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RESUMO
A COVID-19 ¢ uma doenga infecciosa respiratoria aguda com potencial inflamatério
multissistémico. A desregulacdo nas respostas imune inata e adquirida promove uma
tempestade de citocinas, responsavel por induzir um processo de hiperinflamagdo que ¢ uma
das principais causas de 6bito, especialmente em individuos idosos ou com comorbidades. Este
estudo observacional transversal avaliou citocinas pré e anti-inflamatérias de pacientes nao
vacinados, que testaram positivo para infecgdo por SARS-CoV-2 e internados na UTI de um
hospital em Fortaleza no periodo de 2020 a 2021. Amostras de soro foram coletadas na
admissdo hospitalar de 78 pacientes. O kit utilizado foi personalizado com 20 citocinas (GM-
CSF, MCP-1, TNF-a, IFN-a e IFN-y, IL-1pB, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IL-18, IL-2, IL-
21, IL-22, 1L-23, IL-27, 1L-4, IL-5, IL-6 e IL-9) denominado imunoensaio Multiplex
ProcartaPlex Humano (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). A determinagdo das
concentragdes de cada biomarcador foirealizada no Sistema MAGPIX® baseado na tecnologia
Luminex xMAP. Foram analisados dados clinicos e laboratoriais, assim como dados
sociodemograficos, para buscar associagdo com os desfechos clinicos Obitos (n = 40) e
recuperados (n = 38). A maior parte do grupo de 6bitos foi composta por homens (70%). A
mediana de idade para o n total foi de 59 anos (IQR=22-97), sendo que o grupo de Obitos
apresentou uma mediana de 69,5 anos (IQR=22-97). Dentre as comorbidades, a hipertensao
arterial sistémica (HAS) foi a mais frequente (30,7%). Nos dados laboratoriais observou-se uma
diferenca estatistica entre os desfechos na contagem de plaquetas, com menor nimero delas no
grupo de obitos (p=0,0063). Das 20 citocinas quantificadas, apenas quatro apresentaram
significancia estatistica. IL-18 e IL-22 apresentaram diferenca para 6bitos, com p=0,009 e
p=0,473, respectivamente. Enquanto GM-CSF (Fator estimulador de colonias de granuldcitos
e macrofagos) e IL-23 tiveram diferenga no grupo de altas, com p=0,0187 e p=0,313,
respectivamente. Em todas as andlises, foi considerado significancia estatistica com p < 0,05. A
investigacdo das citocinas de forma precoce em conjunto com caracteristicas clinicas e outros
marcadores servem como preditores de bom ou mal prognostico da COVID-19. Dessa forma,
auxiliam nos tipos de alvos terapéuticos a serem utilizados para cada grupo fazendo com que

desfechos fatais possam ser reduzidos ou evitados.

Palavras-chave: COVID-19; SARS-COV2; SRAG:; citocinas; resposta imune; desfechos



ABSTRACT
COVID-19 is an acute respiratory infectious disease with multisystem inflammatory potential.
The dysregulation in innate and acquired immune responses promotes a cytokine storm,
responsible for inducing a hyperinflammation process that is one of the main causes of death,
especially in elderly individuals or those with comorbidities. This cross-sectional observational
study evaluated pro- and anti-inflammatory cytokines in unvaccinated patients who tested
positive for SARS-CoV-2 infection and were admitted to the ICU of a hospital in Fortaleza
from 2020 to 2021. Serum samples were collected on admission hospital of 78 patients. The kit
used was customized with 20 cytokines (GM-CSF, MCP-1, TNF-a, IFN-o and IFN-y, IL-1p,
IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IL -18, IL-2, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IL-4, IL-5, IL-6 and
IL-9) called the Human ProcartaPlex Multiplex Immunoassay (Thermo Fisher Scientific, MA ,
USA). The concentration of the concentrations of each biomarker was performed on the
MAGPIX® System based on Luminex xMAP technology. Clinical and laboratory data, as well
as sociodemographic data, were analyzed to seek association with the clinical outcomes deaths
(n = 40) and recovered (n = 38). Most of the group of deaths was made up of men (70%). The
median age for the total was 59 years (IQR=22-97), and the group of deaths had a median of
69.5 years (IQR=22-97). Among the comorbidities, systemic arterial hypertension (SAH) was
the most frequent (30.7%). In the laboratory data analyzed, there was a statistical difference
between the results in the platelet count, with a smaller number in the group of deaths
(p=0.0063). Of the 20 quantified cytokines, only four were statistically significant. IL-18 and
IL-22 showed differences for deaths, with p=0.009 and p=0.473, respectively. While GM-CSF
(granulocyte and macrophage colony stimulating factor) and IL-23 had a difference in the
discharge group, with p=0.0187 and p=0.313, respectively. In all analyses, statistical
significance was considered at p < 0.05. Early investigation of cytokines together with clinical
characteristics and other markers serve as predictors of good or poor prognosis for COVID-19.
In this way, they help in the types of therapeutic targets to be used for each group, so that fatal

outcomes can be reduced or avoided.

