de outros trabalhos, percebe-se uma boa capacidade
preditora principalmente da NGAL para obito, e bons resultados com o KIM-1,
mostrando que séo biomarcadores que podem ser Uteis na pratica clinica, auxiliando
no manejo dos pacientes com COVID-19, separando o0os grupos de risco e
prevenindo assim complicac6es. Por outro lado, os marcadores urinarios Nefrina e
MCP-1, relacionados a disfuncdo glomerular, ndo se associaram ao Obito no
presente estudo.

A MCP-1 é essencial nos processos inflamatérios atraindo outras células e
fatores inflamatdrios. No rim, é produzida principalmente por células epiteliais
tubulares e estd envolvida no desenvolvimento de inflamacgdo intersticial e
fiborose(MORII et al., 2009;NTRINIAS et al.,, 2019). A sua excrecao urinaria foi
estudada como potencial preditora de grau de fibrose renal em pacientes com
nefropatia por IgQA(SEGARRA-MEDRANO et al., 2017). Além disso, também foi
estudada em outras condi¢cdes, como nas glomerulonefrites primarias, na nefropatia
diabética, na sindrome nefrética paraneoplasica causada por cancer de pulméo e na
nefrite lipica (DANTAS et al., 2007;GUIMARAES et al., 2022;HUNG et al., 2020).

Em um estudo feito em pacientes com COVID-19, no intuito de analisar o perfil
imunolégico através de varios marcadores urindrios, inclusive MCP-1, resultados
semelhantes foram encontrados. Os niveis urinarios de MCP-1 ndo foram preditores
para o0 Obito, nem para o desenvolvimento de IRA, além disso, houve uma
diminuicdo em seus niveis nos pacientes admitidos na UTI. Entretanto, nesse
mesmo estudo, 0s pacientes que apresentaram IRA e se recuperaram tiveram
maiores niveis MCP-1 urinario em relagcdo aos que néo se recuperaram e evoluiram
para obito (LAUDANSKI et al., 2021).

A MCP-1 apresenta um baixo peso molecular, sendo assim livremente filtrada
pelo glomérulo, a elevagédo precoce de seus niveis na urina pode ser devido ao
aumento da concentracdo sérica(MUSIAL; ZWOLINSKA, 2020). Na COVID-19 ja foi
descrito aumento nos niveis séricos de MCP-1 durante a tempestade de citocinas,
juntamente com outros mediadores inflamatorios(SINGH,; ANSHITA;
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RAVICHANDIRAN, 2021). Em outros estudos, foi visto que os niveis de MCP-1
séricos aumentam de acordo com a gravidade da doenca, estando relacionados
inclusive com a mortalidade(CHEN, Y. et al., 2020), e que o desenvolvimento de IRA
se correlaciona com o aumento dos niveis de MCP-1 e outras citocinas inflamatorias,
como IL-1ra, IL-6, IL-8, IL-17a e IP-10(BULOW ANDERBERG et al., 2021). Além
disso, em um estudo realizado com pacientes afro-americanos, os valores séricos de
MCP-1 estavam elevados nos pacientes que precisaram de UTI e foram associados
com risco de mortalidade hospitalar(FONSECA et al., 2021).

A nefrina, proteina de adesao presente na juncao intercelular dos poddcitos,
esta ligada a progressdo da doenca renal. Estudos mostram que a diminuicdo da
expessao desta antecede a perda dos poddécitos tornando-os mais suscetiveis e
impossibilitados de se recuperar apos a lesdo no glomérulo(VERMA et al., 2018). O
dano glomerular na COVID-19 é incomum, tendo sido descrito previamente em
pacientes negros, mas associado a variantes APOL1 de alto risco, onde nesses
pacientes ndo houve infeccao viral direta nos rins, sendo a possivel causa da
nefropatia a predisposicao genética e resposta do hospedeiro mediada por citocinas
a infeccdo por SARS-CoV-2(WU, H. et al., 2020).

Como no presente estudo ndo houve diferencas significativas nos niveis
urinarios de nefrina e MCP-1 entre os participantes que evoluiram para 6bito, e os
gue sobreviveram, acredita-se que a funcdo glomerular destes ndo foi prejudicada
pelo SARS-CoV-2. Assim, este estudo apoia a hipétese de que o dano tubular renal
é evidente e apenas ele estd associado a morte, em vez de leséo glomerular.

A limitacdo desse trabalho € o pequeno nimero de participantes em um estudo
unicéntrico, além do fato de ser apenas uma coleta de urina no momento da
admissdo hospitalar ndo permitindo assim analisar as mudancas nos niveis dos
biomarcadores. O tamanho amostral foi comprometido com a exclusdo de pacientes
graves que internaram na UTI por outras causas além da COVID-19, visto que essas
outras causas poderiam influenciar no desfecho contribuindo para o 6bito. Além
disso, nos prontuarios faltavam alguns dados clinicos importantes, como
comorbidades prévias e uso de medicamentos nefrotdxicos, informagdes valiosas
gue poderiam contribuir para melhorar o trabalho. Essas limitacdes nao invalidam os
resultados encontrados, porém reforca a importancia de mais estudos nessa linha de
pesquisa.

Assim, outras pesquisas nesse contexto com biomarcadores urinarios e um
maior nimero de participantes sao importantes para avaliar a capacidade preditora
destes, a fim de se obter um melhor manejo clinico e diminuir as taxas de 6bito.
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6. CONCLUSAO

o Nos participantes graves com COVID-19, os niveis de biomarcadores
tubulares, KIM-1 e NGAL urinarios, estavam mais elevados nos pacientes que
tiveram o desfecho 6bito, aléem disso, a NGAL foi preditora independente para este
desfecho.

o Na infec¢do pelo SARS-CoV-2 o rim é acometido, principalmente as células
tubulares renais.

o De acordo com os biomarcadores Nefrina e MCP-1, ndo houve um dano
expressivo a estrutura glomerular em pacientes graves com COVID-19.
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INTRODUGAO
O coronavirus é responsavel por infecgdoes em humanos desde os anos 1960, tendo sido identificadas
novos grupos de virus responsaveis por epidemias na histdria recente da humanidade, como a que ocorreu

