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RESUMO

Os casos graves da COVID-19, doenca causada pelo SARS-CoV-2, podem evoluir para
Sindrome Respiratdria Aguda Grave, faléncia multipla dos 6rgéos e dbito, sendo necessario o
suporte das unidades de terapia intensiva (UTI). Estudos relatam diferentes fatores de mau
prognostico para esta parcela dos individuos infectados. Apds trés meses da declaracdo da
COVID-19 como pandemia, foi relatada a presenca de niveis elevados de constituintes das
Armadilhas Extracelulares de Neutrofilos (NETS) em pacientes com a doenca. NETS sdo um
mecanismo da imunidade inata, no qual sua produgdo excessiva ou sua eliminagdo diminuida
estdo envolvidas na imunopatogénese de doencas inflamatorias. Poucos estudos avaliaram a
influéncia das NETs no desfecho clinico da COVID-19. Assim, o0 objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia de marcadores de NETs, assim como do perfil sociodemogréafico e
laboratorial, no desfecho clinico de pacientes com COVID-19 grave internados em UTI de um
hospital de referéncia de Fortaleza/CE, em periodos de aumento de casos em 2020 e 2021.
Foram utilizadas 78 amostras de plasma, coletadas ho momento da admissdo na UTI, para
investigacdo dos marcadores mieloperoxidase (MPQO), elastase neutrofilica (EN), histona H3
citrulinada (H3Cit) e DNA livre de células (cfDNA), a partir de método imunoenzimatico e
fluorimetria. Dos 78 pacientes, 40 (51,2%) foram a Obito durante a internacdo e 38 (48,8%)
tiveram desfecho clinico de alta hospitalar. Um total de 50 (64,1%) eram do sexo masculino e
28 (35,9%) do sexo feminino. Os pacientes que foram a 6bito eram mais velhos (mediana:
69,50; IQR: 55-76), apresentaram menor concentracdo de plaquetas (mediana: 193,5 x
103/mm3; IQR: 154-278 x 103/mm3) e maior relacdo neutrofilo/linfocito (NLR) (mediana:
12,79; IQR: 9,21-21,44) quando comparados com 0s que receberam alta. Dos quatro
marcadores indicativos de NETs dosados, trés deles (MPO, H3Cit e cfDNA) estavam mais
elevados (p<0,05) no grupo de ébito em comparagdo com os que evoluiram para alta. Houve
correlagéo significativa (p<0,05) positiva forte entre EN e MPO (r=0,8561), correlagéo positiva
moderada entre H3Cit e MPO (r=0,4075), e MPO e cfDNA (r=0,4965). Correlagdes positivas
fracas foram encontradas entre EN e cfDNA, H3Cit e EN, H3Cit e cfDNA. Além disso, MPO
e EN apresentaram correlagdo com NLR (r=0,2430, r=0,3029) e neutrofilos (r=0,3074,
r=0,2858). Dessa forma, os maiores niveis de marcadores de NETs em pacientes que foram a
Obito e as correlagdes encontradas entre eles apontam para a contribuigdo desse mecanismo no
agravamento da COVID-19 a um desfecho desfavoravel, devendo ser estudado como estratégia
terapéutica nos individuos infectados com a forma grave da doenca, melhorando, assim, o seu

prognostico.



Palavras-chave: COVID-19. SARS-CoV-2. Neutréfilos. Armadilhas Extracelulares de

Neutrofilos.



ABSTRACT
Severe cases of COVID-19, a disease caused by SARS-CoV, can progress to Severe Acute
Respiratory Syndrome, multiple organ failure and death, requiring Intensive Care Units (ICUs)
support. Studies report different factors of poor prognosis for this portion of the infected. Three
months after the declaration of COVID-19 as a pandemic, the presence of elevated levels of
constituents of Neutrophil Extracellular Traps (NETs) was reported in patients with the disease.
NETs are a mechanism of innate immunity, in which their excessive production or their
decreased elimination are involved in the immunopathogenesis of inflammatory diseases. Few
studies have evaluated the influence of NETSs on the clinical outcome of COVID-19. Thus, the
aim of this study was to evaluate the influence of NETs markers, as well as the
sociodemographic and laboratory profile, on the clinical outcome of patients with severe
COVID-19 admitted to the ICU of a reference hospital in Fortaleza/CE, in increased cases
periods in 2020 and 2021. A total of 78 plasma samples, from ICU admission, were used for
the investigation of myeloperoxidase (MPO), neutrophil elastase (NE), citrullinated histone H3
(H3Cit) and cell-free DNA (cfDNA), using enzyme immunoassay and fluorimetry. Of the 78
patients, 40 (51.2%) died during hospitalization and 38 (48.8%) had a clinical outcome of
hospital discharge. A total of 50 (64.1%) were male and 28 (35.9%) were female. Patients who
died were older (median: 69.50; IQR: 55-76), had lower platelet concentrations (median: 193.5
x 103/mms3; 1QR: 154-278 x 103/mm?) and higher neutrophil/lymphocyte ratio (NLR) (median:
12.79; IQR: 9.21-21.44) when compared to discharged patients. Of the four markers indicative
of NETs measured, three of them (MPO, H3Cit and cfDNA) were higher (p<0.05) in the death
group compared to the discharged group. There was a significant correlation (p<0.05) strong
positive between NE and MPO (r=0.8561), moderate positive correlation between H3Cit and
MPO (r=0.4075), and MPO and cfDNA (r=0.4965). Weak positive correlations were found
between NE and cfDNA, H3Cit and EN, H3Cit and cfDNA. Furthermore, MPO and NE
correlated with NLR (r=0.2430, r=0.3029) and Neutrophils (r=0.3074, r=0.2858). Thus, the
highest levels of NETs markers in patients who died and the correlations found between them
point to the contribution of this mechanism in the worsening of COVID-19 to an unfavorable
outcome, and should be studied as a therapeutic strategy in individuals infected with the severe

form of the disease, improving its prognosis.

Keywords: COVID-19. SARS-CoV-2. Neutrophil. Neutrophil Extracellular Traps.
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1 INTRODUCAO

A doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) é caracterizada como um distarbio
respiratdrio agudo tendo em vista o forte comprometimento deste sistema. Entretanto, também
deve ser considerado seu potencial multissistémico, podendo atingir, além das vias respiratorias
superiores e inferiores, outros sistemas como o renal, neurolégico, cardiovascular e digestivo
(FARA et al., 2021).

A COVID-19 tem como agente etiolégico o coronavirus causador da sindrome
respiratéria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), pertencente a familia Coronaviridae. O SARS-
CoV-2 foi identificado pela primeira vez em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, localizada
na China, a partir de casos crescentes de pneumonia. Outros virus da mesma familia haviam
desencadeado doencas respiratdrias em humanos, sendo as outras duas mais importantes
denominadas Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS) e Sindrome Respiratéria do Oriente
Médio (MERS). Acredita-se que o0 SARS-CoV-2 tenha passado pelo processo de
transbordamento zoonotico e alcancado os seres humanos de forma patogénica, assim como
ocorreu em SARS e MERS. Em mar¢o de 2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
declarou a COVID-19 como pandemia, sendo assim, um desafio a saude publica em todo o
mundo (DHAMA et al., 2020).

Caracterizada pelo seu amplo espectro clinico, a COVID-19 pode causar desde
infeccdo assintomatica e resfriados leves a SRAG, faléncia maltipla dos érgdos e 6bito.
Especialmente nos casos mais graves, além do dano direto causado pelo virus a partir da
infeccdo, o sistema imunoldgico dos pacientes infectados revela-se como importante
componente na patogénese. Essa influéncia imunoldgica caracteriza-se pelo estimulo continuo
de células e moléculas, desregulacdo destes componentes e suas fungdes e mecanismos de
escape viral, culminando em um exacerbado estado inflamatério o qual ndo é capaz de debelar
o0 processo infeccioso (HADJADJ et al., 2020; SCHRIJVER et al., 2020).

Dentre os componentes do processo inflamatério encontram-se as células
granulociticas denominadas de neutrofilos. Um dos mecanismos dos neutréfilos para a protecédo
contra microrganismos € a liberacdo do seu contetdo intracelular, principalmente o material
genético envolto de histonas e proteinas granulares como elastase neutrofilica (EN) e
mieloperoxidase (MPO) para o meio extracelular, conhecida por armadilhas extracelulares de
neutrdfilos (NETS). Apesar da fungéo a favor do hospedeiro, as NETs produzidas em excesso

e com regulacéo prejudicada contribuem para o agravamento de doencas a partir de um estado
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inflamatorio excessivo que leva a danos sistémicos no organismo, podendo evoluir para o 6bito
(ZUO et al., 2020).

Dessa forma, tendo em vista a dimensdo pandémica da COVID-19, caracterizada
pela elevada transmissibilidade, e o papel de marcadores inflamat6rios no agravamento dos
pacientes infectados, mostra-se relevante investigar os niveis de marcadores de NETs em
individuos com COVID-19 grave visando ao entendimento das alteracdes na resposta
imunologica pela infeccdo por SARS-CoV-2 e suas implicacdes no desfecho clinico,
contribuindo na busca por alvos terapéuticos eficazes.

Assim, serdo quantificados quatro marcadores de NETs em amostras de pacientes
com COVID-19 grave do momento da admissao em unidade de terapia intensiva (UTI) e que

apos internacdo tiveram dois desfechos clinicos diferentes: alta hospitalar ou 6bito.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 COVID-19

A COVID-19 é uma doenca infecciosa de notificacdo compulséria imediata. Os
primeiros casos surgiram no final de 2019 a partir de pacientes com febre, tosse seca e graves
problemas respiratorios como pneumonia, de etiologia desconhecida. No dia 31 de dezembro
do mesmo ano, a cidade de Wuhan havia notificado ao todo 27 casos e em 8 de janeiro de 2020,
a partir do sequenciamento de amostras clinicas, foi anunciado pelo CCDC o isolamento do
novo coronavirus. Em fevereiro de 2020, a OMS nomeou a doenga como COVID-19e 0 ICTV
nomeou o virus causador de SARS-CoV-2. Nesse mesmo més, foi relatado o primeiro caso de
COVID-19 no Brasil. A velocidade dos acontecimentos reflete o alcance global da doenca em
curto periodo de tempo, sendo classificada como pandemia em marco de 2020 (DHAMA et al.,
2020). Segundo dados da OMS, até outubro de 2022 foram contabilizados aproximadamente
627 milhdes de casos confirmados e 6 milhGes de 6bitos por COVID-19 no mundo.

A origem da doenca permaneceu obscura enquanto as pesquisas para esse fim
estavam em andamento. No entanto, atualmente, considera-se que tenha se disseminado a partir
do mercado de frutos do mar de Huanan, em Wuhan, onde hé a comercializa¢do de animais
silvestres. A partir de mutacdes e do contato com humanos, 0 virus presente em morcegos se
adaptou, e por meio de hospedeiros intermediarios como pangolins, tornou-se capaz de infectar,
causar a doenca em seres humanos e ser transmitido entre estes. Esse processo de cruzamento
de barreiras entre espécies recebe o nome de transbordamento zoondtico e foi possivel de ser
determinado pelo sequenciamento e comparacdo entre o material genético de coronavirus de
morcegos e dos individuos infectados, a qual mostrou elevada semelhanca genética (96%)
(DHAMA et al., 2020; PALACIOS CRUZ et al., 2021).

E uma doenca transmitida, principalmente, por meio do contato com aerossois,
goticulas respiratorias ou de saliva contendo as particulas virais liberadas a partir da fala, espirro
ou tosse de individuos infectados, e eventualmente, por meio do contato com superficies
contaminadas e posterior manuseio do nariz ou boca (SCHRIJVER et al., 2020). Apresenta
periodo de incubacdo médio de 6 dias, podendo variar até 14 dias, sendo que para as novas
variantes é descrita uma diminuicdo nesse tempo (3 dias para a Omicron) (WU et al., 2022).
Quando sintomatica, apesar de inicialmente atingir o trato respiratorio causando sintomas

gripais, sabe-se que a COVID-19 é caracterizada como uma doenga multissistémica
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acompanhada de forte componente inflamatdrio, especialmente nos casos que evoluem com
gravidade (CAVALCANTE-SILVA et al., 2020; HAN et al., 2020).

2.1.1 Coronavirus

Na década de 60, alguns virus que causavam infecgdes respiratdrias, gastroenterites
e desordens neuroldgicas em galinha, porco e rato assim como viroses em humanos, foram
agrupados como coronavirus por suas semelhancas, entre elas, o formato caracteristico de coroa
solar pela presenca de espiculas na superficie viral que deu o nome a familia (MASTERS;
PERLMAN, 2013). Em 1965, o primeiro coronavirus humano causador de resfriados, o HCoV-
229E, foi descoberto por June Almeida e David Tyrrell a partir de amostras de secrec@es nasais
de voluntarios resfriados por meio do cultivo do virus em anéis de traqueia humana (MAHASE,
2020). A partir de entdo, foram sendo identificados novos coronavirus principalmente visando
a busca por reservatérios animais do virus (MASTERS; PERLMAN, 2013).

Dessa forma, os coronavirus sao virus de RNA envelopados pertencentes a ordem
Nidovirales, a familia Coronaviridae, e a subfamilia Orthocoronavirinae a qual é formada
pelos géneros Alfa, Beta, Gama e Deltacoronavirus (SHAH et al., 2020). Existem muitas
espécies de coronavirus capazes de infectar mamiferos e outros animais, sendo sete conhecidas
por causarem doencas em humanos. A maioria dessas (229E, NL63, OC43 e HKUL1), séo
responsaveis por patologias mais brandas, levando a sintomas de resfriado comum. Entretanto,
nas duas Ultimas décadas, trés espécies (SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2)
desencadearam doencas classificadas como Sindromes Respiratdrias, com elevada mortalidade
(CAMARA; CAMARA; MORENO, 2020).

Assim, as duas primeiras epidemias de coronavirus aconteceram no ano de 2002
pelo SARS-CoV e, posteriormente, em 2012, pelo MERS-CoV. Esses dois virus pertencem ao
género Betacoronavirus e apresentaram origem zoondtica (SHAH et al., 2020). Caracterizadas
por surtos locais, 0 SARS-CoV foi identificado na China, enquanto o MERS-COV surgiu na
Jordéania e Arabia Saudita (AZKUR et al., 2020). Por fim, na cidade chinesa Wuhan, em 2019,
foi identificado o SARS-CoV-2, sendo classificado como um novo Betacoronavirus (ASTUTI;
YSRAFIL, 2020). Quando comparado ao SARS e ao MERS-CoV, 0 novo coronavirus possuli
uma menor patogenicidade, entretanto, uma maior transmissibilidade, alcancando proporgoes
pandémicas (DHAMA et al., 2020).
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2.1.2 Epidemiologia

Segundo a OMS (2022), até outubro de 2022, foram confirmados aproximadamente
627 milhdes de casos de COVID-19, nos quais estdo incluidos os mais de 6 milhdes de dbitos
pela doenca. O continente Americano ocupa o segundo lugar no nimero de casos e 0 primeiro
lugar no nimero de Gbitos com aproximada e respectivamente, 261 milhdes e 2 milhdes (Figura
1). O Brasil é o quinto pais com maior nimero de casos confirmados, com mais de 34 milhdes.
Entretanto, com rela¢do ao nimero de ébitos, o Brasil ocupa o segundo lugar com mais de 687
mil, sendo o primeiro ocupado pelos Estados Unidos (OMS, 2022). Segundo dados do
Ministério da Saude (2022) até outubro de 2022, a regido Nordeste do Brasil possui a terceira
maior na contagem acumulada de casos e a segunda na de 6bitos por COVID-19 enquanto, dos
estados do Nordeste, o Ceara ocupa o segundo lugar com mais de 1 milhdo de casos e 27 mil
Obitos, ficando atras apenas da Bahia.

Figura 1 — Distribui¢do dos casos confirmados de COVID-19 no mundo
(setembro, 2022)
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Fonte: Adaptado de Johns Hopkins (2022).

Na andlise do grafico apresentado na Figura 2, observam-se picos de casos e 6bitos
por COVID-19 no Ceara desde o inicio da pandemia. Em 2020, a elevacao dos casos e obitos é
observada entre os meses de abril e julho, e em 2021, entre 0s meses de janeiro a maio. Em
janeiro de 2022, apesar de apresentar 0 maior pico de casos, consequéncia do surgimento de

novas variantes como a Omicron, ocorreu uma diminuic&o da curva de 6bitos por COVID-19,
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a qual pode ser explicada pela importante administracdo dos imunizantes, reinfeccdes e baixa
patogenicidade da variante Omicron (DARIA; ISLAM, 2022).

Figura 2 — Picos de casos e 6bitos confirmados de COVID-19 no Ceara
segundo data de inicio de sintomas, de 2020 a 2022
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Fonte: Adaptado de IntegraSUS (2022).