Keywords: COVID-19; SARS-COV-2; SARS; cytokines; immune response, outcomes
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1 INTRODUCAO

1.1 COVID-19

A COVID-19 é uma doenca infecciosa respiratéria aguda com potencial inflamatério
multissistémico. Os primeiros caso da doenga ocorreram em Wuhan, China, em dezembro de
2019 através de um grupo de individuos que estiveram no Mercado Atacadista de Frutos do
Mar de Huanan e foram internados com sintomas graves de pneumonia (HUANG et al., 2020).
Devido a gravidade da doenca e sua alta taxa de propagacdo, em 31 de janeiro de 2020, a OMS
a declarou como uma Emergéncia de Saude Global e em 11 de marco de 2020, como situacado
de pandemia (DHAMA et al., 2020).

O agente causador da COVID-19, uma nova cepa de coronavirus, foi identificada nas
amostras broncoalveolares de pacientes internados com pneumonia grave, em 07 janeiro de
2020 pelo Instituto de Virologia de Wuhan. O SARS-CoV2, como foi definida sua nomenclatura,
apresenta 80% de semelhanca na sequéncia de nucleotideos com o coronavirus SARS-COV e
96% de semelhanca com o coronavirus de morcegos. Cinco dias apos sua identificacdo, o
genoma completo foi mundialmente compartilhado (ZHOU et al., 2020).

Os sintomas mais comuns sao febre persistente, tosse seca e fadiga, mas outros menos
comuns podem ocorrer como a perda do paladar ou olfato, congestdo nasal, conjuntivite, dor
de garganta, dor de cabeca, dores nos musculos ou articulacGes, diferentes tipos de erupgéo
cuténea, nausea ou vomito, diarreia, calafrios ou/e tonturas (WHO, 2021). Em seu estudo, Guan
e col. (2020), mostraram que 48,3% dos pacientes apresentaram febre durante a admisséo
hospitalar e 88,7% durante a hospitalizacao, seguido de tosse em 67,8% dos internados.

A infeccdo pelo SARS-CoV2 pode variar de casos assintomaticos ou com
manifestagdes clinicas leves, moderadas, graves e criticas, sempre observando os sinais €
sintomas que possam exigir uma hospitalizagdo do individuo. Os assintomdticos sao
caracterizados com teste laboratorial positivo para COVID-19, mas sem manifestacdes de
sintomas. As manifestagdes leves apresentam sintomas como febre, tosse, dor de garganta,
coriza, com ou sem anosmia, ageusia, diarreia, dor abdominal e cefaleia. Os casos moderados,
iniciam com sintomas clinicos leves, como tosse e febre, mas estes se tornam persistentes e com
sinais de piora progressiva (dinamia, prostragdo, hiporexia) por mais de 5 dias, além de
apresentarem pneumonia sem sintomas graves. Considera-se a presenca de SRAG quando ha
dispneia ou pressdo persistente no térax e saturagdo de oxigénio menor que 95%. Ja os casos

criticos caracterizam-se por quadros que levam a necessidade de suporte respiratdrio em
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Unidades de Terapia Intensiva (UTI) devido a complicagdes pela SRAG, como pneumonia
grave, sepse e disfun¢gdo de multiplos 6rgaos (BRASIL, 2021).

Por apresentar semelhanca genética com o SARS-CoV, a principal forma de
transmissao do SARS-CoV2 ocorre por contato direto de uma pessoa infectada ou por contato
indireto de superficies contaminadas. Estudos mostram que individuos infectados podem
transmitir o virus por meio de goticulas grandes (> 5-10 um) e também por aerossol (<5 pum)
expelidos durante a respiracao, fala, tosse e espirro (ZHANG et al., 2020; MORAWSKA et al.,
2020). Individuos infectados assintomaticos também podem transmitir o virus da mesma forma
que os sintomaticos, dificultando o controle da doenga. O virus se espalha mais facilmente em
ambientes fechados ou com pouca ventilagao.