no inicio do século XXl na China, causando a sindrome respiratdria aguda (SARS), e no Oriente Médio,
causando a sindrome respiratdria do Oriente Médio (MERS), gerando grande preocupacio desde entao,
devido o grande potencial de disseminacdo para outros paises (KUSCHNAROFF et al., 2015; ). A origem do
coronavirus causador das epidemias em humanos de acordo com as evidéncias cientificas & de
reservatorios animais, havendo deteccao de sua presenca em morcegos e a possibilidade de sua
reemergéncia causando grandes epidemias (MENACHERY et al., 2015; DE WIT et al., 2016). Mais
recentemente, em dezembro de 2019, surgiu um novo grupo de coronavirus, na China, na provincia de
Wuhan {(ZHU et al., 2020), com uma
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caracteristica de maior infectividade, chamado de “novo coronavirus” (COVID-19) ocasionando uma grande
epidemia neste pais asiatico, que logo se disseminou pela Europa e em seguida para as Américas,
atingindo principalmente Estados Unidos, Canada e Brasil até o inicio de abril de 2020, caracterizando uma
pandemia de grande preccupacao para a salde publica mundial (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020). No inicio do més de abril de 2020 havia no mundo mais de 800 mil casos confirmados de infecgao
por COVID-19 e mais de 42 mil obitos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). No Brasil, mais de 6000
casos e 200 ébitos, sendo a regido nordeste a segunda com o maior nimero de casos e o Estado do Ceara
o terceiro com o maior nimero de casos do pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).A via de transmissao
principal & o contato com individuos infectados, através de goticulas respiratérias (KUSCHNAROFF et al.,
2015), sendo a principal faixa etaria acometida a de pessoas entre 30 e 65 anos, e a maioria dos casos
graves ocorrendo em idosos ou pessoas com comorbidades (Y1 et al., 2020). As principais manifestacdes
clinicas sao febre alta (>38°C), tosse seca, dispneia e mialgia (KUSCHNAROFF et al., 2015). Qutros
sintomas, menos frequentes, incluem dor de garganta, mal-estar, rinorreia, diarreia, nauseas e vomitos (Y| et
al., 2020). As formas graves evoluem com insuficiéncia respiratoria, necessitando de terapia intensiva
(KUSCHNAROFF et al., 2015). As alteracdes laboratoriais principais incluem leucopenia, linfopenia,
plaquetopenia e elevacdo de enzimas hepaticas (KUSCHNAROFF et al., 2015). Qutros marcadores esto
elevados na infecgdo por COVID-19, como proteina C-reativa (PCR), VHS e d-dimero, mas o papel dos
mesmos no diagnodstico e progndstico ainda nao esta bem estabelecido (Y1 et al., 2020).A mortalidade do
COVID-19, em torno de 2-3%, € menor que a observada nas outras epidemias causadas por este virus, na
China e no Oriente Médio, no inicio deste século, porém vem atingindo grandes proporgoes, possivelmente
pela grande infectividade e pela grande mobilidade das pessoas no mundo todo. Medidas de isolamento
vem sendo adotadas em varios paises com o intuito de frear o crescimento exponencial da epidemia e,
assim, reduzir o nimero de casos fatais, ao mesmo tempo em que se possibilita o desenvolvimento de
terapia especifica contra o virus (até entao inexistente) e de uma vacina, que também nao existe. Desde a
ocorréncia das epidemias na China e no Oriente Médio (SARS/MERS), estudos vém sendo realizados para

o desenvolvimento de vacinas contra o coronavirus (LEE et al., 2016; EJUANES et al., 2016; NEMOTO et
al., 2017; EYAL et al., 2020).0 tratamento de suporte & a base principal da terapia desta infecgio, apesar de
uma variedade de medicamentos ja ter sido testada para o COVID-19 (Y1 et al., 2020). Uma das medicagbes
que parece ter o efeito mais benéfico & a cloroquina. Durante a pandemia do COVID-19 varios estudos vém
sendo realizado para testar a eficacia da cloroquina em pacientes internados por COVID-19, incluindo
estudos multicéntricos e
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ensaios clinicos (CORTEGIANI et al., 2020; COLSON et al., 2020), devido ao seu conhecido efeito anti-viral
(COLSON et al., 2020), assim como testes com alguns anti-virais (WANG et al., 2020).A atual pandemia
causada COVID-19 tem causado grande preocupagdo as autoridades no mundo todo, e varias
complicagdes tem sido evidenciadas, incluindo lesao renal, que € frequente nas doencas tropicais (DAHER
etal., 2019), o que esta associado ao aumento da gravidade e da mortalidade. E necessario compreender
melhor as manifestagdes clinicas e as complicagdes da infecgdo pelo COVID-19, determinar os possiveis
fatores associados a mortalidade e gual o tratamento mais adequado, incluindo a investigacdo de possiveis
tratamentos especificos. O objetivo principal deste projeto & investigar a infecgdo por COVID-19 em
pacientes internados nas duas maiores areas metropolitanas do nordeste do Brasil (Salvador e Fortaleza),
em seus aspectos clinicos, laboratoriais, prognésticos e terapéuticos. Com isto espera-se contribuir para a
elaboragao e o aperfeicoamento de protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas para a infecgao por COVID-
19, bem como fornecer subsidios para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da infeccao por
COVID-19, tendo por base a compreensao da fisiopatologia da doenga.

HIPOTESE
Ha fatores associados ao prognostico e € necessario compreender melhor as manifestagdes clinicas e o
tratamento da infecgdo pelo novo coronavirus (COVID-19).

METODOLOGIA

Desenho do estudo: Trata-se de um estudo de coorte, prospectivo. Populagdo do estudo: Pacientes
internados por coronavirus (COVID-19) no Hospital Instituto Dr. José Frota, em Fortaleza, Ceara, e no
Hospital Portugués, em Salvador, Bahia, Brasil. Instrumento de pesquisa: Serdo coletadas as informagoes
necessarias para o preenchimento de um formulario de pesquisa semi-estruturado (anexo 1). Parametros
Estudados: Caracteristicas Clinicas: a) Dados socio-demograficos: Idade, sexo, cor, profissao, escolaridade,
naturalidade, procedéncia. b) Histéria clinica — Tempo decorrido entre o primeiro sintoma e o diagndstico
(confirmagao da infecgdo por COVID-19); tempo entre o inicio dos sintomas e o atendimento médico;
presenca de comorbidades (hipertensao, diabetes, doenca renal prévia, neoplasia, doenga hepatica, entre
outras). c) Exame fisico: Pressao arterial, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratdria, peso, estatura, indice
de massa corporal (IMC) e volume urinario de 24 horas. d) Manifestagdes clinicas: Sinais e sintomas (febre,
tosse seca, dispneia, dor de garganta, mialgia, fraqueza, mal-estar, entre outros). Avaliagao laboratorial —

Laboratdrio de Nefrologia e Doengas Tropicais da Universidade
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Federal do Ceara, Brasil: A avaliagao laboratorial geral sera feita de acordo com a rotina dos hospitais, nao
devendo onerar o sistema de salde. Os exames de rotina, que serdo avaliados sao: hemograma completo,
velocidade de hemossedimentagao, proteina C-reativa (PCR), glicemia de jejum, ureia, creatinina (e taxa de
filtrag&o glomerular estimada), sédio, potassio, cloro, calcio @ magnésio plasmaticos, gasometria venosa,
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinoquinase (CK), bilirrubinas totais
e fragcdes, acido Urico, proteinas totais, albumina, globulinas, fosfatase alcalina, tempo de ativagao da
protrombina (TAP), tempo de ativagao parcial da tromboplastina (TTPA) e exame de urina tipo 1. A fungao
renal sera avaliada pelo método tradicional, por meio da dosagem de creatinina plasmatica, sendo estimada
a taxa de filtracao glomerular pela férmula CKDEPI (“Chronic Kidney Disease - Epidemiclogy”) (LEVEY,
2009). A avaliagao laboratorial dos novos biomarcadores sera feita no Laboratdrio de Nefrologia e Doengas
Tropicais da Universidade Federal do Ceara. Serdo colhidos na admissao hospitalar e durante a internagao
(apds 7 dias da admissao e no dia da alta hospitalar). Serdo avaliados ainda os exames que forem
realizados durante a internacdo e no momento da alta, para observar a evolugio dos pacientes e o desfecho
(recuperagao da funcio renal ou desenvolvimento de doenga renal cronica). Os novos biomarcadores serao
quantificados por meio da técnica do imunoensaio ligado a enzima (ELISA) sanduiche, utilizando kit
comercial fornecido pelos fabricantes. A técnica do ELISA sanduiche se baseia na quantificacdo do antigeno
(o biomarcador) através de sua ligagao com anticorpos especificos adsorvidos em placa de 96 pogos (placa
sensibilizada e fornecida no kit pelo fabricante). Serdo seguidos os procedimentos de acordo com as normas
do fabricante. Para a leitura colorimétrica sera utilizado espectrofotdmetro com comprimento de onda de 450
nm. Os resultados das concentragdes dos biomarcadores urinarios serdao normalizados pela creatinina

urinaria da mesma amostira e expressos em “mg/g-Creatinina”.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Serao selecionados os pacientes que tiverem diagnéstico confirmado de COVID-19, por RT-PCR, de acordo
com as normas vigentes preconizadas pelo Ministério da Saude (2020), no periodo de maio de 2020 a
dezembro de 2021, e que obedegcam os seguintes critérios:

(1) Pacientes com idade acima de 18 anos de idade,

(2) Ambos os sexos, e

(3) Assinatura do termo de consentimento livre apds esclarecimentos pertinentes aos testes que serdo
realizados (TCLE).
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CRITERIOS DE EXCLUSAQ

Serao excluidos os pacientes que tiverem os seguintes critérios:

(1) Pacientes com sorologia inconclusiva para COVID-19,

{2) Criangas,

(3) Gestantes,

(4) Portadores de Doenga Renal Cronica em Dialise,

{5) Transplantados renais ou pacientes transplantados de outros érgaos,
(6) Pacientes em uso de imunossupressores,

(7) Pacientes em uso de Quimioterapicos.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Investigar manifestagdes clinicas, complicagdes, fatores prognésticos e tratamento de pacientes internados
devido a infecgdo por Coronavirus (COVID-19) em Salvador e Fortaleza.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

+ Tragar o perfil epidemiolégico dos pacientes internados por COVID-19.

» Descrever as alteragdes laboratoriais encontradas nos pacientes internados por COVID-19.

« Investigar novos biomarcadores de lesdo renal e inflamagao nos pacientes internados por COVID-19 e

avaliar se os mesmos tém relagdo com prognéstico.

« Determinar quais sao os fatores de mau progndstico na infecgao por COVID-19.+ Avaliar as possiveis

complicacbes decorrentes da infeccao por COVID-19 e guais os tratamentos mais adequados.

« Avaliar as medidas terapéuticas instituidas aos pacientes internados por COVID-19.

« Investigar a eficacia de tratamentos especificos direcionados a infecgdo por COVID-19, incluindo
cloroquina e antivirais, prescritos de acordo com a indicagdo do médico assistente de cada paciente.
+ Avaliar possiveis eventos adversos das medicagdes administradas no tratamento da infecgdo por COVID-
19.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Os riscos desta pesquisa serdo minimos. Os pacientes serao submetidos a coletas de amostras de sangue
e urina para a realizagao de exames laboratoriais, sendo o risco relacionado ao
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procedimento, com risco minimo de contaminacdo e acidentes de pungio, uma vez que a coleta sera feita
em laboratério com pessoal especializado. A minimizacao dos riscos sera feita com a coleta de exames
laboratoriais por profissional experiente e qualificado, utilizando material estéril e descartavel. A area a ser
puncionada sera limpa com o uso de algod3o e alcool e medidas de hemostase para conter o sangramento
serao empregadas. Ha também riscos devido a exposicdo de dados pessoais dos pacientes durante a
coleta das informagdes nos prontuarios, porém estes riscos serdo minimizados uma vez que os dados
pessoais ndo serdo coletados nem armazenados nos bancos de dados da pesquisa, uma vez que o objetivo
€ o0 conhecimento clinico de forma geral.

BENEFICIOS

O conhecimento das manifestagdes clinicas, das complicagbes, dos fatores associados ao prognéstico e do
tratamento da infeccao pelo novo coronavirus (COVID-19) & uma necessidade urgente do mundo
contemporaneo, e este € um grande beneficio do presente projeto de pesquisa. Este conhecimento
propiciara um manejo mais adequado dos pacientes infectados pelo COVID-19, além de gerar um
aprofundamento sobre esta doenca. O diagndstico precoce das complicagbes, incluindo lesdo renal
propiciara meios para a adocao de medidas de controle, prevengao e tratamento desta condigao, evitando
(ou pelo menos retardando) o desenvolvimento de insuficiéncia renal crénica. Os individuos que forem
identificados como portadores de lesdo renal serdo encaminhados para acompanhamento com profissional
especializado (Nefrologista) da Universidade de Fortaleza.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um estudo de coorte, prospectivo.
Populacéo do estudo: Pacientes internados por coronavirus (COVID-19) no
Hospital Instituto Dr. José Frota, em Fortaleza, Ceara, e no Hospital Partugués, em Salvador, Bahia, Brasil.
Instrumento de pesquisa: Serao coletadas as informacgdes necessarias para o preenchimento de um
formulario de pesquisa semi-estruturado (anexo
1).Paradmetros Estudados:
Caracteristicas Clinicas:
a) Dados sdcio-demograficos: ldade, sexo, cor, profissdo, escolaridade, naturalidade, procedéncia.
b)Histdria clinica — Tempo decorrido entre o primeiro sintoma e o diagnéstico (confirmacéo da infecgao por
COVID-19); tempo entre o inicio dos sintomas e o atendimento médico; presenca de comorbidades
(hipertensdo, diabetes, doenca renal prévia, neoplasia, doenga hepatica, entre
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outras).

c)Exame fisico: Pressdo arterial, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratdria, peso, estatura, indice de
massa corporal (IMC) e volume urinario de 24 horas.

d) Manifestacbes clinicas: Sinais e sintomas (febre, tosse seca, dispneia, dor de garganta, mialgia, fraqueza,
mal-estar, entre outros).

Avaliacao laboratorial — Laboratério de Nefrologia e Doencas Tropicais da Universidade Federal do Ceara,
Brasil:

A avaliacdo laboratorial geral sera feita de acordo com a rotina dos hospitais, ndo devendo onerar o sistema
de salude. Os exames de rotina, que serdo avaliados sao: hemograma completo, velocidade de
hemossedimentacgao, proteina C-reativa (PCR), glicemia de jejum, ureia, creatinina (e taxa de filtragao
glomerular estimada), sédio, potassio, cloro, célcio e magnésio plasmaticos, gasometria venosa, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinoquinase (CK), bilirrubinas totais e fragdes,
acido Urico, proteinas totais, albumina, globulinas, fosfatase alcalina, tempo de ativagao da protrombina
(TAP), tempo de ativacao parcial da tromboplastina (TTPA) e exame de urina tipo 1. A fungao renal sera
avaliada pelo método tradicional, por meio da dosagem de creatinina plasmatica, sendo estimada a taxa de
filtragdo glomerular pela formula CKDEP! (“Chronic Kidney Disease - Epidemiology™) (LEVEY, 2009).

A avaliag@o laboratorial dos novos biomarcadores sera feita no Laboratério de Nefrologia e Doencas
Tropicais da Universidade Federal do Ceara.