Considerando o periodo de mar¢o de 2020 a marco de 2022 no Ceara, a faixa etaria
com maior mortalidade por COVID-19 foi a de 80 anos ou mais para ambos o0s sexos. A faixa
etaria com maior incidéncia de casos confirmados foi a de 80 anos ou mais para 0 Sexo
masculino e a de 35 a 39 anos para 0 sexo feminino. Com relacdo as comorbidades, diabetes
mellitus (14,59%) e doenca cardiovascular cronica (19,15%) foram as doencas mais presentes
nos casos de COVID-19 no Ceara (CEARA, 2022).

Na décima semana epidemioldgica de 2021 em Fortaleza/CE, individuos do sexo
masculino (56%) foram mais acometidos pela doencga, sendo este também o sexo de maior
letalidade. Na faixa etaria, 73% dos casos e 23% dos oObitos foram confirmados na populagéo
de 20-59 anos, enquanto 20% dos casos e 76% dos ébitos foram confirmadas no grupo com 60
anos ou mais, revelando aumento da gravidade da doenca quanto maior a idade (FORTALEZA,
2021).

Como outros virus, 0 SARS-CoV-2 evolui e adapta-se por meio de mutagdes
adquiridas em seu processo de replicacdo originando as variantes. As variantes de preocupagéo

sdo caracterizadas pela maior transmissibilidade e capacidade de escape ao sistema
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imunolégico. Das variantes de preocupacdo, a Delta estava mais prevalente no estado do Ceara,
em janeiro de 2022, com 594 casos identificados em 60 municipios, seguida pela Omicron com
35 casos identificados em 6 municipios. Segundo boletim epidemiologico de maio de 2022, as
variantes com maior circulacio no estado passaram a ser a Omicron (1.559 casos), seguida da
Delta (1.377 casos) (CEARA, 2022).

2.1.3 Agente etiologico
2.1.3.1 Estrutura do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus de estrutura esférica, envelopado e de nucleocapsideo
helicoidal. O genoma é constituido por acido ribonucléico fita simples, de polaridade positiva
(ssSRNA+), ndo segmentado e medindo aproximadamente 30 quilobases (kb). Com 100 a 160
nandémetros (nm) de didmetro, a particula viral é formada por 4 proteinas estruturais principais:
glicoproteina spike (S), glicoproteina do envelope (E), glicoproteina da membrana (M), e
proteina do nucleocapsideo (N) (Figura 3) (ASTUTI; YSRAFIL, 2020; SHAH et al., 2020).

Figura 3 — Estrutura da particula do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Alanagreh; Alzoughool; Atoum (2020).

A glicoproteina S, além de conferir ao virus o formato de coroa solar, é a
responsavel pelo reconhecimento do receptor celular do hospedeiro ECA-2, sendo a proteina
mais imunogénica. Estruturalmente, é composta pela subunidade varidvel S1 que atua na
ligacdo ao receptor e pela subunidade conservada S2 que age na fusdo a membrana do
hospedeiro. S1 é composta pelo dominio N-terminal (NTD) e pelo dominio C-terminal (CTD).
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Este Gltimo possui a regido de ligacao ao receptor (RBD) a qual interage diretamente com ECA-
2, possuindo aplicacdes no tratamento, prevencdo e diagnostico da COVID-19. Além disso, por
ser importante alvo de mutac6es, RBD também contribui para o tropismo tecidual e para
capacidade do virus transpor barreiras interespécies. A glicoproteina M é a mais abundante da
particula, dando forma ao envelope e participando do processo de montagem viral. A
glicoproteina E atua como canal idnico (viroporina) participando da patogénese, montagem e
liberacdo da particula viral. Por fim, a glicoproteina N forma o nucleocapsideo ao se associar
com o RNA viral (DHAMA et al., 2020).

O genoma do SARS-CoV-2 (Figura 4) é delimitado pelas regides 5> UTR (cap) e
3> UTR (poli A) e contém pelo menos dez quadros de leitura aberta (ORFs). De 5’ para 3°, o
genoma é dividido em genes que codificam as 16 proteinas ndo estruturais (nsp1l-nspl6) que
formam o complexo de replicacdo viral, estando representadas pela ORFla e ORF1b. Apds,
encontram-se 0s genes que codificam as proteinas estruturais (S, E, M, N) e as proteinas
acessorias (3a, 6, 7a, 7b, 8 e 10), localizados entre 0s genes estruturais (ASTUTI; YSRAFIL,
2020; CRUZ; LIMA; PEREIRA, 2021).

Figura 4 — Estrutura do Genoma do SARS-CoV-2
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2.1.3.2 Replicagdo do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2, quando ndo controlado pelas barreiras da resposta imunologica
inata, atravessa o epitélio respiratdrio e por meio da circulagéo sanguinea e linfatica, dissemina-
se para outros 6rgdos que possuem receptores do virus expressos em suas células. O principal
receptor do SARS-CoV-2 é aenzima ECA-2, biologicamente envolvida na regulacéo da funcéo
cardiaca e pressdo sanguinea. A ECA-2 encontra-se amplamente distribuida pelo organismo,
sendo encontrada em maior quantidade nas células epiteliais dos pulmdes, trato gastrointestinal,
coracdo e rins (MASTERS; PERLMAN, 2013; FARA et al., 2021).

Além da ECA-2, outros receptores sdo capazes de permitir a penetracdo viral nas
células hospedeiras. Entre eles esta 0 CD147 presente em altas quantidades no cérebro, a
neuropilina presente no epitélio olfativo e 0 CD26 em células linfohematopoéticas, figado, rim
e musculo liso (MASRE et al., 2020).

O ciclo replicativo (Figura 5) do SARS-CoV-2 inicia a partir da ligacdo da
glicoproteina S do virus a ECA-2 presente na superficie das células hospedeiras. Essa ligacédo
é seguida pela clivagem proteolitica da glicoproteina S por proteases como furina e serino
protease transmembranar (TMPRSS2) expressas na célula e mudanca conformacional da
glicoproteina, permitindo a exposicao da regido RBD de S1 e sua interacdo com a ECA-2. Em
seguida, ocorre o processo de fusdo do virus a membrana celular. O virus também pode penetrar
na célula pela via endocitica com a formacédo de endossomo, no qual a acidificacdo do meio e
acao das proteases lisossomais como a catepsina promovem o desnudamento culminando na
liberacdo do material genético viral na célula (ASTUTI; YSRAFIL, 2020; FARA et al., 2021).

Apbs a fusdo membranar ou endocitose, 0 genoma viral é liberado no citoplasma.
Como 0 RNA do SARS-CoV-2 ¢ de polaridade positiva (sentido 5°-3), este atua como RNA
mensageiro fazendo com que ORFla e ORF1b sejam traduzidos diretamente. Assim, s&o
produzidas as poliproteinas ppla e pplab que serdo processadas para formagdo das proteinas
ndo estruturais. Apos clivagem proteolitica por proteases virais, origina-se o complexo de
replicacdo e transcricdo, organizado em vesiculas de membrana dupla no reticulo
endoplasmatico e composto pelas nspl a nspl6, estando entre elas a RNA polimerase
dependente de RNA (Rprd). Esse complexo atua no material genético viral permitindo a
transcricdo descontinua com producdo de RNA subgenémicos. Estes, por sua vez, sdo
traduzidos pelos ribossomos do hospedeiro, produzindo as proteinas estruturais do virus
(DHAMA et al., 2020; CRUZ; LIMA; PEREIRA, 2021; FARA et al., 2021).
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Concomitantemente, a partir do RNA genémico, ocorre a replicacdo com a
producéo de novas cdpias do material genético, sendo produzidos RNA de polaridade negativa
que servem de molde para a confeccdo de sSRNA+. Apds processamento das proteinas
estruturais no ERGIC e montagem da particula viral, esta é liberada por exocitose sendo capaz
de infectar outras células e tecidos (CRUZ; LIMA; PEREIRA, 2021).

Figura 5 — Ciclo replicativo do SARS-CoV-2
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Fonte: Adaptado de Alanagreh; Alzoughool; Atoum (2020).

2.1.4 Caracteristicas clinicas da COVID-19

As manifestagdes clinicas da COVID-19 variam amplamente, sendo observados,
em sua maioria (80%), pacientes assintomaticos ou com sintomas leves e moderados similares
a gripe. Em uma menor parcela (20%), ocorrem casos graves que podem chegar a pneumonia
severa e evoluir a morte (LI et al., 2020; SCHRIJVER et al., 2020). Aproximadamente 20%
dos pacientes com COVID-19 precisam ser admitidos em hospitais e 5% sdo internados em

UTI (YANG et al., 2020). Nesse altimo grupo, a mortalidade atinge valores de 40 a 50%
(FARA et al., 2021).
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Dessa forma, os pacientes sintoméaticos sdo agrupados em 4 classificagdes da
doenca: leve, moderada, grave e critica. Os sintomas apresentados pelos pacientes leves e
moderados incluem febre (98%), dores no corpo ou fadiga (44%), tosse (76%), diarreia (3%),
cefaleia (8%), odinofagia, anosmia e ageusia (DHAMA et al., 2020). Os casos leves apesar de
manifestarem sintomas, ndo apresentam dispneia e 0s exames de imagem do térax sdo normais.
Na forma moderada os pacientes apresentam desconforto respiratério, exames de imagem
alterados e saturacdo de oxigénio (SpO2) maior ou igual a 94% (NIH, 2021).

Os pacientes graves apresentam mais parametros respiratorios alterados: taxas de
respiragdo > 30 por minuto, SpO2 <94%, razdo entre a pressao parcial de oxigénio arterial e a
fracdo inspirada de oxigénio (PaO2/FiO2) menor que 300 mmHg ou infiltrados pulmonares
maiores que 50%. A forma critica caracteriza-se por faléncia respiratdria, sendo necessario o
uso de equipamentos de ventilacdo mecanica, além de choque séptico e faléncia dos 6rgaos
(NIH, 2021).

Esse amplo espectro de perfis clinicos esté principalmente associado a fatores como
resposta imunoldgica, idade e presenca de comorbidades (LI et al., 2020; SCHRIJVER et al.,
2020). Os pacientes que evoluem para a COVID-19 grave sdo, em sua maioria, aqueles que
possuem fatores de risco como idade avancada (>60 anos), hipertensdo, diabetes, obesidade e
imunossupressao (SCHRIJVER et al., 2020). Além desses fatores, tem-se observado um maior
nimero de casos em pessoas do sexo masculino. Supde-se que as causas estejam associadas a
comportamentos de risco ou por questdes hormonais em que a acdo anti-inflamatéria da
testosterona leva a respostas atenuadas contra patégenos em homens, enquanto niveis mais altos
de estrogénios estdo relacionados a reaces imunoldgicas mais resolutivas (DHAMA et al.,
2020; FRAGA-SILVA et al., 2021).

Com relagdo ao sistema imunoldgico, percebe-se a importancia do seu equilibrio e
regulacdo, uma vez que os pacientes graves também estdo associados a uma resposta imune
exacerbada e desregulada ao virus, com elevacdo dos componentes inflamatorios. A doenca
grave ocasiona complicagdes em nivel de sistema respiratério como pneumonia e sindrome
respiratoria aguda grave (20-41% dos casos graves), mas também afeta outros Orgaos,
culminando em coagulopatias, comprometimento renal, cardiaco, neuroldgico, e disfuncao
maultipla dos érgdos (SCHRIJVER et al., 2020). Estes distintos comprometimentos possuem a

inflamacéo exacerbada como uma das causas em comum (FARA et al., 2021).



30

2.1.5 Diagndstico e caracteristicas laboratoriais da COVID-19

O diagndstico da COVID-19 é uma importante ferramenta para adog¢éo de medidas
de seguranga como o isolamento nos casos confirmados, e também, para a vigilancia
epidemioldgica. Pode ser realizado por métodos diretos, representados pelas técnicas
moleculares, ou por meétodos indiretos, representados pelas técnicas sorologicas (BRASIL,
2021).

As técnicas moleculares utilizadas sdo agrupadas nos testes de amplificacdo de
acido nucléico (NAAT). Dentre eles, o padrdo ouro para o diagnostico da COVID-19 € o
método molecular de transcri¢do reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (RT-gPCR) o qual detecta 0 RNA do virus e determina a carga viral a partir de amostras
de trato respiratorio como secrecao de nasofaringe. Os ensaios moleculares possuem como alvo
o0s genes que codificam N, E e S, regides da ORF1a e ORF1b e o0 gene da RdRp do virus. Esses
testes possuem alta sensibilidade e especificidade, permitindo diagnosticar a doenca em
individuos com infeccdo ativa do 3° ao 8° dia do inicio dos sintomas (LAI; LAM, 2021;
BRASIL, 2021).

Os testes soroldgicos detectam os anticorpos produzidos em resposta ao virus ou
antigenos da estrutura viral. O antigeno mais utilizado como alvo diagndéstico é a proteina N,
sendo pesquisado em amostras de secrecdo de nasofaringe por meio de teste
imunocromatografico (teste rapido) ou imunoenziméatico (ELISA sanduiche). Os testes para
deteccdo de antigeno devem ser utilizados para o diagnostico na fase aguda da doenca, do 1° ao
7° dia do inicio dos sintomas. Os anticorpos das classes IgM, IgG e IgA contra as proteinas N
e S, inicialmente aplicados no diagndstico, ndo sdo mais utilizados para este fim devido a
vacinacdo em massa (BRASIL, 2021; YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021; RAI et al.,
2021).

Além dos testes para o diagndstico, os exames laboratoriais de pacientes com
COVID-19 revelam alteragdes importantes as quais podem auxiliar na predi¢éo do agravamento
da doenca. Dentre os achados mais relevantes descritos estdo marcadores inflamatorios
elevados como proteina C reativa (PCR), ferritina e dimero D. Outras alteragcdes importantes
sdo linfopenia, neutrofilia, elevada razdo neutrofilo e linfocito (NLR), elevacdo de
aminotransferases, LDH (lactato desidrogenase) e tempo de protrombina. Esses achados
encontram-se mais alterados nos casos graves e revelam o quadro inflamatério do individuo
infectado (DHAMA et al., 2020; HADJAD)J et al., 2020).
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2.1.6 Tratamento, vacinas e variantes

O tratamento de individuos infectados com SARS-CoV-2 baseia-se principalmente
em medicamentos e estratégias de suporte aos sintomas, de acordo com cada caso. Em pacientes
mais graves pode ser necessaria a administracdo de anticoagulantes, corticoides e antibidticos.
Além disso, muitas pesquisas promissoras com antivirais e anticorpos monoclonais estdo em
andamento, com alvo no ciclo replicativo do virus, mas também contra componentes
inflamatorios exacerbados na COVID-19. Alguns desses farmacos como o antiviral remdesivir
e o anticorpo monoclonal tocilizumabe foram autorizados e sdo utilizados no Brasil para
tratamento da COVID-19 (BRASIL, 2021; CRUZ; LIMA; PEREIRA, 2021). Os antivirais
nirmatrelvir e ritonavir foram incluidos, em maio de 2022, no Sistema Unico de Salde para
casos leves a moderados da doenga (BRASIL, 2022).

As vacinas contra COVID-19 séo essenciais para a prevengdo dos casos graves da
doenca, diminuindo a mortalidade desta. Segundo a OMS, em janeiro de 2022 o0 numero de
doses aplicadas no mundo chegou a mais de 9 bilhdes. Os imunizantes administrados baseiam-
se em diferentes plataformas, sendo a vacina de virus inativado CoronaVac (Instituto Butantan
e Sinovac), a primeira a ser utilizada no Brasil. Trés outras foram autorizadas pela ANVISA,
sendo elas: a vacina da AstraZeneca em parceria com a Universidade de Oxford que utiliza
vetor viral de adenovirus de chimpanzé, a vacina da Pfizer em parceria com o laboratério
BioNTech e Fosun Pharma a qual utiliza a metodologia do RNA mensageiro e a vacina da
Janssen da Johnson & Johnson que se baseia no vetor viral de adenovirus humanos (BRASIL,
2021; SHAH; WOO et al., 2021).

Um dos desafios da eficacia da vacina é o surgimento de variantes. Por ser um virus
de RNA e pela sua polimerase ndo possuir mecanismos de reparo de erros, 0 SARS-CoV-2 estd
mais sujeito a mutacdes e recombinagdes durante sua replicacdo. Essas alteracdes no material
genético podem ser selecionadas positivamente, culminando em eventos como o
transbordamento zoondtico e o surgimento de novas variantes do virus. Dentre as variantes de

preocupacio estio as denominadas Alfa, Beta, Gama, Delta e Omicron (MISTRY et al., 2022).

2.2 Resposta Imunolégica na COVID-19

O sistema imunoldgico atua na defesa aos virus a partir de mecanismos das

imunidades inata e adaptativa, os quais visam a eliminacdo de células infectadas e ao
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impedimento da infecgdo. As formas leves e moderadas da COVID-19 estdo associadas a
respostas resolutivas, as quais possuem inicio e fim em periodo de tempo adequado (HAN et
al., 2020).