A transmissao de pessoa para pessoa depende da infectividade dos casos que ¢ baseada
na carga viral. A carga viral ¢ definida como a concentra¢do de particulas virais no meio
biolégico de transmissdo, relacionada diretamente ao curso e a duracao da doenca. Quanto mais
alta a carga viral, maior o risco de uma pessoa infectada transmitir o virus para outras pessoas
(HE et al., 2020). O pico ¢ atingido entre 2 a 3 dias antes do inicio dos sintomas e aumenta de
forma gradual. Em casos leves, a carga viral diminui acentuadamente ao longo de 7 dias de tal
forma que do quarto ao sétimo dia de infec¢ao sintomatica, o paciente torna-se muito menos
propenso a infectar outras pessoas (TO et al., 2020). Em casos mais graves, a carga viral comega
a declinar apos a segunda semana do inicio dos sintomas. Entretanto, a excre¢do viral
prolongada foi relatada até 63 dias em swabs nasofaringeos de pacientes adultos (LIU et al.,
2020). Um estudo recente mostrou que uma carga viral mais alta ndo significa maior risco de
morte e que o 6bito, como consequéncia da infeccdo viral, ndo encurta o periodo infeccioso
(KUN et al., 2023).

Recentemente, estudos mostraram que o virus pode estar presente em outros fluidos
corporais, como na urina e também nas fezes. O RNA do SARS-Col-2 ¢é ocasionalmente
detectado na urina, mas os relatos em amostras fecais sdo mais frequentes. O material genético
do virus foi detectado nas fezes de alguns individuos assintomaticos e sintomaticos leves com
pico de eliminagdo no periodo sintomatico podendo persistir por varias semanas. Devido a
concentragdo do material genético do virus na urina e nas fezes ser muito menor do que nos
fluidos nasofaringeos, a preocupagdo com essa forma de transmissao ¢ bem menor (JONES et
al., 2020). Os riscos podem ser maiores em paises menos desenvolvidos economicamente e
com areas de saneamento precario. No entanto, ndo h4 evidéncias suficientes que corroborem
com esses achados, sendo necessario mais pesquisas nesta area.

O sistema imunolégico do individuo ¢ fator responsavel pelo desenvolvimento dos
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sintomas ¢ 0 bom ou mau prognéstico da COVID-19. Casos graves e criticos, geralmente
ocorrem em resposta imune nao eficiente ou desregulada frente a infec¢do causada pelo SARS-
CoV-2, que possui uma complexa patogenicidade. A desregulagdo nas respostas imune inata e
adquirida, promove uma tempestade de citocinas, responsavel por induzir um processo de
hiperinflamacdo que ¢ uma das principais causas de 6bito, especialmente em individuos idosos
ou com comorbidades (KRIZ; AHMAD, 2021). A tempestade de citocinas induz um influxo
descontrolado de células para os pulmdes, especialmente monocitos e neutrofilos, responsaveis
por secretarem citocinas inflamatorias e quimiocinas. Todo esse processo leva a dano alveolar,
edema pulmonar, formagdo de membrana hialina e descamacdo de pneumocitos que sdao
definidos como os primeiros sinais de SRAG (BHARDWAI et al., 2021).

A COVID-19 esta associada a morbidade e mortalidade significativa em todo o mundo,
provavelmente tornando-se um dos maiores 6nus sanitario e economico dos ultimos 100 anos.
Tornou-se uma das principais lutas dos humanos nos tempos modernos, enfatizando a
importancia e a necessidade de uma estratégia global e de solidariedade entre nagdes. Como
uma doenga zoondtica que se espalhou globalmente, sera praticamente impossivel erradicar o
seu agente etiologico (AZKUR et al., 2020). Todo conhecimento sobre sua imunopatogénese ¢
de extrema importancia para definir biomarcadores especificos para cada fase da doenga,

estratégias terapéuticas eficazes e vacinas, como principal forma de protecao.

1.2. EPIDEMIOLOGIA

Nas Ultimas duas décadas, trés surtos mundiais causados por coronavirus, provocaram
uma preocupacao na saude publica global (GUARNER, 2020). A primeira ameaca imposta aos
humanos pelos Coronavirus emergentes ocorreu em 2002 quando o SARS-CoV surgiu na
provincia de Guangdong, China e se espalhou pelos cinco continentes, em 29 paises, levando a
8.098 casos e uma taxa de mortalidade 9,6% até meados de setembro de 2003. Em 30 de janeiro,
a OMS declarou o surto de SARS-CoV como uma Emergéncia Internacional de Satde Publica.
Em 2012, foi identificado o0 MERS-CoV na Peninsula Arabica responsavel por uma condicédo
respiratoria grave e de alta taxa de letalidade (35%). A Arabia Saudita foi o primeiro pais a
relatar casos de MERS e o principal local do surto da doenca que tem, oficialmente, 2.279 casos
confirmados com 806 mortes em 27 paises (SOUZA et al., 2021).