Serdo colhidos na admissao hospitalar e durante a internagao (apds 7 dias da admisséo e no dia da alta
hospitalar). Serao avaliados ainda os exames que forem realizados durante a internacao e no momento da
alta, para observar a evolugdo dos pacientes e o desfecho (recuperagdo da fungcdo renal ou
desenvolvimento de doenca renal crénica). Os novos biomarcadores serdo quantificados por meio da
técnica do imunoensaio ligado

a enzima (ELISA) sanduiche, utilizando kit comercial fornecido pelos fabricantes. A técnica do ELISA
sanduiche se baseia na quantificagao do antigeno (o biomarcador) através de sua ligagao com anticorpos
especificos adsorvidos em placa de 96 pogos (placa sensibilizada e fornecida no kit pelo fabricante). Serdo
seguidos os procedimentos de acordo com as normas do fabricante. Para a leitura colorimétrica sera
utilizado espectrofotédmetro com comprimento de onda de 450 nm. Os resultados das concentracdes dos
biomarcadores urinarios serdo normalizados pela creatinina urinaria da mesma amostra e expressos em
“mg/g-Creatinina”.

Tamanho da Amostra no Brasil: 1.000
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Demais Centros Participantes no Brasil:
REAL SOCIEDADE PORTUGUESA 16 DE SETEMBRO - VALNELIA FRAGA DA SILVA

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Vide item "Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgbes”

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Analise de respostas ao parecer pendente n® 3.983.441 emitido pela Conep em 22/04/2020:

1. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido referente ao arquivo “TCLE.doc", postado na
Plataforma Brasil em 06/04/2020:

1.1. Na pagina 1, |&é-se: "(...) sera disponibilizado parte do material coletado para a pesquisa de novos
exames que poderao identificar marcadores de gravidade (novos biomarcadores), que podem ser utilizados
no futuro como novos testes de laboratorio (novos “exames”)." As pesquisas, em qualquer area do
conhecimento envolvendo seres humanos, deverao observar as seguintes exigéncias: utilizar o material
biolégico e os dados obtidos na pesquisa exclusivamente para a finalidade prevista no seu protocolo, ou
conforme o consentimento do participante. Nao é adequado realizar testes adicionais nas amostras
bioldgicas sem que o participante da pesquisa tenha conhecimento e consentido com a sua realizacgo.
Sendo assim, solicita-se informar que somente os testes em amostras biolégicas que estiverem descritos no
TCLE serao realizados e quando autorizados pelo participante da pesquisa ao assina-lo (Resolugdo CNS n?
466 de 2012, item I11.2).

RESPOSTA: Realizamos a adequagdo do TCLE, excluindo a sentenca que deixava dlvida sobre a possivel
realizagdo de exames no futuro com as amostras biolégicas coletadas dos participantes da pesquisa e
detalhamos quais exames serdo realizamos no Ambito desta pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2. Na pagina 1 1&-se: 1. PARTICIPACAQO NA PESQUISA: Ao participar desta pesquisa vocé ira realizar
alguns exames laboratoriais[...]". O TCLE deve informar quais os exames que serdo realizados no estudo.
Solicitam-se adequacdes.

RESPOSTA: Detalhamos no TCLE quais exames serdo realizamos no &mbito desta pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Endereco: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
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1.3. No projeto, € informado que serao acessados dados demograficos, histéria clinica e manifestagoes
clinicas dos participantes. Assim, se houver intengdo de consultar o prontuario, essa informacao devera
estar claramente expressa no TCLE. Isto visa garantir que o individuo receba as informagbes necessarias
para a tomada de decisdo autbnoma acerca de sua participagdo ou ndo na pesquisa. Diante do exposto,
solicita-se descrever no TCLE que € necessaria a anuéncia do participante da pesquisa para o acesso e uso
dos seus dados registrados no prontuario.

RESPOSTA: Providenciamos o termo de fiel depositario e incluimos a informagao de que serdo consultados
dados dos prontuarios.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.4. O TCLE nao apresenta a numeragao nas paginas. Com o objetivo de garantir a integridade do
documento, solicita-se que sejam inseridos os numeros de cada pagina, bem com a quantidade total delas,
como por exemplo: "1 de X" e assim sucessivamente até a pagina "X de X"

RESPOSTA: Incluimos no TCLE a numeracao das paginas, bem como espago para rubrica de todas as
paginas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.5. Solicita-se que conste no TCLE que todas as paginas deverdo ser rubricadas pelo pesquisador
responsavel/pessoa por ele delegada e pelo participante/responsavel legal (Resolugao CNS n° 466 de 2012,
item IV.5.d).

RESPOSTA: Incluimos no TCLE a numeracdo das paginas, bem como espaco para rubrica de todas as
paginas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.6. O TCLE deve informar os meios de contato com o CEP (endereco, E-MAIL e TELEFONE nacional),
assim como os horarios de atendimento ao publico. Também é necessario apresentar, em linguagem
simples, uma breve explicacao sobre o que € o CEP. Como o estudo envolve analise ética pela Conep,
essas recomendacgdes também devem ser estendidas a esta Comissdo. Solicita-se adequacao.
RESPOSTA: Incluimos os meios de contato, tanto do pesquisador principal quanto do comité de ética local,
horarios de contato e enderego.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Enderego: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Nore CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
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1.7. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ndo deve conter ressalva que negue a responsabilidade

do pesquisador ou gque impligue ao participante da pesquisa abrir mdo de seus direitos, incluindo o direito de

buscar indenizagao por danos eventuais. Diante do exposto, solicita-se inserir no TCLE a explicitagao

acerca do direito de buscar indenizacio diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa (Resolugao

CNS n° 466 de 2012, item IV.3.h).

RESPOSTA: Incluimos no TCLE as formas de ressarcimento e indenizagao.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.8. Solicita-se que o termo "paciente/sujeito” seja substituido pelo termo "participante da pesquisa” ao longo
do texto do TCLE, conforme definigdo disposta no item 11.10 da Resolugdo CNS n® 466 de 2012.
RESPOSTA: Adequamos o termo para “participante da pesquisa” em todo o TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragdes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigGes
definidas na Resolugdo CNS n® 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela aprovacgao do projeto de pesquisa proposto.

Situagao: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 07/05/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1536050.pdf 08:43:56
Qutros CartaResposta.pdf 07/05/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito

08:43:25 | Silva Junior
Projeto Detalhado / | Projeto.doc 22/04/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito
Brochura 16:15:50 | Silva Junior
|Investigador
Declaragdo de AnuencialJF2.pdf 22/04/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito
concordancia 16:12:09 | Silva Junior
Qutros FielDepositariolJF.pdf 22/04/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito
16:11:56 | Silva Junior
TCLE / Termos de |TCLE_controle_alter.doc 22/04/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito
Enderego: SRTVN 701, Via W § Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar
Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
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Assentimento / TCLE_controle_alter.doc 16:10:51 | Silva Junior Aceito

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_sem_controle.doc 22/04/2020 |Geraldo Bezerrada Aceito

Assentimento / 16:10:41 Silva Junior

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FolhaRostoDigitalizada.pdf 06/04/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito
13:41:53 | Silva Junior

Outros Questionario.doc 06/04/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito
11:37:03 | Silva Junior

Situagdo do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 16 de Maio de 2020

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))

Enderego: SRTVM 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3% andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.710-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (§1)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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Urinary tubular biomarkers as predictors of
death in critically ill patients with COVID-19
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Aim: To evaluate the prediction capacity of urinary biomarkers for death in critically ill patients
with COVID-19. Methods: This is a prospective study with critically ill patients due to COVID-19 infection.
The urinary biomarkers NGAL, KIM-1, MCP-1 and nephrin were quantified on ICU admission. Results:
There was 40% of death. Urinary nephrin and MCP-1 had no association with death. Tubular biomarkers
(proteinuria, NGAL and KIM-1) were predictors of death and cutoff values of them for death were useful
in stratify patients with worse prognosis. In a multivariate cox regression analysis, only NGAL remains
associated with a two-mount survival chance. Conclusion: Kidney tubular biomarkers, mostly urinary
NGAL, had useful capacity to predict death in critically ill COVID-19 patients.