Entretanto, segundo Abbas, Lichtman e Pillai (2019) “a falha do sistema imune em
controlar as infec¢bes broncopulmonares e as respostas imunes ou inflamatorias excessivas as
infeccdes constituem as principais causas de morbidade ¢ mortalidade no mundo inteiro”. Dessa
forma, individuos que evoluem para a forma grave da COVID-19 séo caracterizados por uma
resposta nédo resolutiva em que a infecgéo viral afeta o funcionamento e a regulacéo da resposta
imunolégica inata e adaptativa, podendo ser vistas alteracdes celulares e moleculares dos
componentes desse sistema. Essas alteracdes, entre elas, a inflamacdo exacerbada, revelam
como os danos desencadeados pela desregulacédo da resposta imunoldgica podem ser maiores
que os danos por mecanismos patogénicos virais (BOUADMA et al., 2020; ACKERMANN et
al., 2021).

A imunidade inata € composta por barreiras, moléculas e células responsaveis por
uma resposta rapida ao microrganismo invasor, atuando como primeira linha de defesa. O
epitélio do trato respiratério, sitio primario da COVID-19, é composto por barreiras fisicas
como os cilios e por barreiras quimicas como muco, defensinas e catelicidinas (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2019). Quando o virus resiste a essas barreiras e inicia seu ciclo
replicativo em células do epitélio mucoso e, posteriormente, em macréfagos e células
dendriticas, ocorre o reconhecimento de padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPS),
como 0 RNA e proteinas virais, por receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS). Esses
receptores estdo presentes na membrana plasmatica e endossémica (TLR) e também no
citoplasma (RLR) da célula hospedeira infectada (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

A partir desse reconhecimento, ocorre a ativacao de vias de sinalizacéo e de fatores
de transcri¢do (IRF, NF-KB) os quais, atuando no genoma do hospedeiro, permitem a sintese
de interferon do tipo | (IFN-a e IFN-B) e Il responsaveis pela inducdo de um estado antiviral.
Além disso, citocinas pro-inflamatérias (IL-1, 1L-6, TNF-a), quimiocinas (CCL2, CXCLS8) e
moléculas de adesdo ao endotélio tambem sdo expressas, as quais atuam no pProcesso
inflamatdrio. Dessa forma, o sistema imune inato atua na infecgdo e em lesbes teciduais por
meio da inflamac&o e da resposta antiviral. Na inflamagéo ocorre o recrutamento de leucocitos,
como os neutrofilos, e alteracdes vasculares que possibilitam os processos efetores celulares
(CAVALCANTE-SILVA et al., 2020; HADJADJ et al., 2020; FARA et al., 2021). Os

mecanismos antivirais garantidos pelos IFNs, como apoptose de células infectadas, inibicao da
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disseminacdo do virus para células vizinhas ndo infectadas, degradacdo de RNA, diminuicdo
da sintese protéica e inducao da resposta adaptativa, sdo essenciais na contencao da infeccao
viral, e quando estes ndo sdo eficazes, ha persisténcia viral e processo inflamatdrio exacerbado
(STEGELMEIER et al., 2021).

2.2.1 Armadilhas extracelulares de neutrofilos

Os neutrofilos, leucdcitos mais abundantes na circulacao sanguinea (50-70%), sdo
células que compdem a classificacdo dos granulécitos por possuirem granulos citoplasmaticos
primarios (azurofilos) e secundarios (especificos) os quais contém enzimas e proteinas atuantes
em suas fungdes. Sendo as primeiras células a migrarem ao local da infeccdo no processo
inflamatdrio, os neutréfilos desempenham acdes de defesa contra patdgenos. Para essa fungéo,
o0s neutrofilos sdo capazes de reconhecer os PAMPs e DAMPS e ativar a resposta imunoldgica
a partir de mecanismos como fagocitose, degranulacdo e formacgdo de espécies reativas de
oxigénio. Além disso, essas células também séo capazes de participar da inflamagdo por meio
da biossintese de citocinas inflamatorias e imunorreguladoras e fatores para a homeostase
sanguinea (SABBATINI; MAGNELLI; RENO, 2021).

Outro mecanismo dos neutréfilos na defesa contra patdgenos foi descoberto em
2004 por Brinkmann e colaboradores por meio de estudos com bactérias (Figura 6)
(BRINKMANN et al., 2004; VOROBJEVA, 2020). Esse estudo mostrou que, por meio de

modificacdes citoplasmaticas e nucleares, os neutréfilos ativados liberam o seu conteudo

intracelular ao meio extracelular, sendo chamado de armadilhas extracelulares de neutrofilos
(NETs) (THIERRY; ROCH, 2020).

Figura 6 — Fibras de NETs envolvidas em bactérias vistas em microscopia
eletrbnica de varredura. A) S. aureus. B) S. typhimurium. C) S. flexneri
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Fonte: Brinkmann et al. (2004).

As NETSs sédo compostas de DNA associado a histonas, enzimas oxidativas, como
EN e MPO, e proteinas microbicidas, que atuam na contencdo do microrganismo e
consequentemente da infeccdo. A sobrevivéncia ou nao dos neutrofilos e a origem do DNA
liberado classifica esse processo em trés tipos: a formacdo de NETs litica, ndo litica e
mitocondrial (CASTANHEIRA; KUBES, 2019; TAN; AZIZ; WANG, 2020). Além do
estimulo pelos componentes estruturais dos microrganismos como bactérias, fungos e virus, as
NETs também podem ser induzidas por anticorpos, plaquetas, citocinas e outras moléculas
como colesterol e substancias farmacolégicas como o PMA. No caso da COVID-19, acredita-
se que as NETs podem ser estimuladas no contexto de células epiteliais danificadas pelo virus,
plaquetas e células endoteliais ativadas, citocinas pro-inflamatérias (IL-8, GM-CSF) e
complexos imunes (ZUO et al., 2020). Os distintos tipos de NETs sdo acionados a depender do
estimulo inicial e das diferentes vias de sinalizagdo ativadas por ele (Figura 7) (VOROBJEVA,
2020).

A formacdo de NETSs litica culmina com a morte do neutrofilo por meio de via
dependente da enzima NADPH oxidase (NOX), sendo descrita uma menor capacidade de
formagdo de NETs em pacientes com deficiéncia hereditaria de NOX na doenga granulomatosa
cronica (RAVINDRAN; KHAN; PALANIYAR, 2019). A partir da fosforilacdo das
subunidades da NOX por cinases, ocorre a montagem e ativacdo da NOX nas membranas dos
granulos especificos e citoplasmatica, sendo formadas espécies reativas de oxigénio (EROs).
As EROs estimulam a liberacdo da EN de um complexo associado a membrana granular
(azurossomo) para o citosol e ativa sua atividade proteolitica de forma MPO-dependente
(METZLER et al., 2014). Dessa forma, as proteinas granulares séo liberadas no citosol, onde a
EN cliva filamentos de actina levando a dissociacdo do citoesqueleto e imobilizacdo do
neutrofilo. As proteinas granulares alcancam o ndcleo, onde atuam em modifica¢fes estruturais
das histonas e consequente descondensacdo da cromatina. As acfes da EN e MPO séo
constituintes fundamentais na formagdo das armadilhas; de forma que camundongos e
individuos deficientes nestas enzimas ndo podem produzir NETs (VOROBIJEVA, 2020;
SABBATINI; MAGNELLI; RENO, 2021). O processo de descondensacdo da cromatina
também recebe contribuicdo da peptidilarginina deaminase 4 (PAD4), que atua na citrulinacdo
das histonas (descrita no tépico 2.2.1.3). A PAD4 é uma enzima citoplasméatica com ativacao

dependente de célcio e EROs, moléculas produzidas na sinalizagdo de NETs. Quando ativada,
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a PAD4 migra para o nlcleo atuando também no aumento da permeabilidade nuclear. Por fim,
apos a descondensacdo e associacdo das proteinas dos granulos com a cromatina, a rede de
NETs € liberada no espaco extracelular por poros formados na membrana nuclear e
citoplasmatica por meio da proteina gasdermina D (GSDMD), ativada por EN (TAN; AZIZ;
WANG, 2020). E descrito que o SARS-CoV-2 é capaz de ativar diretamente a GSDMD,
desencadeando a producao de NETs (SILVA et al., 2022).

A formacdo de NETSs ndo litica € um processo independente de NOX e nao resulta
na morte do neutréfilo. Nesta via, a EN também € translocada para o nucleo e ocorre a
participacdo da PAD4, entretanto, a rede de NETs é expelida por vesiculas, sem ruptura da
membrana plasmatica, permitindo a manutencdo de fungdes como a fagocitose
(CASTANHEIRA; KUBES, 2019). Na formacdo de NETs mitocondrial, 0 DNA € originado
da mitocondria da célula, ndo resulta na morte do neutréfilo e ocorre com a producdo de EROs
(TAN; AZIZ; WANG, 2020).

Figura 7 — Vias de ativacdo das NETs. A) Formacdo de NETs litica. B)
Formacédo de NETS ndo litica
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As NETSs sdo caracterizadas por efeitos anti e pro-inflamatérios. No componente

anti-inflamatorio, modulam a inflamac&o pela ligagéo e sequestro de citocinas que sdo entéo
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degradadas pelas serino proteases da sua rede (SABBATINI; MAGNELLI; RENO, 2021).
Entretanto, também contribuem para a inflamacdo uma vez que podem induzir a liberacdo de
citocinas, IFN-I e ativacao do inflamassoma NLRP3, além de ativarem o sistema complemento
(ACKERMANN et al., 2021).

Achados da COVID-19 grave como neutrofilia, elevada NLR, elevagbes de GM-
CSF, IL-1B, IL-8, IL-6 e dimero D, assim como 0s aspectos da patogénese se encaixam no
contexto de formacédo de NETs (ZUO et al., 2020).

2.2.1.1 Mieloperoxidase

A MPO é uma metaloproteina dimérica com peso molecular de 140 kilodaltons
(kD) constituinte dos granulos azurdfilos dos neutréfilos. Além dessa localizagdo, também pode
ser encontrada em quantidade consideravelmente menor (cerca de 1/3 da presente em
neutrofilos) nos lisossomos dos mondcitos. Sua fungdo principal envolve a acdo enzimatica
contra microrganismos em fagossomos, por catalisar a producdo de &cidos (hipocloroso,
hipobromoso, hipoiodoso) e superdxidos a partir de peroxido de hidrogénio e ions de haleto
(CI-, Br-, I-). Dessa forma, os produtos enzimaticos da MPO sdo altamente reativos e levam a
oxidacdo de proteinas, lipideos e outras moléculas (ARATANI, 2018; KARGAPOLOVA etal.,
2021).

Além da atividade enzimética, a MPO também atua na producdo e constituicdo das
NETSs, estando principalmente associada ao DNA. Na formacdo das NETS, a carga positiva
dessa proteina permite a ligacdo da MPO com o DNA livre carregado negativamente. Além
disso, a partir dessa propriedade de carga catidnica, a MPO pode alterar mecanismos celulares
que levam a autofagia e pode se ligar ao glicocalice das células endoteliais causando disfungéo
dessas células. Niveis desregulados de MPO séo relatados em condi¢cdes de dano tecidual e
inflamacdo como disturbios neuroldgicos degenerativos como Alzheimer e Parkinson, além de
carcinogénese, doencas cardiovasculares e autoimunes (ARATANI, 2018; KARGAPOLOVA
etal., 2021).

2.2.1.2 Elastase

A EN é uma das serino proteases presentes nos granulos azuréfilos dos neutrdfilos,
sendo a mais abundante (aproximadamente 67.000 moléculas por granulo) e possuindo peso
molecular de 29,5 kD. Além da sua localizacdo nos granulos, a EN também pode ser encontrada
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ligada a proteoglicanos de sulfato de condroitina e de heparam sulfato na superficie dos
neutrofilos ativados. A EN pode reagir com diversos substratos, intra ou extracelularmente,
incluindo proteinas microbianas, proteinas da matriz extracelular, fatores de coagulacdo e
citocinas inflamatorias, contribuindo para a defesa inata contra microrganismos e danos. Dos
mecanismos inatos, a EN participa do processo de fagocitose, juntamente com a MPO, NADPH
oxidase e peptideos antimicrobianos. Como a MPO, também é componente das NETSs e atua
em sua producdo a partir da descondensacdo da cromatina (KORKMAZ et al., 2010;
RYDZYNSKA et al., 2021; VOYNOW,; SHINBASHI, 2021).

A atividade de EN ¢ regulada por inibidores (exemplo, a.1-antitripsina) uma vez que
é descrita sua contribuicdo, quando em elevadas quantidades, na patogénese de doencas
inflamatdrias envolvendo pulmdes, rins, sistema cardiovascular e tumores. Em doencas
pulmonares cronicas, a EN diminui a motilidade ciliar e aumenta a producdo de mucina,
blogueando a depuracdo mucociliar e causando obstrucdo das vias aéreas. Outro efeito deletério
da EN € a sua capacidade de degradar proteinas da matriz extracelular, moléculas da imunidade
inata (lactoferrina, opsoninas como as proteinas surfactantes SP-D e SP-A e proteinas do
sistema complemento e receptores fagociticos) e ativar sinalizacdo de vias pré-inflamatorias,
ocasionando lesdo celular e tecidual além de persisténcia da infeccdo (VOYNOW,;
SHINBASHI, 2021).

2.2.1.3 Histona H3 Citrulinada

As histonas, incluindo a de tipo H3, sdo proteinas (11 kD a 21 kD) que se ligam ao
DNA formando a cromatina, a qual confere a compactagdo dessa molécula no nucleo. A ligagédo
ao DNA ¢ devida a elevada quantidade de cargas positivas das histonas pela presenca dos
aminoacidos arginina e lisina. No processo de formacgdo das NETSs, a enzima PAD4 é
translocada do citoplasma ao nucleo e promove a desaminagdo da arginina em citrulina (nos
residuos R2, R8 e R17 da H3), levando a descondensacao da cromatina. Dessa forma, 0 DNA
é liberado nas NETS associado também a histonas do tipo 3 citrulinadas (H3Cit) (MASUDA et
al., 2016; SORENSEN; BORREGAARD, 2016).

E descrito que as histonas citrulinadas correspondem a maior parte das proteinas
que compdem as NETSs e que a inibicdo de PAD4 in vitro e in vivo impede a sua formacéo.
Dessa forma, além da H3Cit, outras histonas (H1, H2A, H2B, H4) foram identificadas como

componentes de NETS, entretanto, a H3Cit e considerada como um biomarcador especifico em
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seu estudo (TAN; AZIZ; WANG, 2020). Com relacdo a defesa contra microrganismos, sua
elevada composicéo catidnica contribui para a capacidade de ligacdo as membranas celulares,
desencadeando resposta citotoxica e inflamatoria. Alem disso, o papel indireto das histonas
citrulinadas € permitir a interacdo do DNA com 0s patdgenos e sua consequente capacidade
microbicida (MASUDA et al., 2016; SORENSEN; BORREGAARD, 2016).

As histonas modificadas podem atuar como antigenos e ocasionar a formacao de
autoanticorpos envolvidos com doencas autoimunes, trombose e vasculites (SORENSEN;
BORREGAARD, 2016). Além disso, um aumento nos niveis séricos de H3Cit relaciona-se com
0 mau prognéstico em condi¢bes de inflamacdo exacerbada como na sepse (DRAGONI;
HERTOGH; VERMEIRE, 2021).

2.2.1.4 DNA livre de células

Segundo Brinkmann et al. (2004), o DNA livre de células (cfDNA) € o principal
constituinte das NETS, sendo sua estrutura desintegrada pelo tratamento com DNAses. Esse
componente é caracterizado como 0 DNA de origem intracelular localizado fora da célula por
mecanismos de liberacdo ativos ou passivos, ou por lise celular (PIETRAMELLARA et al.,
2009; NAGLER et al., 2018; MONTICOLO et al., 2020). No caso das NETs, o cfDNA pode
ser originado tanto do nucleo como da mitocondria. O cfDNA contribui fisicamente para a
atividade antimicrobiana das NETs pela imobilizacdo do agente infeccioso e também em
virtude da sua composicao quimica, a partir do sequestro de cations, rompimento da integridade
da membrana e lise das células de microrganismos (MONTICOLO et al., 2020).

O cfDNA pode ser reconhecido como DAMP e desencadear uma resposta
imunolégica nociva (MONTICOLO et al., 2020). A partir de 1948, o cfDNA passou a ser
descoberto no plasma e soro de pacientes com acometimentos crénicos das vias aéreas como
fibrose cistica, doencas autoimunes e neurodegenerativas, cancer e hipertensdo. O complexo
cfDNA-histona € relatado pelo seu papel no desenvolvimento de autoanticorpos, no estimulo
de citocinas pro-inflamatdrias e citotoxicidade, podendo ser desencadeador da inflamacao
exacerbada presente na patogénese das doencas relacionadas (ZAWROTNIAK; RAPALA-
KOZIK, 2013; MONTICOLO et al., 2020).
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2.2.2 Papel das NETs na imunopatogénese da COVID-19 grave

Na COVID-19 a resposta imunolégica do hospedeiro tem importante papel em
levar a doenga a um desfecho favoravel ou a um quadro de complicagcbes (HADJADJ et al.,
2020). Uma exacerbada e prolongada resposta imune inata leva a desregulacdo do sistema
imunologico adaptativo. Nisso estdo relacionadas a dificuldade na depuracdo viral e a
inflamacao excessiva, fatores que pioram o prognostico do paciente (SCHRIJVER et al., 2020).

O que se observa em pacientes com COVID-19 ¢ a capacidade do virus de evadir-
se do sistema imunolégico, por diversos mecanismos. Entre eles estd o bloqueio da expressao
e sinalizacdo dos IFNs tipo | e 11l pelas proteinas virais. Sendo estes IFNs atuantes na defesa
antiviral, é descrito que pacientes em estados criticos possuem uma menor resposta de IFNs
tipo | e 11l em comparagdo com aqueles com COVID-19 leve e moderada (HADJADJ et al.,
2020). Além disso, as céelulas dendriticas plasmocitoides, produtoras significativas destes IFNSs,
foram encontradas em baixa frequéncia na circulacdo de pacientes hospitalizados com COVID-
19 grave (HADJADJ et al., 2020; PALUDAN; MOGENSEN, 2022). O escape viral leva a
persisténcia do microrganismo, compondo, assim, um cenario de células infectadas e
constantemente estimuladas que elevam a producdo de citocinas pro-inflamatérias e o
recrutamento exacerbado de células imunes como os neutrofilos, caracterizando a neutrofilia
acentuada desses pacientes (CAVALCANTE-SILVA et al.,, 2020; CHUA et al., 2020).
Abundantes agregados de neutrofilos também foram encontrados no tecido pulmonar em
estudos post-mortem, sem que houvesse uma marcante presenca viral o que mostra que
pacientes que foram a Obito possuiam os 6rgdos afetados principalmente por uma resposta
inflamat6ria (SCHURINK et al., 2020).

A NLR ¢é considerada um marcador de mau prognoéstico para a COVID-19. A
elevacdo da NLR encontrada nos pacientes graves deve-se ao aumento dos neutrdfilos
circulantes e, em contrapartida, a uma diminuicéo dos linfdcitos funcionais por mecanismos de
apoptose e exaustdo que podem ser explicados pelo estado de hiperativacdo dessas células por
meio de moléculas como citocinas pro-inflamatdrias liberadas em excesso (HADJADJ et al.,
2020; PALUDAN; MOGENSEN, 2022; MORTEZAEE; MAJIDPOOR, 2022).

Tendo em vistas essas alteracdes relacionadas aos neutrofilos, € descrita a
associacdo entre essas células e NETs com a patogénese dos casos graves de COVID-19 no que

se refere a inflamacdo, dano tecidual, imunotrombose e coagulopatias responsaveis por danos
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a 6rgdos como coracdo, pulmao e rins (ZUO et al., 2020; ACKERMANN et al., 2021). As
NETs podem atuar positiva ou negativamente dependendo da sua quantidade, qualidade e
duracdo. Em situacdo regulada, os componentes das NETS, apos cumprirem sua funcdo, sao
removidos pelos macrofagos, permitindo que os fatores inflamatorios diminuam. Quando ndo
ha regulacdo adequada, h& a liberacdo aumentada de NETS e seus constituintes ndo séo
removidos, tornando-se causa de patogénese (SABBATINI; MAGNELLI; RENO, 2021).

Os componentes de NETs em excesso podem levar a um estado de
hipercoagulabilidade a partir do dano endotelial, da formacéao de agregados com plaquetas e da
ativacdo de fatores da cascata de coagulacdo (Figura 8). A partir da capacidade citotoxica das
NETs, podem ocorrer lesdes nas células endoteliais que, pela expressdo de E-, P-selectinas e
fator de von Willebrand (VWF), permitem a adesao e a agregacéo plaquetaria. Além disso, essas
moléculas promovem o recrutamento de mais neutréfilos que se associam as plaquetas ativadas,
contribuindo para a trombose. O DNA liberado das NETSs inicia a geragdo de fibrina pela
ativacdo do fator XII da coagulacao, as histonas regulam a expressao de pré coagulantes como
o fator tecidual e a fosfatidilserina e a EN cliva a proteina anticoagulante inibidora do fator
tecidual e antitrombina (JING et al., 2021; LIU et al., 2021). A formag&o de trombos contribui
para 0 aumento do processo inflamatorio e para o fendbmeno da vaso-oclusdo, a qual atinge
outros 6rgdos além dos pulmdes, podendo causar insuficiéncia renal, cardiaca e hepética (ZHU;
CHEN; LIU, 2022). Nesses aspectos, o dimero D, produto da degradacdo da fibrina, é um
marcador utilizado para a identificacdo de coagulopatias e que se encontra elevado em pacientes
com COVID-19, principalmente os que necessitam de internacdo (FARA et al., 2021).

Figura 8 — NETSs e a imunotrombose em COVID-19
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Além disso, as NETs também atuam no aumento da permeabilidade vascular. Sabe-
se que histonas, proteases e demais componentes das NETs possuem elevada carga catidnica
que podem levar a formacdo de poros e a citotoxicidade pela afinidade com membranas
fosfolipidicas. As lesdes de células endoteliais e epiteliais identificadas em pacientes com
COVID-19 (Figura 9) condizem com a patogénese de outras doencas por NETs (BECKER et
al., 2021).

Entre os estados inflamat6rios que possuem associacao de patogénese com as NETs
estdo sepse, doencas autoimunes, distdrbios cardiovasculares, lesdo pulmonar aguda induzida
por patogenos e desenvolvimento de SRAG. Além disso, também estdo envolvidas com
doencas virais como influenza, sendo que elevadas quantidades de NETS est&o associadas com
mau progndstico da doenca (ZUO et al., 2020).

Figura 9 — Neutréfilos na imunopatogénese da COVID-19: danos ao endotélio
e epitélio pulmonar. (1) O SARS-CoV-2 ao se replicar em células como os (2)
macrofagos, células epiteliais e endoteliais, promove dano celular e estimula a
liberacdo de mediadores inflamatorios, que em excesso, € com a participacdo
do sistema complemento e NETs contribuem para a (3) hiperinflamag&o. Os
componentes de NETSs liberados também atuam no dano celular, na agregagéo
com plaquetas, ativagdo de fatores pro-coagulantes, culminando na formacéo
de (4) fibrina e (5) trombos. Os trombos formados levam a fendmenos de
tromboinflamagdo a partir da amplificagdo da resposta imunolégica e vaso-
ocluséo.
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Todo esse quadro da desregulacao do sistema imunologico leva ao dano tecidual e
a rapida progressdo da doenga (CHEN et al., 2020; LIU et al., 2020; NOTZ et al., 2020). Dessa

forma, levando em consideracdo o importante papel do sistema imunol6gico na patogénese da

COVID-19 grave, a presenca de achados laboratoriais que revelam a participacdo dos

neutrofilos nesse processo e a capacidade das NETs de agravar estados patologicos, mostra-se

relevante avaliar os marcadores de NETs em pacientes acometidos com COVID-19 no

momento da admissdo em UTI, assim como comparar os marcadores de acordo com o desfecho

clinico de 6bito e alta.
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3 HIPOTESES

Os pacientes com COVID-19 grave internados em UTI e com desfecho clinico de
Obito apresentam maiores niveis de marcadores de NETs no plasma em comparagdo com 0s
que evoluiram para alta hospitalar.

Os pacientes com COVID-19 grave internados em UTI e com desfecho clinico de
Obito apresentam caracteristicas sociodemograficas, clinicas e alteracdes laboratoriais

significativamente diferentes em comparagdo com os que evoluiram para a alta hospitalar.

4 OBJETIVOS
4.1 Obijetivo geral

Avaliar a correlagdo de marcadores de armadilhas extracelulares de neutrofilos
(NETSs), como do perfil sociodemogréafico e laboratorial, no desfecho clinico de pacientes com
COVID-19 grave internados em UTI de hospital de referéncia para COVID-19, em
Fortaleza/CE.

4.2 Obijetivos especificos

e Descrever caracteristicas sociodemograficas e clinicas da populacéo estudada de acordo
com sexo, idade, municipio de origem, presenca de comorbidades e dias de internacao
dos casos;

e Descrever caracteristicas laboratoriais da populacdo estudada de acordo com valores de
neutrofilos, leucdcitos, linfécitos, mondcitos, plaquetas, PCR, dimero D, NLR dos
casos;

e Quantificar os niveis de mieloperoxidase, elastase, histona citrulinada e DNA livre de
células no plasma de pacientes com COVID-19 grave internados em UTI;

e Comparar os dados obtidos de acordo com o desfecho clinico dos pacientes, nos grupos
alta hospitalar e 6bito;

o Verificar a existéncia de correlacdo entre os niveis de marcadores de NETs com as

caracteristicas sociodemograficas e os dados laboratoriais.
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5 METODOLOGIA

5.1 Populacéo e descricédo do estudo

Trata-se de um estudo descritivo e transversal com coleta de informacdes
sociodemogréficas, dados laboratoriais e anélise de amostras bioldgicas coletadas nos anos de
2020 a 2021 de pacientes ndo vacinados para a COVID-19. Foram selecionados de forma
aleatdria 78 pacientes com infec¢do por SARS-CoV-2 diagnosticada por pesquisa de antigeno
a partir de teste rapido e/ou pela detec¢do de RNA viral de swabs nasofaringeos por meio do
método reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) e que estiveram internados
na UTI COVID-19 do Instituto Dr. José Frota, hospital de nivel terciario localizado no estado
do Ceard, Brasil, de Junho a Agosto de 2020 (n= 64) e de Janeiro a Fevereiro de 2021 (n=14),
sendo observados os desfechos clinicos de alta ou o6bito.

O principal fator considerado para a admissdao em UTI foi a classificacdo de
severidade pelo escore SAPS 3 e a necessidade de suporte respiratorio invasivo, como
ventilagdo mecanica e o uso de drogas vasoativas (LAZARO et al., 2022). O escore SAPS 3 é
um sistema prognéstico composto de 20 varidveis (agrupadas em caracteristicas
sociodemogréficas, parametros fisioldgicos e variaveis relacionadas ao diagnostico e presenca
de comorbidades), sendo utilizado para estabelecer indice preditivo de mortalidade para
pacientes internados em UTI (JUNIOR et al., 2010).

Dados sociodemograficos e laboratoriais foram coletados a partir da leitura de
prontuérios eletrénicos disponibilizados no sistema Ars Vitae do hospital. Os resultados
laboratoriais e a coleta da amostra para analise dos marcadores de NETSs sdo referentes ao dia

da admissdo dos pacientes na UTI.

5.2 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Ceara (UFC) por meio do protocolo n° 4.346.280 (CAAE: 36139220.6.0000.5054)
(Anexo A) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) por meio do parecer n°
4.026.888 (CAAE: 30579020.4.1001.0008) (Anexo B). As amostras foram coletadas apds
assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) pelos participantes envolvidos

ou seus familiares (Anexo C).
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5.3 Critérios de incluséo e exclusao

Os critérios de elegibilidade do estudo foram pacientes com idade igual ou superior
a 18 anos, internados em UTI, com exames laboratoriais confirmatorios da presenca de SARS-
CoV-2 (RT-PCR e/ou teste répido para antigeno); manifestacdo da Sindrome Respiratdria
Aguda Grave (SRAG).

Os critéerios de exclusdo adotados foram individuos com testes inconclusivos para
COVID-19, mulheres gravidas, pacientes transplantados, individuos em uso de
imunossupressores e/ou em tratamento quimioterapico. A Figura 10 corresponde ao fluxograma

de selecdo dos pacientes até o numero final de 78 amostras.

Figura 10 — Fluxograma da selecdo amostral
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5.4 Coleta e processamento das amostras

Amostras de sangue periférico em tubo EDTA foram coletadas dos 78 pacientes
pela equipe responsavel do hospital no dia da admissdao em UTI. Apos a coleta, foi realizada a
centrifugacgdo dos tubos e a aliquotagem dos plasmas, sendo armazenados em tubos Eppendorf

em freezer -80°C até 0 momento da quantificacdo dos marcadores. Para evitar a degradacéo das
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amostras pelos diferentes ciclos de congelamento e descongelamento, foram realizadas
aliquotas de trabalho em Eppendorf a partir das aliquotas de origem.

Além das 78 amostras de pacientes com COVID-19, foi utilizada uma amostra de
controle negativo de voluntéario ndo infectado pelo SARS-CoV-2 ou assintomatico e que ndo

apresenta doenca que possa interferir nos resultados dos biomarcadores de NETS.

5.5 Delineamento experimental

Na execucdo experimental (Figura 11), a quantificacdo dos marcadores de NETs
foi realizada por meio de kits de ELISA sanduiche e fluorimetria da Invitrogen™ Thermo
Fisher com leitura realizada pelo leitor de absorbancia de microplacas SmartReader™ 96 da
Accuris Instruments™ e fluorimetro Qubit® 2.0 Fluorometer, respectivamente, conforme

instrucdes da fabricante.

Figura 11 — Fluxograma do delineamento experimental
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5.6 Quantificagdo de marcadores de NETs por ELISA

Os trés marcadores de NETs quantificados por ensaio imunoenzimatico seguiram o
mesmo principio basico do ELISA sanduiche. O analito de interesse presente nas amostras liga-
se ao anticorpo de captura especifico adsorvido nos pogos e ao conjugado composto pelo
anticorpo de deteccdo especifico e biotina, sendo que a essa ultima liga-se o complexo
estreptavidina-peroxidase. Ao adicionar o substrato da peroxidase, a reacdo enzimatica ocorre
sendo formado um produto de cor proporcional a quantidade do marcador presente na amostra,
sendo possivel a medicdo da absorbancia e determinacdo da concentracdo do analito de
interesse. Os célculos das concentracdes dos marcadores foram realizados a partir da curva
padrdo, por meio da interpolacdo em curva log-log (absorbancia x concentragdo) utilizando o
Excel 2019 (Microsoft Office).

5.6.1 Mieloperoxidase

Para a quantificacdo de MPO humana nas amostras foi utilizado o kit comercial
Myeloperoxidase Human Instant ELISA™ (BMS2038INST) da Invitrogen Thermo Fisher
Scientific. Antes de iniciar o procedimento, as amostras foram descongeladas e diluidas (1:50)
a partir de 490 pL do diluente da amostra e 10 uL da amostra, sendo homogeneizadas em vértex
(Bionex) e minicentrifuga UniSpin (Uniscience), por 10 segundos em cada, antes de
adicionadas na placa. Os 96 pogos da microplaca fornecida pelo kit eram sensibilizados com
anticorpos monoclonais especificos para MPO humana além de conterem o conjugado com
biotina, o complexo estreptavidina-HRP e o diluente da amostra liofilizados. Os poc¢os
referentes a curva padrdo eram constituidos também dos padrdes liofilizados (duplicata) em
concentracdo de 10.000 - 156 pg/mL. O tampdo de lavagem concentrado 10x (solugéo salina
tamponada com fosfato com 1% de detergente Tween® 20) foi diluido em 475 mL de &gua
destilada.

O procedimento foi iniciado com a adi¢do 150 pL de agua destilada nos pocos da
curva padréo e branco e 100 pL de agua destilada nos pocos das amostras para a reconstituicdo
dos reagentes liofilizados. Foram adicionados 50 pL das amostras diluidas 1:50 nos pocos
correspondentes, a placa foi selada e incubada a temperatura ambiente (18 a 25°C), a 200 rpm,
por trés horas em shaker de microplacas Orbi-Shaker™ MP. Apo6s a incubacéo foi realizada a
etapa de lavagem manual dos pocos, a partir de 350 puL de tampéo de lavagem em cada poco,


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/substance/orbishakermpwith4positionmicroplateplatform1234598765
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quatro vezes. A cada lavagem o conteudo dos pogos foi desprezado na pia e os residuos de
tampé&o na placa secados por batidas em papel toalha. Foram adicionados 100 pL de solucédo de
substrato cromogénica Tetrametilbenzidina (TMB) em todos o0s pocos, sendo a placa levada
para incubagdo a temperatura ambiente, por 10 minutos, protegida de fonte luminosa. Por fim,
foram adicionados 100 uL de solucéo de parada (acido fosférico 1M) em cada poco e a placa

foi lida pelo leitor de absorbancia (Figura 12), utilizando o comprimento de onda de 450 nm.