First draft submitted: 10 August 2021; Accepted for publication: 20 April 2022; Published online:
9 May 2022

Keywords: COVID-19 e death e kidney biomarkers ¢ NGAL

COVID-19 is an infectious disease caused b}f a novel coronavirus, which is named SARS-CoV-2 1. The initial
symptoms include fever, cough, mild dyspnea, sore throat, headache, myalgia, blocked nose, diarrhea, vomiting
and some cases evolved with severe complicarions, like an acute respiratory distress syndrome (ARDS), leading
the patients to require placement in intensive care units (ICU) or even le:lding to death [2,3). Among the risk
factors associated with high mortality are advanced age, comorbidities such as diabetes, hypertension, obesity or
immunosuppression and the need for invasive mechanical ventilation (IMV) [4-5]. More than 500 million cases of
COVID-19 and 6 million deaths worldwide have been confirmed 7).

Kidney involvement in COVID-19 is common and has multifactorial causes, being associated with poor
outcomes and death. Moreover, kidney disease is an independerlt risk factor for all-cause irl-hospital death of
COVID-19 patients [8]. Acute kidney injury (AKI) affects approximately 20-40% of patients with COVID-19
admitted to [CU, and itis a cumplication that has been linked to increased morbidity and murl:ality [9-11]. SARS-
CoV-2 can invade and accumulate in the kidney causing directly endothelial darnage. Moreover, the virus can
infect the renal tubular epithelium and podocy‘tes thruugh an angiotensin converting enzyme 2 (ACEZ)-deperldent
pathwa}r [8,12-15]. Additiurmlly, tubular da.ma,ge may be associated to cytokine release syndmme (CRS), also known Future

as ‘cytokine storm’ that occurs due to intrarenal inflammation, increased vascular permeability, volume depletion, Med|C|ne =
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and cardiomyopathy (16]. Other contributors to AKI include rhabdomyolysis, macrophage activation syndrome,
and the development of microemboli and microthrombi in the context of hypercoagulability and endotheliis (13,17).

AKI complicates one in each five hospital admissions and was related with poor prognosis and increased health
spending (15]. Currently, the gold standard in AKI diagnosis relies on increased serum creatinine and decreased
urine pmduction, which results in a I;lpid dmp in the glomerular filtration rate. However, serum creatinine has
low sensitivity and spcciﬁcity and may not pmvide information of AKI etiolugy, prognosis, molecular Pathwa.ys
and treatment responses [18,19]. In addition, serum creatinine is a late marker of disease [201. Indeed, more sensitive
and speciﬁc biomarkers for AKI were warranted, because dela)«'s in detection and intervention have hindered
clinical trials for COVID-19 treatment. Effective biomarkers could lead to early identification of AKI and predict
progression for a higher disease severity.

Thus, assessing urinary biomarkers, which are easily quantiﬁable in urine, with better sensitivity and speciﬁciry,
may be beneficial to the early detection of kidney-associated injury in COVID-19, and for preventive and therapeutic
measures to halt AKI and ultimately death to patents. This study aims to evaluate the role of selected urinary
biomarkers in predicting survival/death of patients with severe COVID-19.

Methods

Study design and selected patients

This is a prospective study of COVID-19 patients at the Instituto Doutor José Frota Hospital (IJF) in Fortaleza —
Cear4, Brazil, from June 2020 to April 2021. The inclusion criteria were patients admitted to ICU of both genders,
aged 18 years and older, who had a confirmed diagnosis by RT-PCR and who agreed to participate in the research
and signed the free and informed consent form. Patients from medical wards and them who had ICU admission
after wards were excluded. Patients with previous kidney disease and hospitalized admitted for reasons other than
COVID-19, and the ones who acquircd COVID during the huspital stay were also excluded.

After diagﬂosis, the blood and urine samplt‘s of the enrolled patients were collected on the time of huspital

admission. These samples were centrilcuged, aJiquoted and frozen at -80°C until biomarkers analysis.

Methods
Study design and selected patients
This is a prospective study of COVID-19 patients at the Instituto Doutor José Frota Hospital (IJF) in Fortaleza —
Ceard, Brazil, from June 2020 to ApriI 2021. The inclusion criteria were patients admitted to ICU of both gcnders,
aged 18 years and older, who had a confirmed diagnosis by RT-PCR and who agreed to participate in the research
and signed the free and informed consent form. Patients from medical wards and them who had ICU admission
after wards were excluded. Patients with previous kidney disease and hospitalized admitted for reasons other than
COVID-19, and the ones who acquired COVID during the hospital stay were also excluded.

After diagnosis, the blood and urine samples of the enrolled partients were collected on the time of huspital

admission. These samples were centrilcuged, aliquoted and frozen at -80°C until biomarkers analysis.

Laboratory and clinical parameters of COVID-19 patients

Patients were followed-up during hospitalization through medical records to evaluate their kidney function and
other clinical parameters. The severity of patients admitted to the ICU was estimated using the Simplified Acute
Physiology Score 3 (SAPS3). This is a tool that uses data from patient admission to the ICU to assess the likelihood
of death in the hospital outcome. Biochemical measurements of urinary creatinine (mg/dl) was done using an
automatic biochemistry analy'zer (Cobas C111, Rnche®). Proteinuria was determined using the colorimetric
method by reaction with pyrogﬂllol red (Labtest®). To identify the presence or not of AKI, was used Kidney
Disease Improving Global Outcome (KDIGO) criteria [21]. Brieﬂy, was AKI stage 1 for patients who had serum
creatinine (sCr) increases >0.3 mg/dl and up to twofold above the basal sCr. Increase in the range of two until
threefold greater than the basal sCr were classified as AKI stage 2, and for AKI stage 3 the increase of the sCr more
than threefold, as well as SCr values =4 mg/dl were considered.

Urinary biomarkers measurements

The novel urinary kidney biomarkers were qu:mtiﬁed using the ELISA, an immunoenzymaric assay. Commercial
ELISA kits were acquired from the R&D Systems® for NGAL (car# DY1757), KIM-1 (cat# DY1750), MCP-1
(cat# DY279-05) and Nephrin (cat# DY4269). All urinary clinical markers and novel biomarkers evaluated were
adjusted with urinary creatinine levels and expressed as a ratio of urinary creatinine to avoid bias of the urinary

concentration [22].
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Statistical analysis

Categorical data were expressed as absolute counts and percentages. Chi-square test or Fisher exact test were used
to evaluate the associations among categorical data, as appropriate according to expected frequencies values in
2 x 2 crosstabs. Quantitative data were first evaluated for normal distribution using Kolmogorov—Smirnov test.
Normal data were expressed as mean %+ standard deviation and non-normal data as median and interquartile
range. Quantitative data were comp ared between two groups (discha.rge vs death patients) using Student’s # test or
a Mann—Whitney test as appropriate.

Patients admitted in ICU
(n = 189)

Patients with negative
RT-PCR for COVID-19

(n = ?ﬁ)
Patients with positive
RT-PCR for COVID-19
(n=113)
‘ Ischemic stroke (n=1) I Others infections (n = 13)

Epilepsy and seizure ] -
disorders (n = 2) Physical traumas (n = 12)

‘ Surgery (n=2) ’7 Unknown main causes
(n=21)
‘ Previous CKD (n = 4) }7

Patients admitted in ICU
due to COVID-19
(n =58)

Figure 1. Flowchart of critically ill patients due to COVID-19 until final inclusion.