Figura 12 — Leitura da placa de 96 pocos em espectrofotdmetro

Fonte: Fotografado pela autora.

5.6.2 Elastase

Para a quantificacdo da EN humana nas amostras de plasma foi utilizado o kit
comercial Human PMN-Elastase ELISA™ (BMS269) da Invitrogen Thermo Fisher Scientific.
Antes de iniciar o procedimento as amostras foram descongeladas e diluidas (1:100) em duas
etapas, a primeira a partir de 90 pL do diluente e 10 uL da amostra e a segunda com 450 pL do
diluente e 50 pL da amostra. As amostras diluidas foram homogeneizadas em voértex (Bionex)
e minicentrifuga UniSpin (Uniscience), por 10 segundos em cada, antes de adicionadas na
placa. Os 96 pocos da microplaca fornecida pelo kit eram sensibilizados com anticorpos
especificos para elastase de PMN humana. Para a preparacao da curva, foram feitas dilui¢des

seriadas do padrao liofilizado (10 ng/mL) reconstituido com 2000 uL de diluente da amostra,
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de forma que o intervalo da curva padréo foi de 10 - 0,16 ng/mL. Além do padrdo, o kit forneceu
o0 controle de alta concentracédo o qual foi reconstituido em 1000 pL do diluente. O tampéo de
lavagem concentrado 10x (solucdo salina tamponada com fosfato com 1% de detergente
Tween® 20) foi diluido em 450 mL de &gua destilada.

O procedimento foi iniciado com a adi¢do de 100 pL dos padrées (duplicata), 100
pL de diluente no branco (duplicata) e 100 pL de das amostras diluidas 1:100/controle nos seus
respectivos poc¢os. A placa foi selada e incubada a temperatura ambiente, a 900 rpm, por uma
hora, em shaker de microplacas Orbi-Shaker™ MP. Apoés a incubagdo foi realizada a etapa de
lavagem dos pocos pela lavadora de Microplacas Wellwash Versa (Figura 13), a partir de 350
pL de tampdo de lavagem em cada poco, quatro vezes. A cada lavagem o contetdo dos pogos
foi aspirado pela lavadora e ap6s a Ultima lavagem, os residuos de tampéo na placa foram
secados por batidas em papel toalha. Foram adicionados 150 pL do conjugado-HRP nos pogos,
sendo a placa selada e incubada a temperatura ambiente, a 900 rpm, por uma hora em shaker.

Apbs incubacdo, a placa foi lavada mais quatro vezes conforme anteriormente
descrito e foram adicionados 200 pL de TMB em todos os pocos. A placa foi levada para
incubacdo a temperatura ambiente, por 20 minutos, sendo protegida de fonte luminosa. Por fim,
foram adicionados 50 pL de solucdo de parada (a4cido hidroclérico 2M) em cada poco e a placa

foi lida pelo leitor de absorbancia, utilizando o comprimento de onda de 450 nm.

Figura 13 — Etapa de lavagem automatizada da placa de 96 pogos
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Fonte: Fotografado pela autora.
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5.6.3 Histona H3 Citrulinada

Para a quantificagdo da histona H3 citrulinada nas amostras de plasma foi utilizado
o kit comercial Citrullinated Histone H3 (Clone 11D3) ELISA™ (501620) da Cayman
Chemical. Antes de iniciar o procedimento as amostras foram descongeladas e diluidas (1:2) a
partir de 60 pL do diluente e 60 pL da amostra. As amostras diluidas foram homogeneizadas
em vortex (Bionex) e minicentrifuga UniSpin (Uniscience), por 10 segundos em cada, antes de
adicionadas na placa. Os 96 pocos da microplaca fornecida pelo kit eram sensibilizados com
anticorpos monoclonais especificos para histona H3 citrulinada nos residuos R2, R8 e R17. O
tampado de ensaio concentrado (10x) foi diluido com 90 mL de agua, sendo adicionados 100 pL
do estabilizante polissorbato 20. Para a preparacdo da curva, foram feitas dilui¢Oes seriadas do
padrdo liofilizado (500 ng/mL) reconstituido com 2 mL do tampé&o de ensaio, de forma que o
intervalo da curva padrao foi de 10 - 0,15 ng/mL. O tampé&o de lavagem concentrado 400x foi
diluido em volume total de 1 L de agua destilada. O conjugado-HRP concentrado (10x)
fornecido foi diluido a partir de 1,2 mL do conjugado e 10,8 mL do tampé&o de ensaio.

O procedimento foi iniciado com a adi¢do de 100 pL dos padrées (duplicata), 100
pL de tampdo de ensaio no branco (duplicata) e 100 puL das amostras diluidas 1:2 nos seus
respectivos pogos. A placa foi selada e incubada a temperatura ambiente, a 300 rpm, por duas
horas, em shaker de microplacas Orbi-Shaker™ MP. Apo6s a incubacao foi realizada a etapa de
lavagem dos pocos pela lavadora de Microplacas Wellwash Versa, a partir de 300 puL de tampéo
de lavagem em cada poco, cinco vezes. A cada lavagem o contetido dos pocos foi aspirado pela
lavadora e apds a ultima lavagem, os residuos de tampdo na placa foram secados por batidas
em papel toalha. Foram adicionados 100 pL do conjugado-HRP nos pocos, sendo a placa selada
e incubada a temperatura ambiente a 300 rpm por uma hora em shaker. Apds incubacao, a placa
foi lavada mais cinco vezes conforme anteriormente descrito e foram adicionados 100 pL de
TMB em todos os pocos. A placa foi levada para incubagdo em shaker, a temperatura ambiente,
por 30 minutos, protegida de fonte luminosa. Por fim, foram adicionados 100 pL de solucdo de
parada em cada pogo (Figura 14) e a placa foi lida pelo leitor de absorbéncia, utilizando o

comprimento de onda de 450 nm.

Figura 14 — Etapa de pipetagem da solugdo de parada nos 96 pocos da placa.
Com a adigdo da solugdo de parada (&cido), ocorre a interrupgdo da reagdo
enzimatica e, com o Ph da solucdo alterado, h& a mudanca da cor azul para
amarelo, que absorve luz a 450 nm
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Fonte: Acervo pessoal.

5.7 Quantificacdo de marcador de NETs por Fluorimetria
5.7.1 DNA livre de células

A quantificagdo do cfDNA das amostras de plasma foi realizada utilizando a
fluorimetria. Nessa metodologia foi adicionado ao plasma o corante fluorescente Qubit®
dsDNA HS Reagent (Component A) que se liga especificamente ao acido nucléico livre de
dupla fita presente na amostra. Ap6s, com o emprego de um fluordbmetro, a fluorescéncia
emitida foi detectada, sendo diretamente proporcional a quantidade de cfDNA do plasma
analisado. O kit utilizado para esse fim foi o Qubit® dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kits
(Q33230, Q33231) da Invitrogen Thermo Fisher Scientific, o qual permite a quantificacdo do
DNA de dupla fita livre com alta sensibilidade (1 ng/mL a 500 ng/mL). O fluorimetro utilizado
foi o Qubit 2.0® da mesma fabricante do kit. A quantidade de amostra a ser utilizada pode
variar de 1 a 20 pL, sendo optado pelo uso de 2 pL.

Para o ensaio, os reagentes foram colocados a temperatura ambiente e as amostras
foram descongeladas em gelo. A solucéo de trabalho foi preparada a partir da dilui¢do 1:200 do
corante fluorescente com o tampéo fornecido pelo kit. Sendo assim, para os 80 tubos (78
amostras + 2 padrdes de calibragdo do kit), foram pipetados 15.920 pL de tampéo e 80 pL do
reagente em um tubo falcon. A solucdo de trabalho foi levada ao vértex (Bionex) por 10
segundos e utilizada para preparar 200 pL de solucéo final a partir da adicdo dos padrdes
(Qubit® dsDNA HS Standard #1 e #2) e das amostras. Os padrdes foram utilizados para a
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calibracdo do equipamento, sendo o padréo #1 de concentracdo igual a 0 ng/pL e o padréo #2
de concentracdo igual a 10 ng/pL.

Dessa forma, foram adicionados em eppendorfs especificos (Axygen® PCR-05-C
tubes) 190 pL de solucédo de trabalho e 10 pL de padréo nos tubos dos padrdes e 198 L de
solugéo de trabalho e 2 pL de amostra nos tubos das amostras. Os 80 tubos foram levados ao
vortex e minicentrifuga UniSpin (Uniscience) por 3 segundos em cada. Apds dois minutos de
repouso dos tubos, estes foram lidos pelo Qubit 2.0® (Figura 15), sendo realizada primeiro a
calibracéo do aparelho com os padrdes e depois os tubos das amostras foram, um a um, lidos e
o cfDNA quantificado. Os valores foram emitidos em ng/ul. e as concentra¢des foram
calculadas, pelo préprio equipamento, de acordo com a diluicdo e o volume de amostra, com

base na formula: valor emitido x 200/volume de amostra.

Figura 15 — Etapa de leitura dos tubos em Fluorimetro Qubit 2.0® para
quantificacdo do cfDNA

Fonte: Fotografado pela autora.
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5.8 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas e graficas foram realizadas a partir do software GraphPad
Prism versdo 8.0.1. O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliacdo da normalidade da
distribuicdo. As varidveis categoricas ndo paramétricas foram expressas em frequéncia absoluta
e relativa e testadas quanto as diferencas estatisticas por meio do teste qui-quadrado de Pearson
e teste de Fisher. As variaveis continuas ndo paramétricas foram apresentadas como mediana e
intervalo interquartil (IQR) e os dados foram comparados pelo teste U de Mann-Whitney.

Para explorar as correlagdes entre os marcadores de NETSs, foram realizadas as
analises de correlacdo de Spearman devido as distribuicdes ndo normais dessas variaveis. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos sempre que o valor de p obtido
fosse inferior a 0,05 (p<0,05).

6. RESULTADOS

6.1 Dados sociodemogréficos, clinicos e laboratoriais

Foram obtidas 78 amostras de plasma coletadas na admissdo em UTI de pacientes
com COVID-19 de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo. Dos 78 pacientes, 40
(51,2%) foram a dbito e 38 (48,8%) tiveram desfecho clinico de alta hospitalar. Do total, 64,1%
dos individuos eram do sexo masculino (50/78) e 35,9% eram do sexo feminino (28/78). Dos
50 pacientes do sexo masculino, 28 (56%) evoluiram para o ébito; enquanto das 28 pacientes

do sexo feminino, 16 (57,14%) receberam alta (Gréfico 1).
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Gréfico 1 — Distribuicdo dos pacientes por sexo e desfecho clinico
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Fonte: Elaborado pela autora.

Com relacdo a faixa etaria, a mediana de idade foi de 59 (22-97), sendo que 0s
pacientes acima da mediana de idade predominaram no desfecho de 6bito (26) em comparacao
com o grupo de alta (12). A mediana dos dias de hospitalizacdo foi de 12 (1-83). De acordo
com o municipio de residéncia, 65 (83,33%) dos pacientes eram de Fortaleza, sendo os demais
de Maracanau (2), Beberibe, Madalena, Aracoiaba, Paraipaba, Itapajé, Taua, Pacajus, Caucaia,
Tururu, Pentecostes, Quixeramobim. A maioria dos pacientes (53,85%) apresentava
comorbidades (Grafico 2), sendo a hipertensdo arterial a mais frequente (30,7%). Dos pacientes
sem comorbidades, a maioria recebeu alta (59,37%). Ao associar as variaveis categoricas de
comorbidades, os testes Qui-quadrado de Pearson e Fisher mostraram associacdo
estatisticamente significativa entre os grupos com AVC e sem comorbidades (p=0,0076) tanto
para os desfechos de alta quanto de 6bito. Os dados sociodemogréaficos e clinicos sdo descritos

na Tabela 1.



Gréfico 2 — Distribuicdo dos pacientes por comorbidade e desfecho clinico
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 1 — Caracteristicas sociodemogréaficas e clinicas dos 78 pacientes com COVID-19 internados em UTI

do IJF, Fortaleza/CE, em 2020/2021

- Desfecho clinico
Caracteristicas Bbito (40) Alta (38) Total (78) p

Sexo* 0,2653
Masculino 28 (70%) 22 (57,9%) 50 (64,1%)

Feminino 12 (30%) 16 (42,1%) 28 (35,9%)

Idade** 69,50 (55- 41 (32-62,2) 59 (38-74) 0,0001

76)

Municipio* 0,1343
Fortaleza 36 (90%) 29 (76,31%) 65 (83,33%)

Outros 4 (10%) 9 (23,68%) 13 (16,67%)
Comorbidades*

Hipertensdo Arterial 14 (35%) 10 (26,3%) 24 (30,7%) 0,1894
Sistémica (HAS)

Obesidade/Sobrepeso 5 (12,5%) 7 (18,4%) 12 (15,4%) 0,9501
Diabetes Mellitus (DM 1 e 2) 11 (27,5%) 4 (10,5%) 15 (19,2%) 0,0599
Doengas cardiacas 7 (17,5%) 6 (15,8%) 13 (16,7%) 0,4185
Doencas pulmonares 4 (10%) 5 (13,2%) 9 (11,5%) >0,999
Acidente Vascular Cerebral 6 (15%) 0 6 (7,7%) 0,0197

(AVC)
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Ex fumantes 3 (7,5%) 1 (2,6%) 4 (5,1%) 0,3033
Ex etilistas 3 (7,5%) 0 3 (3,8%) 0,0856
Outras 5 (12,5%) 4 (10,5%) 9 (11,5%) 0,4710
Sem comorbidades 13 (32,5%) 19 (50%) 32 (41%) 0,0441
Dias de hospitalizacdo** 10 (6-26) 14,50 (7-32) 12 (7-28,5) 0,2422

Fonte: Elaborada pela autora. Teste de Mann-Whitney para variaveis continuas (ébito x alta). Teste
de Fisher e Qui-quadrado de Pearson para varidveis categoricas (ébito x alta). * Frequéncia
absoluta (relativa). **Mediana (IQR).

Na comparacéo entre os desfechos clinicos, as variaveis de idade, concentracdo de
plaquetas e NLR revelaram diferenca estatistica. Dessa forma, os pacientes que foram a o6bito
eram mais velhos (mediana: 69,50; IQR: 55-76), apresentaram menor concentracdo de
plaquetas (mediana: 193,5 x 103/mm3; IQR: 154-278 x 103/mm?) e maior NLR (mediana: 12,79;
IQR: 9,21-21,44) quando comparados com 0s casos de alta (Grafico 3). Os demais dados

laboratoriais sdo mostrados na Tabela 2.

Gréfico 3 — Comparac0es entre desfechos clinicos com significancia estatistica
(mediana com IQR)
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de Mann-Whitney (idade: ***p=0,0001; plaquetas:
**p=0,0063; NLR: *p=0,0230).
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Tabela 2 — Dados laboratoriais dos 78 pacientes com COVID-19 internados em UTI do IJF, Fortaleza/CE, em

2020/2021. Mediana (IQR)

Desfecho clinico

Dados Bbito (40) ‘ Alta (38) Total (78) Referéncia p
PCR 142,3 (73,8-193) 109,7 (18,9-194) 133,1 (43,13-192) até 3 mg/L 0,3716
Dimero D* 2,46 (1,83-9,98) 2,3 (1,02-8,73) 2,42 (1,24-9,07) <0,5mg/L 0,3257
Leucdcitos 14,14 (9,28- 13,05 (9,11- 13,61 (9,22-18,91) 4-10x103 /mm3  0,5277
totais 20,12) 17,80)

Neutréfilos 12,55 (8,36-18,35) 10,72 (6,75- 12,23 (6,96-17,25) 1,6-8x10% /mm3  0,3267
16,16)

Linfécitos 0,8 (0,55-1,44) 1,08 (0,79-1,75) 0,99 (0,69 - 1,53) 1-3x103 /mm3  0,0714

NLR 12,79 (9,21-21,44) 10,33 (5,84- 11,79 (7,77-16,4) - 0,0230
15,01)

Mondcitos 0,45 (0,29-0,64) 0,55 (0,39-0,74) 0,53 (0,34-0,71) 0-0,8x103 /mm3 0,1694

Plaquetas 193,5 (154-278) 274,5 (207-342) 235,5 (168-327,5) 150-400x103/mm3 00,0063

Fonte: Elaborada pela autora. Teste de Mann-Whitney (6bito x alta). *Dimero D (n ébito = 32; n alta = 33).

6.2 NETs

6.2.1 Analises de comparacao

Analises de comparagdo foram realizadas para os quatro marcadores dosados

(Grafico 4). A partir da analise da MPO nas amostras dos pacientes obteve-se uma dosagem

significativamente maior (p=0,0449) desse biomarcador no desfecho de ébito (mediana: 200,6;
IQR: 118-399,1) quando comparada ao desfecho de alta (mediana: 131,96; IQR: 87,19-240,7).

Para a EN foi obtida uma dosagem néo significativamente maior (p=0,2137) no desfecho de

Obito (mediana: 343,9; IQR: 212,2-551,8) quando comparada ao desfecho de alta (mediana:
281,1; IQR: 160,3-482). As dosagens da H3Cit foram significativamente maiores (p=0,0069)
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no desfecho de 6bito (mediana: 1,459; IQR: 1,067-7,211) quando comparadas ao desfecho de
alta (mediana: 1,097; 1QR: 0,2983-2,630). Por fim, na quantificacdo do cfDNA foi obtida
concentracdo significativamente maior (p=0,0033) desse biomarcador no grupo de Oébito
(mediana: 2,96 IQR: 2,21-4,16) quando comparado ao grupo de alta (mediana: 2,42; IQR: 1,92-
2,77). Foram realizadas comparagdes dos quatro marcadores em grupos de idade e sexo, sendo
que H3Cit foi significativamente maior (p=0,0167) no grupo >65 anos (mediana: 2,98; IQR:
0,87-5,48) quando comparada ao grupo com <65 anos (mediana: 1,09; IQR: 0,31-2,63). Nas

andlises entre os demais marcadores e grupos nao houve diferenca significativa (Tabela 3).

Grafico 4 — Comparagdes das dosagens de MPO, EN, H3Cit e cfDNA em

plasma de pacientes com COVID-19 grave a partir do desfecho clinico
(mediana com IQR)
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de Mann-Whitney (MPO: *p=0,0449; EN: p=0,2137;
H3Cit: **p=0,0069; cfDNA: *p=0,0033). MPO, EN, cfDNA (n 6bito = 40; n alta = 38);
H3Cit (n 6bito = 34; n alta = 37).
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Tabela 3 - Quantificacdo dos biomarcadores de NETs dos 78 pacientes com COVID-19 internados em UTI do
IJF, Fortaleza/CE, em 2020/2021. Mediana (IQR)

Desfecho
Obito
Alta

p
Sexo

Masculino
Feminino

p
Idade

<65 anos
>65 anos
p

_

200,6 (118-399,1)
131,9 (87,19-240,7)
0,0449

167,3 (100,2-291,3)

153,3 (96,96-267,5)
0,83

154,2 (92-243,6)

212,1 (115,3-431,1)
0,1006

Biomarcadores de NETs

EN

343,9 (212,2-551,8)
281,1 (160,3-482)
0,2137

312,1 (203,8-574,2)

310,9 (153,5-475,3)
0,5812

317,5 (180,3-454,2)

305 (189,8-665,4)
0,7332

|

H3Cit

1,459 (1,067-7,211)
1,097 (0,2983-2,630)

0,0069

1,33 (0,4-4,36)

2,08 (0,37-3,75)
0,8149

1,09 (0,31-2,63)

2,98 (0,87-5,48)
0,0167

cfDNA

2,96 (2,208-4,160)
2,42 (1,923-2,775)

0,0033

2,52 (1,98-3,17)

2,77 (2,25-3,80)
0,2959

2,52 (1,98-3,54)

2,77 (2,25-3,40)
0,3858

Fonte: Elaborada pela autora. Teste de Mann-Whitney. MPO, EN e cfDNA (n ébito = 40, n alta = 38; n masculino
= 50, n feminino = 28; n<65 = 46, n>65 = 32); H3Cit (n 6bito = 34, n alta = 37; n masculino = 45, n feminino =

26; n<65 = 41, n>65 = 30).

6.2.2 Andlises de correlacdo

Nas anélises de correlacdo entre os marcadores de NETs dosados (Gréafico 5), houve

correlacdo positiva forte entre EN e MPO (p<0,0001; r=0,8561), correlacdo positiva moderada
entre H3Cit e MPO (p<0,0004; r=0,4075), e MPO e cfDNA (p=0,0001; r=0,4965). Correlacdes
positivas fracas foram encontradas entre EN e cfDNA (p=0,0007; r=0,3764), H3Cit e cfDNA
(p=0,0105; r=0,3021), e H3Cit e EN (p=0,0482; r=0,2354).

Gréfico 5 — Correlagfes entre marcadores de NETs dosados: MPO, EN, H3Cit
e cfDNA
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de correlagdo de Spearman. MPO, EN e cfDNA (n =

78); H3Cit (n = 71).

Além disso, foram realizadas analises de correlacdo entre os marcadores de NETs
e 0s dados laboratoriais (Grafico 6). A MPO apresentou correlacdo positiva fraca com o0s
neutréfilos (p=0,0062; r= 0,3074), NLR (p=0,0321; r=0,2430) e PCR (p=0,0048; r=0,3165). A
EN apresentou correlagdo positiva fraca com os neutrofilos (p=0,0112; r=0,2858) e NLR
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(p=0,0070; r=0,3029). Por fim, a H3Cit e o cfDNA apresentaram correlagdes positivas fracas
com NLR (p=0,0421; r=0,2419) e PCR (p=0,0112; r=0,3178), respectivamente.

Gréfico 6 - Correlagdes entre os marcadores de
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de correlacdo de Spearman. MPO, EN, cfDNA (n =

78); Histona H3 Citrulinada (n = 71).
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6.3 Resumo dos resultados

e Predominaram casos provenientes do municipio de Fortaleza e do sexo masculino;

e Os pacientes acima da mediana de idade (59) predominaram no desfecho de O6bito em
comparag&o ao grupo de alta hospitalar;

e Dos pacientes do sexo masculino, a maioria evoluiu para o 6bito; dos pacientes do sexo feminino
a maioria evoluiu para a alta hospitalar;

e Os pacientes que foram a ébito apresentaram maior mediana de idade, menor concentracdo de
plaquetas e maior NLR;

e A hipertensao arterial foi a comorbidade mais frequente considerando os 78 pacientes;

e Houve elevagdo significativa do biomarcador MPO, H3Cit e cfDNA nos pacientes que foram a
GObito;

e Houve correlacdo entre MPO e PCR, NLR e neutréfilos, assim como entre esta e 0s demais
marcadores de NETs dosados (EN, H3Cit e cfDNA);

e Houve correlacdo entre EN e neutréfilos e NLR, assim como entre esta e 0s demais marcadores
de NETSs dosados (MPO, H3Cit e cfDNA);

e Houve correlacdo entre H3Cit e NLR, e entre esta e os demais marcadores de NETs dosados
(MPO, EN e cfDNA);

e Houve correlacdo entre cfDNA e PCR, e entre este e os demais marcadores de NETs dosados
MPO, EN e H3Cit).

7. DISCUSSAO

A pandemia da COVID-19 impactou negativamente 0s contextos sociais,
econémicos e de satde. Os casos graves da doenca podem evoluir para SRAG, faléncia multipla
dos 6rgdos e dbito. Diferentes estudos relatam fatores de mau prognoéstico para esta parcela dos
infectados pelo virus. Em junho de 2020, ap6s trés meses da declaragdo da COVID-19 como
pandemia, foi relatada pela primeira vez na literatura a presenca de niveis elevados de
constituintes de NETs (cfDNA, MPO-DNA, H3Cit) em soros de pacientes com a doenca
guando comparados com os de controles saudaveis. Além disso, as amostras foram capazes de
estimular neutréfilos controle a produzir NETs (ZUO et al., 2020). Os achados de neutrofilia e
elevacdo da NLR associados aos resultados dos estudos com NETSs, impelem a contribuigéo
desse mecanismo no agravamento dos pacientes. Huckriede et al. (2021), em estudo conduzido
na Suécia, relataram niveis de H3Cit, MPO e complexo DNA-MPO significativamente

aumentados em plasma de pacientes admitidos com COVID-19 em UTI quando comparados
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com amostras de controle. Entretanto, pouco é relatado sobre a influéncia das NETs no desfecho
clinico da COVID-19 grave.

No presente estudo, foi dado foco a COVID-19 em sua forma grave, sendo
avaliadas amostras de plasma da admissédo de pacientes em UTI. Dos quatro marcadores
indicativos de NETs dosados, encontramos trés (MPO, H3Cit e cfDNA) deles mais elevados
no grupo de 6bito em comparacdo com os que evoluiram para alta hospitalar. Este achado
corrobora com os resultados de Ng et al. (2021), em que niveis elevados dos marcadores
dosados (H3Cit-DNA, cfDNA e EN) foram encontrados no plasma de admisséo em UTI de
pacientes que nao sobreviveram, em compara¢do com 0s que sobreviveram. Em Prével et al.
(2022) as concentracdes de cfDNA e do complexo MPO-DNA, mas ndo de H3Cit, medidos em
pacientes com COVID-19 grave ap6s a admissdo na UTI foram significativamente maiores em
n&o sobreviventes do que nos sobreviventes. Nosso estudo expande os resultados expostos pela
quantificacdo de quatro constituintes de NETs e pelo maior tamanho amostral do grupo de
obitos. Em Kinnare et al. (2021) foi observada tendéncia de maior liberacdo da enzima elastase
em pacientes com COVID-19 moderada a grave. Curiosamente, aqui ndo foram encontrados
niveis significativamente diferentes entre os grupos para a EN. Isso pode ser explicado pela
influéncia da degradacéo do componente na amostra ou pela presenca elevada da EN nos dois
desfechos, tendo em vista o contexto grave dos pacientes em questao.

Os niveis plasmaticos de MPO correlacionaram-se fortemente (r=0,86) com EN,
mostrando uma importante indicagdo de presenca de NETSs nas amostras, considerando a
participacdo conjunta dessas enzimas na formacao de NETs (MORIMONT et al., 2022). Além
disso, a MPO e a EN também mostraram estar correlacionadas a H3Cit, cfDNA e aos
neutrofilos. As correlagfes positivas encontradas entre a maioria dos marcadores corroboram
com os resultados da literatura (HUCKRIEDE et al., 2021). Como os marcadores foram
dosados separadamente, a existéncia de correlacdo entre eles € importante para indicar que
fazem parte do mesmo processo. No estudo de Ng et al. (2021), os niveis plasmaticos de H3Cit-
DNA correlacionaram-se com cfDNA e EN. Como esperado, aqui H3Cit mostrou correlacdo
com cfDNA, e com os demais marcadores. Este achado da associagdo entre H3Cit e cfDNA
aponta para a presenca de cfDNA relacionada as NETs uma vez que o cfDNA liberado pode
ser originado de diferentes fontes além de NETs, como apoptose e necrose (ZUO et al., 2020;
HAN; LO, 2021).

Com relacdo aos dados laboratoriais, por se tratarem de pacientes graves, a maioria

dos parametros estavam fora dos valores de referéncia tanto no grupo de obito quanto no de
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alta, sendo que houve diferenca significativa na comparacao entre os grupos para a NLR e as
plaquetas. A NLR é descrita como fator de mau prognostico na COVID-19, refletindo a
neutrofilia associada a linfopenia encontrada nos individuos infectados (MURALIDHARAN;
WYATT; REID, 2022). Na analise de correlagdo, trés marcadores de NETs (MPO, EN e H3Cit)
mostraram correlacdo com NLR, indicando ndo apenas a presenca elevada de neutrofilos na
COVID-19 grave, como também a liberacdo de NETSs por estas células. Sobre a plaguetopenia,
esta alteracdo € relatada em pacientes graves, a qual no contexto de NETs pode ser explicada
pela formacdo dos agregados destas com as plaquetas (WIENKAMP, ERPENBECK;,
ROSSAINT, 2022). Entretanto, no presente estudo a mediana das plaquetas para ambos 0s
grupos se apresentou dentro do valor de referéncia, com o grupo de 6bito com menores niveis
de plaquetas que o grupo de alta. Os componentes de NETs ao interagirem com as plaquetas
sdo capazes de ativar a coagulacdo. Altas quantidades de dimero D séo descritas como produto
dessa hipercoagulagéo e foram encontradas para os dois grupos aqui analisados (HUCKRIEDE
et al., 2021). Apesar disso, ndo foi encontrada correlacdo entre os marcadores de NETS,
plaquetas e dimero D. As dosagens elevadas de PCR para ambos os grupos sdo descritas na
COVID-19 grave, reflexo da exacerbada resposta inflamatéria na qual as NETs contribuem.
Sendo assim, foi encontrada correlagéo significativa entre cfDNA, MPO e PCR. Nesse sentido,
sendo o cfDNA um DAMP, o aumento de cfDNA contribui para a inflamacdo por meio da
ativacdo de TLRs (HUCKRIEDE et al., 2021).

A presenca de H3Cit durante a permanéncia na UTI foi associada ao aumento da
incidéncia de eventos tromboembolicos e a presenca de infeccdo secundaria (HUCKRIEDE et
al. 2021). Niveis circulatorios aumentados de marcadores de NETs foram associados a
necessidade de suporte respiratorio (NG et al., 2021; BUHR et al., 2022). Além disso, ensaio
de imunocoloracgdo para H3Cit e MPO utilizando tecido pulmonar de autopsia de pacientes com
COVID-19 demonstrou abundante presenca de NETs e neutréfilos geradores de NETS em
locais de dano alveolar e coagulacédo intravascular (OBERMAYER et al., 2021). Os efeitos
deletérios de NETs também alcangam outros 6rgéos, comprometendo a microvasculatura do
figado, rim e coragdo (ACKERMANN et al., 2021). Na COVID-19 grave o estimulo aumentado
a liberacdo de NETSs pelos neutrofilos € associado a hiperestimulagéo destas células que leva a
producio de neutréfilos imaturos de baixa densidade por mielopoiese de emergéncia. E descrito
que os neutrofilos de baixa densidade possuem maior capacidade de liberagdo de NETs
(RAWAT; VRATI; BANERJEE, 2021).
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Nas variaveis sociodemograficas e clinicas de sexo, idade e comorbidades, nossos
resultados condizem com o descrito na literatura, em gque nos casos mais graves de COVID-19
predominam o sexo masculino, a média de idade de 60 a 70 anos e hipertensdo e diabetes como
comorbidades frequentes (HUCKRIEDE et al., 2021; PREVEL et al., 2022). Analisando as
dosagens de NETs de acordo com o sexo, ndo foi encontrada diferenca significativa desta
variavel para os quatro marcadores dosados. Entretanto, no estudo de Buhr et al. (2022) foi
relatada diminuicdo na degradacdo de NETSs pela atividade insuficiente de DNAse em homens,
e maior risco de efeitos prejudiciais de NETs. Com relacdo a idade, apesar das comparacGes
dos componentes de NETs em grupos de idades revelarem diferenca significativa apenas para
H3Cit, € relatado que o fato dos idosos serem mais vulneraveis a infec¢do por SARS-CoV-2 e
a taxa de morbidade ser maior em pacientes mais velhos pode ter influéncia dos neutrofilos de
idosos serem fenotipica e funcionalmente diferentes quando comparados a populacdo mais
jovem, sendo mais propensos a formagdo de NETs (RAWAT; VRATI; BANERJEE, 2021).

Diante da presenca das NETs na patogénese da COVID-19, diferentes estratégias
terapéuticas com alvo neste mecanismo sdo propostas e estudadas. Alguns destes farmacos
atuam na degradacdo ou inibicao dos proprios constituintes de NETs como a Dornase Alfa para
o cfDNA (COVIDORNASE - NCT04355364, DORNASESARS2 - NCT04402970), os
inibidores de elastase (Elafin - NCT03522935, Alvelestat - NCT04539795) e de
mieloperoxidase. Outros compostos atuam no mecanismo de formacdo de NETs como o0s
inibidores de PAD4 (GSK199), de Gasdermina D (Disulfiram) e dos microttbulos (Colchicina).
Outros, ainda, sdo propostos por ser papel anti-inflamatorio e anti coagulante como o inibidor
de IL-1B (Ankinara), glicocorticoides e heparina (ACKERMANN et al., 2021; HIDALGO et
al., 2022; RAWAT; VRATI; BANERJEE, 2021). Na busca de alternativas naturais, foram
encontrados resultados positivos na inibicdo de NETS pelo polifenol Resveratrol, o qual possui
papel antiviral e antioxidante (ANDRADE et al., 2022). Um dos desafios encontrados na busca
terapéutica é a defini¢do do equilibrio entre a resposta protetora e patologica de NETS.

Este trabalho apresenta limitagGes, entre as quais, a auséncia de grupos controles
saudaveis e COVID-19 negativos admitidos em UTI para a melhor comparagéo das variaveis
analisadas e a determinagdo do impacto das NETs na COVID-19. Além disso, a falta de
padronizacdo quanto a execucdo metodoldgica na avaliagdo das NETSs ainda é um desafio.

Assim, 0s maiores niveis de marcadores de NETs em pacientes que foram a débito
e as correlacbes encontradas entre eles apontam para a contribuicdo desse mecanismo no

agravamento da COVID-19 a um desfecho desfavoravel. Essa contribuicdo pode ser explicada
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pelo envolvimento dos componentes de NETs no dano epitelial e endotelial, na formacao de

trombos e na hiperinflamacao.