To evaluate predictive capacity for death of kidney biomarkers, ROC curves were constructed, and area under
the ROC curve (AUC-ROC) with confidence intervals of 95% were calculated. The various cutofts from ROC
curve of each biomarker were investigated and determined using higher Youden index (Youden Index = sensitiv-
ity + speciﬁcity — 1). The selected cutoffs for Predict death in COVID-19 patients were used to do new groups
based on ‘lower than cutoff” vs *higher than cutoff’.

These new groups were used to evaluare the survival behavior through Kapl:m—Meier armlysis for a 2-month
survival chance. The log-rank test was used to evaluate the statistical difference between the two based on cutoff
groups. Moreover, cox proportional hazards regression models were evaluated using urinary biomarkers cutoffs,
previously associated parameters with death (using as condition p < 0.10) and other possible cofounds factors,
such as comorbidities, were evaluated. Cullinearity of variables was assessed. For multivariate model all selected
variables were included manually, and was used a backward with likelihood ratio test as a stepwise method. Data
were arlalyzed using SP5S software for Macintosh, version 23 (NY, USA; IBM Corp.). For all analytical tests, a base
value of p < 0.05 was considered statistically significant.

Ethics

This study was approved by the national committee on ethics in research, under CAAE number:
30579020.4.1001.0008. The patients were informed about the purpose of the study, and upon acceptance of
participation, they signed the Free and Informed Consent form before the beginning of the evaluation.
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Results
Characteristics of COVID-19 patients admitted in ICU
In total, 189 critically ill patients with COVID-19 had urinary samples collected. Among them, 76 patients had
negative RT-PCR for COVID-19. Among 113 patients, 51 patients had other ICU admission main diagnosis
rather than COVID-19 and were excluded. Moreover, four patients with previous CKD were excluded. Finally, 58
patients were selected with ICU admission due to COVID-19 infection as the 1eading cause (Figure 1).

In this group, 40 (69%) had AKI on the first week: 11 (19%) had KDIGO stage 1, 12 (21%) had stage 2 and 17
patients (29%) were stage 3. There was observed 38% of death. The male gender was predominant (59%), and the

mean age was 57 % 16 years. The comorbidities were present in 39 (67%) patients, including arterial hypertension

Table 1. Epidemiologic characteristics of COVID-19 patients admitted on intensive care unit.

Parameter Qutcome p-value’
Total group (n = 58) Survivors (n = 36) Non-survivors (n = 22)

Age (years) 56.6 + 15.8 526+ 163 63+ 12.8 0.009

Gender 0.544
- Male 34 (58.6) 20 (55.6) 14 (63.6)
- Female 24(41.4) 16 (44.4) 8(36.4)

Time between symptoms until 10 (6-14) 10 (8-17) 8(5-13) 0.079

admission

Fever (adm) 38 (73.1) 23 (69.7) 15 (78.9) 0.469

Dyspnea 53 (91.4) 34 (94.4) 19 (86.4) 0.357

Oximetry 34 (59.6) 20(57.1) 14 (63.6) 0.627

Comorbidity 39 (67.2) 22(61.1) 17 (77.3) 0.203
- Cardiopathy 17 (32.1) 9 (26.5) 8(42.1) 0.242
- Asthma 3(57) 3(8.8) 0 (0) 0.545
- Diabetes 16 (28.6) 9(25) 7 (35) 0.427
- Neurologic 3(5.7) 2(5.9) 1(5.3) 1.000
- Pneumopathy 2(3.8) 1(2.9) 1(5.3) 1.000
- Obesity 21(38.2) 12 (343) 9 (45) 0.431
- Hypertension 251(43.1) 14(38.9) 11 (50) 0.407

Quantitative data expressed as mean + standard deviation or median and interquartile range between parenthesis according to distributions of the data.
Qualitative data expressed as absolute count and percentages between parentheses.

TThe chi-square test or Fisher exact test were applied for qualitative data and for quantitative data there was used Student t test or Mann-Whitney test according
to normality.

(43%), obesity (38%), cardiopathy (329%), diabetes (29%) and asthma (6%). However, there was no signiﬁcant
statistical association between all of them with death. In the non-survivors group, the mean age was elevated

compared to survivors (63 & 13 vs 53 & 16 years, p = 0.009) (Table 1).
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Comparison of clinical, laboratory and biomarkers according to death

Invasive respiratory support needed during ICU stay was more ﬁ'equent in non-survivors than survivors patients
(86% vs 56%, p = 0.019). Moreover, there was more frequency ofva.supressors use (77% vs 42%, p = 0.008) and
dialysis (59% vs 22%, p = 0.005) in non-survivors group. The SAPS3 score on ICU admission was elevated in the
non-survivors patients (p = 0.001; Table 2).

Regarding ICU admission laboratory parameters, there was no statistical difference between hemoglobin, leuko-
cytes, lymphocytes, potassium, sodium, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), c-
reactive protein (CRP), total bilirubin and D-dimer according to death. However, the non-survivors group pre-
sented in ICU admission impairment of coagulation factors, such as higher activated partial thrombopla.sl:in time
(aPTT) compared to survivors patients. Conventional kidney biomarkers were elevated in non-survivors group
on ICU admission through serum creatinine (1.15 [0.9-1.5] vs 0.7 [0.6-1.05], p = 0.038) and serum urea (57
[36-117] vs 39 [27-66], p = 0.049). Also, lactic dehydrogenase (LDH) levels were higher in non-survivors group
(1027 [747-1299] vs 664 [547-881], p = 0.008) (Table 2).

All urinary biomarkers of the non-survivors group had high levels on ICU admission. However, biomarkers related
to glomerular structural changes and inflammation, urinary nephrin and MCP-1, had no statistical significance
with death. On the other hand, in non-survivors group, elevated levels on ICU admission of proteinuria/creatinine
ratio (1.5 [1-2.2] vs 0.6 [0.4-1.2], p = 0.004) and specific renal tubular biomarkers, such as urinary NGAL
(148.3 [118.9-229.8] vs 91.9 [70.2-132.6] ng/mg-Cr, p = 0.002) and urinary KIM-1 (3278 [1861-5238] vs
1440 [826-2362] pg/mg-Cr, p = 0.006) had staristical significance (Figure 2).

Predictive values of urinary biomarkers for death

The conventional (serum creatinine and urea) and urinary biomarkers with previous statistical significance
(p < 0.05) for death in comparisons (proteinuria, KIM-1 and NGAL) were selected for ROC curve analysis
to predict death. There was observed that proteinuria, urinary KIM-1 and urinary NGAL had better AUC-ROC

Table 2. Comparison between clinical features, laboratory and biomarker results according to death in

COVID-19 patients on admission and during ICU stay.
Parameter Outcome p-value’
Survivors (n = 36) Non-survivors (n = 22)

ICU admission parameters

Lowest mean arterial pressure 82 £ 145 736+ 21 0111
Highest heart rate 105.4 £ 19.9 1105 £ 248 0414
Highest respiratory rate 274+ 7.2 296 +6.3 0.308
Highest arterial lactate 1.72 £ 0.79 1.6 £+ 0.69 0.768
Lowest oxygenation index 142 (109-204) 135 (85-163) 0.499
SAPS3 score 51.4 4+ 141 B65.6 + 146 0.001

ICU stay parameters

Unit length stay (days) 13 (7.5-18.5) 8.5 (6=17) 0.118
Ventilatory support 0.019
- Invasive 18 (56.3) 19 (86.4)
- Not invasive 14 (43.8) 3(13.6)
Dialysis 8(22.2) 13 (59.1) 0.005
‘Vasopressors use 15 (41.7) 17 (77.3) 0.008

Laboratory data on ICU admission

Hemoglobin (g/dl) 1MB+£22 MN7+£22 0.981
Leukocytes (per mm?) 12162 + 4546 14478 + 6479 0.130
Lymphocytes (per mm?) 806 (559-1087) 920 (602-1246) 0.824
Platelets (10% /mm?) 265 (208-313) 199 (150-302) 0.109
INR 1.08 + 0.09 1.25 + 0.47 0.052
aPTT 1.1+ 025 1.35 + 0.49 0.026
Serum urea (mg/dl) 39 (27-66) 57 (36-117) 0.049
Serum creatinine (mg,/dl) 0.7 (0.6-1.05) 1.15 (0.9-1.5) 0.038
Serum potassium (mEg; ) 441 441 0.637
Serum sodium (mag/dl) 144 + 6 145+ 8 0.812
AST (U/1) 40 (27-67) 54 (34-72) 0.424
ALT (U/1) 49 (29-74) 39 (28-64) 035

LDH (U1 664 (547-881) 1027 (747-1299) 0.008

Total bilirubin (mg/dl) 0.54 (0.31-0.82) 0.58 (0.44-0.9) 0.917



C-reactive protein (pg/ml) 145.5 (35-194.4) 165.15 (127.1-248.2) 0.15

D-dimer (ng/ml) 2.27 (0.89-2.5) 2.1(0.6-3.88) 0.813
Urinary biomarkers on ICU admission

Proteinuria/creatinine ratio 0.6 (0.4-1.2) 1.5 (1-2.2) 0.004
Urinary NGAL (ng/mg-Cr) 91.9 (70.2-132.6) 1483 (118.9-229.8) 0.002
Urinary MCP-1 (pg/mg-Cr) 2100.3 (1120.7-3436.5) 3284.9 (1315.7-5072.2) 0.088
Urinary nephrin (pg/mg-Cr) 1227 (579.7-1910.3) 1802.9 (862.8-3294.4) 0.102
Urinary KIM-1 (pg,/mg-Cr) 14405 (826.4-2362.9) 3278.8 (1861.9-5238.6) 0.006

Quantitative data expressed as mean < standard deviation or median and interquartile range between parenthesis according to distributions of the data. Qualitative data
expressed as absolute count and percentages between parentheses.

The chi-square test or Fisher's exact test were applied for qualitative data and for quantitative data there was used Student's ¢ test or Mann-Whitney test according to
normiality.

(0.728; p = 0.004, 0.749; p = 0.002 and 0.750; p = 0.002, respecl:ivel}') (Table 3). In a combined a.pproach using
proteinuria*KIM-1*NGAL, the AUC-ROC improves for 0.810; p < 0.001 (Table 3 & Figure 3).

Urinary NGAL curoff of the 118 ng/mg-Cr had 76% of sensitivity and 71% of specificity. Urinary KIM-1
cutoff of the 1.81 ng/mg-Cr had 77% of sensitivity and 70% of specificity. Proteinuria/creatinine ratio cutoff of
0.90 had 77% of sensitivity and 67% of specificity. In combined proteinuria®KIM-1*NGAL, the cutoff of the 379
(ng/mg-Cr) had 71% of sensitivity and 86% of specificity (Table 3).
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Figure 2. Box-plot of each urinary biomarkers levels evaluated on ICU admission of COVID-19, according to death
during hospital stay. (A) Urinary nephrin; (B) urinary MCP-1; (C) urinary KIM-1; (D) urinary NGAL.

Table 3. Predictive values of selected urinary biomarkers quantified on ICU admission for death of COVID-19

patients.

Parameter Cutoff Sensitivity(%) Specificity(3) AUC-ROC (C195%) p-value
Serum urea (mg/dl) 52 68 &7 0.659 (0.512-0.807) 0.043
Serum creatinine (mg/dl) 0.85 77 67 0.713 (0.570-0.856) 0.007
Proteinuria/creatinine ratio 0.90 7 67 0.728 (0.593-0.862) 0.004
Urinary NGAL (ng/mg-Cr) 118 76 ra 0.750 (0.616-0.883) 0.002
Urinary KIM-1 (ng/mag-Cr) 1.81 77 70 0.749 (0.616-0.881) 0.002
Combined (NGAL, KIM-1 and proteinuria) 379 A 86 0.810 (0.691-0.928) <0.001
(ng/mg-Cr)

AUC-ROC: Area under the ROC curve.



Survival analysis and Cox proportional-hazards regression models using urinary biomarkers for
2-month survival chance
The COVID-19 patients were stratified according to ‘lower than' vs ‘higher than’ previously selected cutoff of
each urinary biomarker. Patients with values higher than cutoff in all urinary biomarkers died more quickly with
statistical significance using log-rank test (Figure 4).

In Cox regression analysis, ICU admission parameters associated with two-mount survival chance in the univariate
analysis include age, SAPS3 score, proteinuria/creatinine ratio (>0.90), urinary KIM-1 (>1.8 ng/mg-Cr), and
urinary NGAL (>118.8 ng/mg-Cr). In multivariate models adj usted for age, gender, SAPS3, LDH (U/1), dialysis,

comorbidities, proteinuria‘s cutoff, urinary KIM-1’s cutoff, urinary NGALSs cutoff and VASOPIEssors use, among
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Figure 3. ROC curve analysis of urinary biomarkers for death of COVID-19 patients.

Table 4. Cox proportional-hazards regression models using urinary biomarkers for 2-month survival

chance.

Parameter Death p-value
Hazard ratio Cl195%

Unadjusted

Age (per each 10 years) 1.521 1.076-2.150 0.018

SAPS3 (per each 30 points) 2.422 1.131-5.183 0.023

Dialysis 2.021 0.859-4.756 0.107

Vasopressors use 2033 0.743-5.563 0.167

Proteinuria/creatinine ratio (>0.90) 3.962 1.441-10.698 0.007

Urinary KIM-1 (>1.8 ng/mg-Cr) 4.252 1.563-11.565 0.005

Urinary NGAL (>118.8 ng/mg-Cr) 5.363 1.954-14.718 0.001

Multivariate model’

Gender (male) 3341 0.B87-12.579 0.075

Dialysis 3.380 1.156-9.885 0.026

Urinary NGAL {>118.8 ng/mg-Cr) 5.666 1.761-18.227 0.004

T Adjusted for age, gender, SAPS3, LDH, Dialysis, comorbidities, proteinuria's cutoff, urinary KIM-1's cutoff, urinary NGALS cutoff, and vasopressors use.
AUC-ROC: Area under the ROC curve.

urinary biomarkers, only urinary NGAL remains statistic:ﬂly signiﬁcant with two-mount survival chance with

hazard ratio = 5.666 (CI 95%: 1.761-18.227), p= 0.004, in the final model (Table 4).
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Figure 4. Analysis for 2-month survival with comparisons using previous determined cutoff values of each urinary
biomarker. Red curve: COVID-19 patients with urinary levels higher than cutoff. Blue curve: COVID-19 patients with

urinary levels lower than cutoff.