8. CONCLUSAO

Dessa forma, marcadores de NETs como a mieloperoxidase, histona H3 citrulinada
e DNA livre de células estdo elevados em pacientes com COVID-19 que evoluem com pior
prognostico e estdo correlacionados entre si e com outros marcadores, levando a necessidade
de atingir esse alvo em estudos e como estratégia terapéutica para individuos infectados com a
forma grave da doenca, melhorando, assim, o seu prognéstico. Além disso, aspectos
sociodemogréaficos e clinicos como a idade e presenca de comorbidades; e laboratoriais como

o NLR também influenciam na evolucéo para um desfecho desfavoravel da COVID-19 grave.
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Titulo da Pesquisa: Estudo dos mecanismos imunorreguladores em Covid-19: Posslveis ferramentas para
o controle da doenca

Pesquisador: JULIANA NAVARRO UEDA YAOCHITE

Area Tematica:
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CAAE: 36139220.6.0000.5054

Instituicao Proponente: Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 4.346.280

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo prospectivo no qual serao incluldos pacientes (> 18 anos) que entraram em contato
com o0 SARS-CoV-2, assintomaticos (N=120) ou com a doenca nas formas clinicas leve (N=120) e grave da
doenca (N=120), cuja carga viral ou presenca de anticorpos IgM/lgG anti-SARS-CoV-2 sera confirmada. Os
pacientes serao recrutados em unidades de Saude (hospitais e UPAs) integrantes da rede SUS Sistema
Unico de Saude. Este projeto sera submetido ao CEP - Comité de Etica em Pesquisa - da Universidade
Federal do Ceara / PROPESQ-UFC e aos CEPs das instituicoes coparticipantes envolvidas no estudo, por
meio da Plataforma Brasil. O grupo controle (N=120) sera composto por individuos que nao foram
confirmadamente expostos ao SARS-CoV-2. Todos os participantes do estudo receberao orientagoes sobre
0s objetivos, procedimentos e riscos associados a participacao durante o procedimento de assinatura do
termo de consentimento (TCLE), sendo assegurado o direito de voluntariedade com relacao a participacao.
Um questionario do tipo semi-estruturado sera aplicado a todos participantes no momento da inclusao no
estudo. Avaliacao clinica e laboratorial: Os pacientes incluldos no estudo terao seus prontuarios avaliados
constantemente para acompanhar a evolucao clinica da infecgao e para acessos de exames laboratoriais,
de imagem e demais dados clinicos relevantes relacionados a sinais e sintomas do paciente em estudo,
sendo que a carga viral e a deteccao de anticorpos pode ser repetida conforme necessidade do estudo.
Imunofenotipagem e quantificacao da frequencia de células T CD4, T CD8 e T reguladoras no sangue
periférico: As analises de imunofenotipagem celular serao
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realizadas nos periodos DO (momento que o paciente procurou atendimento medico/ periodo de ate 7 dias
do inicio dos sintomas), DO7 e D15. Para isso, as seguintes subpopulacoes celulares serao analisadas pela
técnica de citometria de fluxo: CD3+ (linfocitos T totais), CD3+CD4+ (linfocitos T helper ou auxiliares),
CD3+CDB8+ (linfocitos T citotoxicos), CD4+CD25+GITR+, CD4+CD25+CTLA-4+, CD4+CD25+Foxp3+
(celulas T reguladoras). Controles isotipicos (IgG1-FITC, 1gG2a-PE, 1gG1-PercP) serao utilizados.
Isolamento das celulas: mononucleares periféricas e avaliacao da producao de citocinas intracelulares.
Celulas mononucleares serao separadas por centrifugacao em gradiente de densidade a partir de amostras
de sangue periférico coletas. A producao de citocinas por linfocitos T CD4 ou CD8 sera analisada por
marcacao intracelular apos estimulacao in vitro com PMA+ionomicina+brefeldina. Em seguida, as celulas
serao ressupensas em solucao permeabilizante e incubadas por 10 min a TA. Apos lavagem, as células
serao incubadas simultaneamente com anticorpos anti-citocina (IL-2, IL-4, IL -17, IFN- ou IL-10) e anticorpos
contra marcadores de superficie (CD3, CD4, CD8) diretamente conjugados a fluorocromos por 30 min a 4C.
Apos lavagem, as células serao analisadas no citometro de fluxo. Quantificacao de citocinas no soro:As
citocinas sericas serao quantificadas por meio da plataforma Multiplex (tecnologia Luminex®) nos periodos
DO, D07 e D15. Sera utilizado um painel de citocinas dos perfis de células Th1, Th2, Th17 e Treg. Para
aqueles analitos que nao estiverem disponiveis na plataforma de Multiplex, a quantificacao sera feita
utilizando o ensaio de ELISA.Analises de polimorfismo genético: O DNA genomico sera extraldo das
amostras de sangue total dos individuos. A extracao de DNA sera realizada usando o kit comercial, Biopur
Extraction Kit Mini Plus Spin - 250 . Apos a extracao, serd realizada a quantificacao do DNA para verificacao
da concentracao e pureza e em seqguida as amostras serao corridas em gel de agarose a 0,8%, coradas
com o agente intercalente GelRed® Nucleic Acid Gel Stain. A reacao de RT-qPCR sera realizada utilizando
ensaios validados SNP TagMan® Genotyping Assays (Applied Biosystems), para as variantes genéticas
estudadas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Caracterizar o perfil de linfocitos T efetores e citocinas séricas envolvidas na resposta
imune de pacientes acometidos por SARS-CoV-2 apresentando as formas assintomatica, leve e grave da
doenca, bem como polimorfismos genéticos de moléculas imunorreguladoras, para definicao de possiveis
marcadores de prognostico e alvos terapeuticos. Objetivo Secundario: Avaliar em pacientes com diferentes
manifestacoes clinicas da doenca (assintomaticos, forma leve e formas graves) e nos individuos
controles:Parametros clinicos e laboratoriais; - Determinacao da
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carga viral ou soropositividade (IgG anti-SARS-CoV-2; - Frequencia da populacao de células T CD4 efetoras
(Th1, Th2 e Th17) no sangue periférico;- Frequencia da populacao de células T CD8 efetoras no sangue
periférico; - Frequencia da populacao de celulas T reguladoras (Tregs) no sangue periférico; - Quantificacao
de citocinas nas diferentes subpopulacoes de linfocitos T efetores (citocina intracelular); - Perfil de citocinas
proinflamatorias no soro; - Perfil de citocinas anti-inflamatorias no soro; - Correlacionar os parametros
clinicos e laboratoriais com os parametros imunologicos;- Analisar a presenca de SNPs em genes de
moleculas envolvidas na resposta imune; Comparar os resultados observados nos diferentes grupos de
pacientes que podem ser considerados prognosticos de melhora ou piora clinica.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos sao minimos para os participantes da pesquisa. Os riscos associados com a coleta de
sangue incluem: dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta. Raramente desmaio ou infeccoes
no local de puncao podem ocorrer. Cuidados serao tomados para minimizar esses riscos. O individuo
podera experimentar efeitos colaterais que nao sao conhecidos até o momento ou nao foram relatados. Em
caso de aparecimento de qualquer complicacao, o individuo sera assistido prontamente por equipe medica
dos servicos de saude participantes da pesquisa.

Beneficios: Os resultados do presente estudo nao beneficiarao os individuos incluidos na pesquisa
diretamente, mas serao fontes de conhecimento que poderao ser utilizados futuramente para o
desenvolvimento de novas terapias para o tratamento da Covid-19.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante, sobre tematica atual.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Todos os termos foram apresentados.

Recomendacgoes:

Sem pendencias

Conclusoes ou Pendencias e Lista de Inadequacoes:

Todas as solicitacoes foram atendidas.

Sem pendencias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Ao final da pesquisa, o relatorio final devera ser enviado a este CEP.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: MANIFESTACOES CLINICAS, COMPLICACOES, FATORES PROGNOSTICOS E
TRATAMENTO DE PACIENTES INTERNADOS DEVIDO A INFECGAO POR
CORONAVIRUS EM SALVADOR E FORTALEZA

Pesquisador: Geraldo Bezerra da Silva Junior

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 30579020.4.1001.0008

Instituicao Proponente: Instituto Dr. Jose Frota - IJF/ Prefeitura de Fortaleza
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.026.888

Apresentagao do Projeto:

As informacoes elencadas nos campos “Apresentacao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacao dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagées As informagoes elencadas nos campos
“Apresentacao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacao dos Riscos e Beneficios” foram retiradas do
arquivo Informacoes Basicas da Pesquisa (PB__INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETOJ536050.pdf de
07/05/2020).

INTRODUGCAO

O coronavirus é responsavel por infeccdes em humanos desde os anos 1960, tendo sido identificadas
novos qrupos de virus responsaveis por epidemias na historia recente da humanidade, como a que ocorreu
no inicio do século XXI na China, causando a sindrome respiratéria aguda (SARS), e no Oriente Médio,
causando a sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS), gerando grande preocupacéo desde entao,
devido o grande potencial de disseminacao para outros paises (KUSCHNAROFF et al., 2015; ). A origem do
coronavirus causador das epidemias em humanos de acordo com as evidéncias cientificas é 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 pals asiatico, que logo se disseminou pela Europa e em sequida para as Américas,
atingindo principalmente Estados Unidos, Canada e Brasil até o inicio de abril de 2020, caracterizando uma
pandemia de grande preocupacao para a saude 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 6bitos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). No Brasil, mais de 6000
casos e 200 obitos, sendo a regiao nordeste a sequnda com o maior numero de casos e o Estado do Ceara
o terceiro com o maior numero de casos do pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).A via de transmissao
principal é o contato com individuos infectados, através de goticulas respiratorias (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 (Y! et al,, 2020). As principais manifestagoes
clinicas sao febre alta (>38°C), tosse seca, dispneia e mialgia (KUSCHNAROFF et al,, 2015). Outros
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 alteracoes laboratoriais principais incluem leucopenia, linfopenia,
plaquetopenia e elevacao de enzimas hepaticas (KUSCHNAROFF et al., 2015). Outros marcadores estao
elevados na infeccao por COVID-19, como proteina C-reativa (PCR), VHS e d-dimero, mas o papel dos
mesmos no diagnostico e prognostico ainda nao esta bem estabelecido (Y et al., 2020).A mortalidade do
COVID-19, em torno de 2-3%, é 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 proporcoes, possivelmente
pela grande infectividade e pela grande mobilidade das pessoas no mundo todo. Medidas de isolamento
vem sendo adotadas em vérios palses com o intuito de frear o crescimento exponencial da epidemia e,
assim, reduzir o numero de casos fatais, a0 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 infeccao, apesar de
uma variedade de medicamentos ja ter sido testada para o COVID-19 (Y| et al., 2020). Uma das medicacoes
que parece ter o efeito mais benéfico é 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 preocupacao as autoridades no mundo todo, e varias
complicacdes tem sido evidenciadas, incluindo lesao renal, que é frequente nas doencas tropicais (DAHER
et al., 2019), o que esta associado ao aumento da gravidade e da mortalidade. E necessario compreender
melhor as manifestacoes clinicas e as complicacoes da infeccao pelo COVID-19, determinar os possiveis
fatores associados a mortalidade e qual o tratamento mais adequado, incluindo a investigacao de possiveis
tratamentos especificos. O objetivo principal deste projeto € investigar a infeccao por COVID-19 em
pacientes internados nas duas maiores areas metropolitanas do nordeste do Brasil (Salvador e Fortaleza),
em seus aspectos clinicos, laboratoriais, prognosticos e terapéuticos. Com isto espera-se contribuir para a
elaboracao e o aperfeicoamento de protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas para a infeccao 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 doenca.

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

METODOLOGIA

Desenho do estudo: Trata-se de um estudo de coorte, prospectivo. Populacao 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: Serao coletadas as informacées
necessarias para o preenchimento de um formulario de pesquisa semi-estruturado (anexo 1). Parametros
Estudados: Caracteristicas Clinicas: a) Dados sdcio-demograficos: Idade, sexo, cor, profissao, escolaridade,
naturalidade, procedéncia. b) Historia clinica — Tempo decorrido entre o primeiro sintoma e o diagnostico
(confirmacao da infeccao por COVID-19); tempo entre o inicio dos sintomas e o atendimento médico;
presenca de comorbidades (hipertensao, diabetes, doenca renal prévia, neoplasia, doenca hepatica, entre
outras). c) Exame fisico: Pressao arterial, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, peso, estatura, indice
de massa corporal (IMC) e volume urindrio de 24 horas. d) Manifestacoes clinicas: Sinais e sintomas (febre,
tosse seca, dispneia, dor de garganta, mialgia, fraqueza, mal-estar, entre outros). Avaliacao laboratorial —
Laboratorio de Nefrologia e Doencas Tropicais da Universidade
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Federal do Ceara, Brasil: A avaliacao laboratorial geral sera feita de acordo com a rotina dos hospitais, nao
devendo onerar o sistema de satude. Os exames de rotina, que serao avaliados sao: hemograma completo,
velocidade de hemossedimentacao, proteina C-reativa (PCR), glicemia de jejum, ureia, creatinina (e taxa de
filtracao glomerular estimada), sodio, potassio, cloro, calcio e magnésio plasmaticos, gasometria venosa,
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinoquinase (CK), bilirrubinas totais
e fracoes, acido urico, proteinas totais, albumina, globulinas, fosfatase alcalina, tempo de ativacao da
protrombina (TAP), tempo de ativacao parcial da tromboplastina (TTPA) e exame de urina tipo 1. A funcao
renal sera avaliada pelo método tradicional, por meio da dosagem de creatinina plasmatica, sendo estimada
a taxa de filtracao glomerular pela formula CKDEPI ("Chronic Kidney Disease - Epidemiology”) (LEVEY,
2009). A avaliacao laboratorial dos novos biomarcadores sera feita no Laboratério de Nefrologia e Doencas
Tropicais da Universidade Federal do Ceara. Seréo colhidos na admissao hospitalar e durante a internacao
(apos 7 dias da admissao 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 evolucao dos pacientes e o desfecho
(recuperacao da funcao renal ou desenvolvimento de doenca 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 quantificacao do antigeno
(o biomarcador) através de sua ligacao com anticorpos especificos adsorvidos em placa de 96 pocos (placa
sensibilizada e fornecida no kit pelo fabricante). Serao seguidos os procedimentos de acordo com as normas
do fabricante. Para a leitura colorimétrica sera utilizado espectrofotometro com comprimento de onda de 450
nm. Os resultados das concentracées dos biomarcadores urinarios serao normalizados pela creatinina
urindria da mesma amostra 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 obedecam 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 apos esclarecimentos pertinentes aos testes que serao
realizados (TCLE).
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CRITERIOS DE EXCLUSAO

Serdo excluidos os pacientes que tiverem os seqguintes critérios:

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

(2) Criancas,

(3) Gestantes,

(4) Portadores de Doenga Renal Cronica em Dialise,

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

(7) Pacientes em uso de Quimioterapicos.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Investigar manifestagoes clinicas, complicagoes, fatores prognosticos e tratamento de pacientes internados
devido a infecgaio por Coronavirus (COVID-19) em Salvador e Fortaleza,

OBJETIVOS SECUNDARIOS

+ Tragar o perfil epidemiologico dos pacientes internados por COVID-19,

+ Descrever as alteragoes laboratoriais encontradas nos pacientes internados por COVID-19,

+ Investigar novos biomarcadores de lesao renal e inflamagao nos pacientes internados por COVID-19 e
avaliar se 0s mesmos tém relagdo com prognostico.

+ Determinar quais sao os fatores de mau prognéstico na infecgao por COVID-19.+ Avaliar as possiveis
complicagoes decorrentes da infecgao por COVID-19 e quais os tratamentos mais adequados,

* Avaliar as medidas terapéuticas instituldas aos pacientes internados por COVID-19,

+ Investigar a eficacia de tratamentos especificos direcionados & infeccao por COVID-19, incluindo
cloroquina @ antivirais, prescritos de acordo com a indicagho do madico assistente de cada paciente.
+ Avaliar possiveis eventos adversos das medicagoes administradas no tratamento da infeccao por COVID-
19,

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Os riscos desta pesquisa serdo minimos. Os pacientes serio submetidos a coletas de amostras de sangue
@ urina para a realizagao de exames laboratoriais, sendo o risco relacionado ao
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procedimento, com risco minimo de contaminacao e acidentes de puncéo, uma vez que a coleta sera feita
em laboratorio com pessoal especializado. A minimizacéo 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 algodao e dlcool e medidas de hemostase para conter o sangramento
serdo empregadas. Ha também riscos devido & exposicao de dados pessoais dos pacientes durante a
coleta das informagoes nos prontudrios, 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
¢é o conhecimento clinico de forma geral.

BENEFICIOS

O conhecimento das manifestacoes clinicas, das complicagoes, dos fatores associados ao progndstico e do
tratamento da infeccéo pelo novo coronavirus (COVID-19) é 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 doenga. O diagnéstico precoce das complicagoes, incluindo lesao renal
propiciara meios para a adocao de medidas de controle, prevencao e tratamento desta condigéo, evitando
(ou pelo menos retardando) o desenvolvimento de insuficiencia renal cronica. Os individuos que forem
identificados como portadores de lesao renal serao encaminhados para acompanhamento com profissional
especializado (Nefrologista) da Universidade de Fortaleza.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo de coorte, prospectivo.

Populagéao 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: Serao coletadas as informagées necessarias para o preenchimento de um
formulario de pesquisa semi-estruturado (anexo

1).Parametros Estudados:

Caracteristicas Clinicas:

a) Dados socio-demograficos: Idade, sexo, cor, profissdo, escolaridade, naturalidade, procedéncia.
b)Historia clinica -~ Tempo decorrido entre o primeiro sintoma e o diagnostico (confirmacao da infeccao por
COVID-19); tempo entre o inicio dos sintomas e o atendimento médico; presenca de comorbidades
(hipertensao, diabetes, doenga renal prévia, neoplasia, doenca hepatica, entre
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outras).

c)Exame fisico: Pressao arterial, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, peso, estatura, indice de
massa corporal (IMC) e volume urindrio de 24 horas.

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

Avaliacéo laboratorial - Laboratério de Nefrologia e Doencas Tropicais da Universidade Federal do Ceara,
Brasil:

A avaliacao laboratorial geral sera feita de acordo com a rotina dos hospitais, nao devendo onerar o sistema
de saude. Os exames de rotina, que serdo avaliados sao: hemograma completo, velocidade de
hemossedimentacao, proteina C-reativa (PCR), glicemia de jejum, ureia, creatinina (e taxa de filtracao
glomerular estimada), sodio, potassio, cloro, célcio e magnésio plasmaticos, gasometria venosa, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinoquinase (CK), bilirrubinas totais e fracoes,
4cido urico, proteinas totais, albumina, globulinas, fosfatase alcalina, tempo de ativacao da protrombina
(TAP), tempo de ativacao parcial da tromboplastina (TTPA) e exame de urina tipo 1. A funcao renal sera
avaliada pelo método tradicional, por meio da dosagem de creatinina plasmatica, sendo estimada a taxa de
filtracao glomerular pela formula CKDEPI ("Chronic Kidney Disease - Epidemiology”) (LEVEY, 2009).

A avaliacao laboratorial dos novos biomarcadores sera feita no Laboratdrio de Nefrologia e Doencas
Tropicais da Universidade Federal do Ceara.

Serao colhidos na admissao hospitalar e durante a internacao (apos 7 dias da admissao e no dia da alta
hospitalar). Seréao avaliados ainda os exames que forem realizados durante a internacao e no momento da
alta, para observar a evolucao dos pacientes e o desfecho (recuperacao da funcao renal ou
desenvolvimento de doenca renal crénica). 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 quantificacao do antigeno (o biomarcador) através de sua ligacao com anticorpos
especificos adsorvidos em placa de 96 pocos (placa sensibilizada e fornecida no kit pelo fabricante). Serao
seguidos os procedimentos de acordo com as normas do fabricante. Para a leitura colorimétrica sera
utilizado espectrofotometro com comprimento de onda de 450 nm. Os resultados das concentracées dos
biomarcadores urinarios serao 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

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Vide item "Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes”

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
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, lé-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 laboratério (novos "exames”)." As pesquisas, em qualquer drea do
conhecimento envolvendo seres humanos, deverdo observar as seguintes exigéncias: utilizar o material
biologico 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
biolégicas sem que o participante da pesquisa tenha conhecimento e consentido com a sua realizacao.
Sendo assim, solicita-se informar que somente os testes em amostras biologicas que estiverem descritos no
TCLE serao realizados e quando autorizados pelo participante da pesquisa ao assina-lo (Resolucao CNS n°
466 de 2012, item |11.2).

RESPOSTA: Realizamos a adequacao do TCLE, excluindo a sentenca que deixava duvida sobre a possivel
realizacao de exames no futuro com as amostras bioldgicas coletadas dos participantes da pesquisa e
detalhamos quais exames serao realizamos no ambito desta pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2. Na pagina 1 lé-se: "1. PARTICIPACAO NA PESQUISA: Ao participar desta pesquisa voceé ira realizar
alguns exames laboratoriais...]". O TCLE deve informar quais os exames que serao realizados no estudo.
Solicitam-se adequacoes.

RESPOSTA: Detalhamos no TCLE quais exames serao realizamos no ambito 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
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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1.3. No projeto, é informado que serao acessados dados demograficos, histdria clinica e manifestacoes
clinicas dos participantes. Assim, se houver intencao de consultar o prontuario, essa informacao devera
estar claramente expressa no TCLE. Isto visa garantir que o individuo receba as informacoes necessarias
para a tomada de decisao autonoma acerca de sua participacao ou nao 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 informacao de que serao consultados
dados dos prontuarios.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.4. O TCLE nao apresenta a numeracao nas paginas. Com o objetivo de garantir a integridade do
documento, solicita-se que sejam inseridos os nimeros 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 espaco para rubrica de todas as
paginas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

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

RESPOSTA: Incluimos no TCLE a numeracao 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 é o CEP. Como o estudo envolve analise ética pela Conep,
essas recomendacoes também devem ser estendidas a esta Comissao. Solicita-se adequacao.
RESPOSTA: Incluimos os meios de contato, tanto do pesquisador principal quanto do comité de ética local,
horarios de contato e endereco.

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
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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1.7. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido nao deve conter ressalva que negue a responsabilidade
do pesquisador ou que implique ao participante da pesquisa abrir mao de seus direitos, incluindo o direito de
buscar indenizacao por danos eventuais. Diante do exposto, solicita-se inserir no TCLE a explicitacao
acerca do direito de buscar indenizacao diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa (Resolucao
CNS n° 466 de 2012, item 1V.3.h).

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

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 definicao disposta no item [1.10 da Resolucao CNS n° 466 de 2012.
RESPOSTA: Adequamos o termo para "participante da pesquisa” em todo o TCLE.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuicoes
definidas na Resolucao CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovacao do projeto de pesquisa proposto.

Situacao: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 07/05/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1536050.pdf 08:43:56
Outros CartaResposta.pdf 07/05/2020 |Geraldo Bezerrada | Aceito

08:43:25 | Silva Junior
Projeto Detalhado / | Projeto.doc 22/04/2020 |Geraldo Bezerrada | Aceito
Brochura 16:15:50 | Silva Junior
Investigador
Declaracao de AnuencialJF 2.pdf 22/04/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito
Lconcordancia 16:12:09 | Silva Junior
Outros FielDepositariol JF.pdf 22/04/2020 |Geraldo Bezerrada | 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 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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Assentimento / TCLE_controle_alter.doc 16:10:51 | Silva Junior Aceito
Justificativa de
LAuséncia -
TCLE / Termos de | TCLE_sem_controle.doc 22/04/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito
Assentimento / 16:10:41 | Silva Junior
Justificativa de
| Ausencia
Folha de Rosto FolhaRostoDigitalizada. pdf 06/04/2020 |Geraldo Bezerrada | Aceito
13:41:53 | Silva Junior
Outros Questionario.doc 06/04/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito
11:37:03 | Silva Junior
Situagao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 16 de Maio de 2020

Assinado por:
Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))

Enderego: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar
CEP: 70.710-040

Bairro: Asa Norte

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3315.5877

E-mail: conep@saude gov.br
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

Rua Capitao Francisco Pedro, 1210 - Rodolfo Tedfilo - CEP 60430-370

Fortaleza - CE Fone: (85) 3366 8262

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido/TCLE

Titulo do Estudo: "Estudo dos mecanismos imunopatologicos e imunorreguladores em Covid-19:

Possiveis ferramentas para o controle da doenga”

Pesquisadora Responsavel: Profa. Dra. Juliana Navarro Ueda Yaochite

O (A) Senhor(a) estid sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa. Por favor, lela este
documento com bastante aten¢do antes de assind-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o(a) senhor(a)
ndo consiga entender, converse com o pesquisador responsavel pelo estudo ou com um membro da equipe
desta pesquisa para esclarecé-los.

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) é explicar tudo sobre o estudo
e solicitar a sua permissdo para participar do mesmo.

OBSERVACAQ: Caso o individuo ndo tenha condicdes de ler e/ou compreender este TCLE, o mesmo

poderi ser assinado e datado por um membro da familia ou responsavel legal pelo paciente.

Objetivo do Estudo

Neste estudo pretendemos Investigar quals sdo as células e moléculas que participam da
resposta imunologica durante as diferentes formas clinicas da Covid-19.

Duracio do Estude

A duragdo total do estudo é de 24 meses.

A sua participacio no estudo serd de aproximadamente 15 dlas para o grupo de pacientes infectados pelo
novo coronavirus (SARS-CoV-2) ou terd participagdo pontual (1 inico momento) para o grupo controle.
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Descri¢io do Estudo

Participarao do estudo 480 individuos, divididos em quatro grupos: controles (ndo infectados
pelo novo coronavirus/SARS-CoV-2, N=120); pacientes infectados pelo novo coronavirus assintomaticos
(N=120); com sintomas leves da doen¢a Covid-19 (N=120) e sintomas graves (N=120).

Este estudo serd realizado na Universidade Federal do Ceard — Departamento de Andlises
Clinicas e Toxicoldgicas, da Faculdade de Farmadcla, Odontologia e Enfermagem.

O (a) Senhor(a) foi escolhido(a) a participar do estudo porque apresenta infec¢io pelo coronavirus
SARS-CoV-2, e dependendo da auséncia ou presenca de sintomas serd incluido nos diferentes grupos de

estudo.

Para ser incuido no grupo controle, o(a) Senhor(a) nio apresenta infeccdo pelo coronavirus SARS-
CoV-2.

Gravidas e puérperas ndo poderdo ser incluidas no estudo.
Nao haverd remuneracdo financeira (pagamento) pela participacio no estudo, sendo sua

participacdo totalmente voluntiria.

Procedimento do Estudo

Para os grupos de individuos infectados pelo SARS-CoV-2: Apds entender e concordar em
participar, serdo realizadas coletas de sangue em periodos de tempo determinados (total de 3 coletas,
distribuidas em 15 dias — D0, D07 e D15) e acompanhamento médico. Assim, depois de aceitar participar
do estudo, o Senhor(a) retornard aos servicos de satde envolvidos no estudo, em dias agendados, para
que sejam realizadas as coletas de sangue e acompanhamento por equipe médica.

Para os Individuos do grupo controle: Apés entender e concordar em participar, serd realizada uma

tinica coletas de sangue e aplicacdo de quationdrio por um membro integrante da pesquisa.

Realizacdo dos procedimentos: coleta de sangue (volume de 10 mL) por puncdo periférica
(utilizando uma agulha e seringa) da veia do antebraco e consulta com médico. Apés esses procedimentos,
o (a) Senhor(a) serd liberado(a). Levaremos sua amostra de sangue para o laboratério de Imunologia,

localizado na Faculdade de Farmdcia da UFC (DACT/FFOE/UFC), para realizagdo da separagdo dos
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componentes do sangue (soro e células mononucleares), realizagdo de exames laboratorals e andlises
das células por citometria de fluxo.

Para todos os participantes, serd aplicado um questiondrio do tipo semi-estruturado no momento da
Inclusio no estudo.

Riscos Potenciais, Efeitos Colaterais ¢ Desconforto paca os pacticpantes da pesquisa

Os riscos sdo minimos para os participantes da pesquisa. Os riscos assoclados com a coleta de
sangue incluem: dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta. Raramente desmaio ou
infeccoes no local de pun¢ao podem ocorrer. Culdados serdo tomados para minimizar esses riscos. Vocé
pode experimentar efeitos colaterais que ndo sdo conhecidos até 0 momento ou nio foram relatados. Em
caso de aparecimento de qualquer complicagdo, o individuo serd assistido prontamente por equipe

meédica dos servigos de saide envolvidos no estudo.

Beneficios para o pacticipante

Os individuos serdo acompanhados por equipe médica especializada, conferindo assim beneficlos
no acompanhamento da doenca em questao e atencdo direta ao paciente. Os resultados do presente estudo
nao beneficiardo os individuos incluidos na pesquisa diretamente, mas serdo fontes de conhecimento

que poderdo ser utilizados futuramente para o desenvolvimento de novas terapias no futuro.

Compensacio financeira

Vocé ndo receberd nenhuma compensacao financeira (pagamento) para participar desta pesquisa
e também ndo terd nenhuma despesa adicional.

Partidpacio Voluntiria/Desisténcia do Estudo

Sua participagao neste estudo é totalmente voluntdria, ou seja, vocé somente participa se
quiser.

A ndo participacio no estudo ndo implicard em nenhuma alteracio no seu acompanhamento médico
tao pouco alterard a relacdo da equipe médica com o mesmo. Apds assinar o termo de consentimento,
vocé terd total liberdade de retird-lo a qualquer momento e deixar de participar do estudo se assim o

desejar, sem quaisquer prejuizos a continuidade do tratamento e acompanhamento na instituicao.

6
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QNovas Informacdes

Quaisquer novas informagdes que possam afetar a sua seguranca ou Influenciar na sua decisio
de continuar a participacdo no estudo serdo fornecidas a vocé por escrito. Se vocé decidir continuar
neste estudo, terd que assinar um novo (revisado) Termo de Consentimento Informado para documentar

seu conhecimento sobre novas informacoes.

Em Caso de Danos Relacionados 3 Pesquisa
Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo,

bem como as indenizacdes legalmente estabelecidas,

Utilizacdo de Registros Meédicos e Confidencialidade
Todas as informagdes colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em cardter estritamente
clentifico, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo 0 momento, ou seja, em nenhum

momento os dados que o identifique serdo divulgados, a menos que seja exigido por lei.

Os registros médicos que trazem a sua identificacio e esse termo de consentimento assinado

poderdo ser inspecionados por agéncias reguladoras e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou publicacdes, contudo,
sua identidade ndo sera revelada nessas apresentagdes.

Quem Devo Entrar em Contato em Caso de Divida

Em qualquer etapa do estudo vocé terd acesso aos profissionais responsdveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuals dividas. Se vocé tiver alguma consideraciio ou ddvida, sobre a sua
participacio na pesquisa, entre em contato com a Pesquisadora principal Professora Juliana pelo

telefone (85)9.8660-4608 ou com os comités de ética:

- Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ. Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo
Teofilo, fone: 3366-8344/46. (Horarlo: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).

Os CEPs sio as instancias responsaveis pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas

6
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as pesquisas envolvendo seres humanos.

Declaracio de Consentimento

Concordo em participar do estudo Intitulado: *Estudo dos mecanismos imunopatologicos
e imunorreguladores em Covid-19: Possiveis ferramentas para o controle da doenca”

L1 e entend! o documento de consentimento e o objfetivo do estudo, bem como seus possivels
beneficios e riscos. Tive oportunidade de perguntar sobre o estudo e todas as mminhas ddvidas foram
esclarecidas. Entendo que estou livre para decidir ndo participar desta pesquisa. Entendo que ao

assinar este documento, nio estou abdicando de nenhum de meus direitos legals.

Eu autorizo a utilizacio dos meus registros médicos (prontudrios médico) pelo pesquisador,
autoridades regulatorias e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da instituicAo.

Nome do Participante de Pesquisa Letra de Forma Data

Assinatura do Participante de Pesquisa

Nome da pessoa obtendo o Consentimento Data

Assinatura da Pessoa Obtendo o Consentimento

6
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Elevated IL-18 predicts poor prognosis in
critically ill COVID-19 patients at a Brazilian
hospital in 2020-21
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Background: A dysregulated Inflammatory responsa contributes to dedine In patients with COVID-19. This
cross-sectional study evaluated blomarkers of unvaccinated patlents admitted to the Intensive care unit
of a hospital In Fortaleza, Brazil. Methods: Twenty cytokines were quantified upon hospital admission;
clinical and laboratory data were analyzed, as well as soclodemographic data, to search for an assoclatlon
with clinlcal outcomes, Including fatal (n - 40) or recovered cases (n - 28). Results: Fatal cases exhibited
significantly higher levels of IL-18 (p - 0.009); deceased patlents were older (p - 0.0001), had a lower
number of platelets (p - 0.0063) and higher neutrophil-lymphocyte ratie {p - 0.0230) than those who
recovered. Conclusion: These findings Indicate that IL-18 s 3 possible marker to predict poor prognosls In
critically Il patlents with COVID-19.

First draft submitted: 7 March 2022; Accepted for publication: 12 August 2022; Published cnline:
16 September 2022

Keywords: COVID-19 & IL-18 & immune response « inflammation « innate immunity