Discussion

This present study addressed the level of urinary biomarkers related to glomerular or tubular changes in severe
COVID-19 patients and its early association with death. This cohort study documented a strong association berween
kidney tubular damage and mortality in COVID-19 in the intensive care setting. Assessing urinary biomarkers on
hospital admission in these patients might provide additional value in predicting not just kidney impairment but
the risk of death.

There are many pathways that could lead to kidney damage following SARS CoV-2 infection, such as in-
flammatory and immune systemic responses, endothelial injury, activation of the coagulation cascade, disrupted
renin—angiotensin system and pathulogicll crosstalk between ]ung and ](idney 123]. In this present study, the greatest
need for ventilatory support (mainly mechanical ventilation), dialysis and vasopressors were related with multiorgan
failure in severe COVID-19, as have been reported in others studies 11,24]. Acute hypoxemia might interfere in
kidney function and increase renal vascular resistance, which might contribute to renal hypoperfusion and acute
tubular injury 125,26). As with all instances of multiorgan failure, there is a high mortality rate and need for mechan-
ical venti]al:(.)rj,r support in severe patients with COVID-19 [23]. Cample:x crosstalk between ]ung and kidney has
been reported in severe patients with COVID-19. Indeed, the mechanical ventilatory support with high positive
end-expiratory pressure (PEEP) increases the risk of AKI in severe patients, leading to higher mortality, too [27).
Moreover, the renal blood flow may be more compromised in SARS-Cov-2 patients than in acute respiratory
distress syndmme fo]lowirlg other illnesses [25].

This present study observed kidney proximal and possible distal tubular damage due to elevated levels of
proteinuria, urinary NGAL and KIM-1 in patients with COVID-19 who had worse prognosis and died more
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quickly. Proteinuria also had important predictive values for death in COVID-19 patients, mainly when evaluated
with kidney tubular damage biomarkers (NGAL and KIM-1) in the combined analysis.

The proteinuria is common in COVID-19 and has been reported even in the absence of AKI and may denote a
subclinical insult [28,29]. Proteinuria results from glumerula.r membrane barrier permeability dysf:unctiun orim paired
re:lbsorptiun by epithe]ial cells of proximal wbuli 30). Most reports strcmgly support the notion that acute tubular
injury is the primary lesion driving the kidney injury fol]owing the COVID-19 [311. According o autopsy studies,
acute tubular injury is by far the most common ﬁnding in kidneys of patients with COVID-19 [23]. Some studies
have reported mild proteinuria, which corroborates with tubular dysfunction. However, tubular proteinuria has
been associated with mortality (28]. Unfortunately, proteinuria is well recognized as a marker of chronic kidney
disease (CKD) and its progression, being a risk factor for cardiovascular events and death among both the general
and CKD populations (30. In fact, in this present study, isolated and combined proteinuria with tubular biomarkers
were more reliable to predict the death of the patients with COVID-19 with no previous CKD.

The KIM-1, a molecule upregu]ated upon kidney injury, is a Potential receptor for SARS-CoV-2 [321. KIM-1
is expressed in ]ung and kidney epithelia] cells in COVID-19 patients and is a receptor for SARS-CoV-2 [32].
Furthermore, higher urine concentrations of KIM-1 were independently associated with death and could be
associated with proximal tubule injury and implicated in ischemia-reperfusion injury in kidney [33. Among
multiorgan manifestations in COVID-19 patients, apart from the lung, the kidney is highly vulnerable, and
renal dysfunctions are strongly associated with mortality (321. A previous study has related tubular markers, such
as KIM-1 and N-acetyl-beta.—g]ucusaminidase, with AKI and severe disease in COVID-19 patients. Moreover,
the overexpression of the KIM-1 during SARS-CoV 2 invasion could prcrvide in.sig}lts into Putential thempeutic
targets. Assessing KIM-1 on the admission ofpati ents with COVID-19 might prcrvide additional value in predicting
mortality and improve the early management of the clinical complications.

This current study confirmed that a high urinary NGAL level is a potential strong predictor of a high risk of
in-hospital death, even after adjusting for parameters well recognized for death in COVID-19 and other possible
cofounds factors. Urinary NGAL is a novel biomarker of renal tubular injury and has presented good sensibility
and accuracy in detecting AKI in several sertings, and elevated levels of urinary NGAL were more associated with
proximal and distal tubular injury [34]. Studies with systemic and urinary NGAL as Predictors of AKI evidenced the
importance of avoidi ng mortality before surgery and other interventions [35]. A recent study validated a prognostic
model of AKI and in-huspiml death in the same setting using NGAL and artificial intelligence, and Presented a
similar conclusion [36]. Hence, this present study suggests important targets of kidney dysfunction along tubular
tissue during COVID-19 infection and its impact on survival in the context of severe COVID-19 profile. This
present discovery supports the use of NGAL as a valuable biomarker that may improve earlier diagnosis and better
assess risk groups.

On the other hand, in this present study, biomarkers related to glomerular dysﬁ.lrlction such as urinary nep]‘lrirl
and MCP-1 had no association with mortality. Urinary MCP-1 and nep}lrirl may be a proxy of g]omerul:lr
impairment, which P]ays an important role in kidney diseases and has been studied in diverse scenarios [37,3s].
The glumeru]ar da.mage in COVID-19 is not common and has been described in patients with APOLI genotypes,
related to col]apsing glumerulop;lthy in black patients [39]. This present study corroborates with this hypothesis,
bei ng the evident kiclney tubular damage detected and associated with death rather than g]umerula.r injury.

Limitations

This is a single-center study with small sa.mp]e size, even thuugh several effects could be detected. Some clinical
data, such as the previous comorbidities and medications, such as rlephratuxic agents, were lacking. The sample
size was compmmised with almost half of critica]ly ill patients excluded, because other concomitant causes could
interfere with the death outcome rather than orlly COVID-19 infection comp]ications. The 24-h collection that
would help to correct factors such as hypovolemia. was not per{:urmed. The ch:mges in biomarkers after admission
was not evaluated, and as the indication for huspita]izatiorl of patients with COVID-19 depend.s on the facilities,

data ar the time of admission alone may not be sufficient.

Conclusion

Kidney tubular biomarkers were marked]y higher in the non-survival patients, being the urinary NGAL an
irldependent predictor of the death in COVID-19. Also, severe COVID-19 infection affects mostly kiclrley tubular

cells rather Tl'lﬂ]'l glomerular structure.

&) future science group 10.2217/bmm-2021-0631



Summary points

Background

s Kidney involvement in COVID-19 is commeon and is an independent risk factor for all-cause in-hospital death of
COVID-19 patients.

s Assessment of novel urinary biomarkers may be promising way for the early detection of COVID-19
complications, improving patients care and ultimately decreasing mortality.

Methods

s A prospective study with critically ill COVID-19 patients, and their urine was collected in the first hours of ICU
admission for kidney biomarkers quantification.

e The prediction performance of urinary biomarkers for death during ICU stay was evaluated using ROC curve and
Kaplan-Meier analysis with Cox regression.

Results

e Elevated levels of kidney tubular biomarkers, such as proteinuria, urinary NGAL and urinary KIM-1, were
associated with poor prognosis and mortality of COVID-19 patients in the intensive care setting.

e Urinary NGAL was an independent predictor for the death of COVID-19 in multivariate Cox regression.

Conclusions

s Severe COVID-19 infection may primarily affect kidney tubular cells rather than glomerular structure.

e Assessing urinary biomarkers, mostly urinary NGAL, on hospital admission might provide additional value in
predicting kidney impairment as well as the risk of death.
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