O primeiro grupo de pacientes apresentando sintomas de uma pneumonia de etiologia
desconhecida ocorreu na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, China central, em 12 de

dezmebro de 2019. A maioria dos casos estava relacionada com o Mercado Atacadista de
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Frutos do Mar de Huanan, onde uma variedade de mamiferos estava disponivel para venda, o
que apontou para uma provavel infeccdo de origem zoonotica, (KRIZ et al., 2021). Em 01 de
janeiro de 2020, ap6s sete pacientes apresentarem sintomas graves e serem internados em UTI
em estado critico, o Mercado de Huanan foi fechado pelas autoridades chinesas (KANPS;
HOFFMANN, 2020). Nestes primeiros casos, a transmissdo de humano para humano foi
especulada, mas ndo confirmada até que dois agrupamentos familiares, incluindo um em que o
marido transmitiu a doenca para sua esposa, foram identificados ainda no inicio de janeiro
(KRIZ et al., 2021).

Em 07 de janeiro de 2020, pesquisadores chineses identificaram o novo tipo de
Coronavirus, 0 2019-nCoV. Seu sequenciamento genético foi divulgado pela OMS em 12 de
janeiro de 2020. Aproximadamente 10 dias depois, paises como Tailandia, Japdo, Nepal,
Franca, Australia, Coréia do Sul, Vietna, Taiwan e Malasia reportaram seus primeiros casos. A
partir de 20 de janeiro, autoridades chinesas reportaram 200 casos confirmados da infec¢do com
3 mortes e consequentemente, obrigaram o lockdown de dezenas de milhdes de pessoas em seu
territorio. Em fevereiro, de 2020, a OMS renomeou o virus para SARS-CoV-2 e a infecgédo
causada por ele de COVID-19 (KANPS; HOFFMANN, 2020).

Em menos de 30 dias apos os primeiros casos confirmados de COVID-19 na China,
paises vizinhos e até paises da Europa e da América do norte notificaram seus primeiros casos.
A medida que os casos comegaram a aumentar exponencialmente, tornou-se evidente que o
virus estava se espalhando rapidamente através da transmissao de humano para humano (KRIZ

etal. 2021).

Figura 1. WHO COVID-19 Dashboard. Geneva: World Health Organization, 2020.
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O numero total de casos de COVID-19 ultrapassaram 1 milhdo em abril de 2020. O
namero de mortos chegou a 1 milhdo em 25 de setembro de 2020. Até 22 de dezembro de 2020,
todos os sete continentes tinham casos notificados de COVID-19. Em 4 de fevereiro de 2021,
havia mais de 103 milhGes de casos confirmados com mais de 2 milhdes de mortes (TO et al.,
2021). Até 29 de setembro de 2022 foram contabilizados 613.942.561 casos com 6.520.263
mortes no mundo (OPAS et al, 2022). Em 06 de abril de 2023, os nimeros de casos confirmados
no mundo foi de 762.201.169 com 6.893.190 6bitos (OMS, 2023) (Fig. 1).

O Brasil declarou uma emergéncia nacional de salde publica por COVID-19 em 3 de
fevereiro de 2020. Apds o desenvolvimento de um plano de emergéncia nacional e o
estabelecimento de instalacbes de diagndstico molecular em toda a rede brasileira de
laboratdrios de saude publica, o pais relatou seu primeiro caso confirmado em 25 de fevereiro
de 2020 (SOUZA et al, 2020). O Brasil teve uma das epidemias de COVID-19 mais intensas
no mundo, ocupando o 3° lugar de maior nimero de casos, com 34.646.577 e Obitos, 685.881
até 29 de setembro de 2022. Os Estados Unidos com 98.072.469 e a india com 44.675.095
ocupavam, respectivamente, o 1° e 2° lugar neste ranking (OPAS et al, 2022).

Até 31 de maio de 2020, a maior parte dos casos confirmados e Obitos foram
notificados nos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Ceard e Amazonas, representando em
conjunto, 49,2% de todos os casos e 61,5% das mortes no Brasil. Atualmente, a regido Nordeste
ocupa a terceira posi¢cdo no nimero de casos confirmados de COVID-19 em relacéo a outras
regides do pais, enquanto Sudeste e Sul ocupam o 1° e 2° lugar, respectivamente. O Ceara possui
0 2° maior nimero de casos e 0bitos no Nordeste, coma Bahia ocupando o 1° lugar (MS, 2022).

De acordo com o Boletim Epidemiolégico n°19, divulgado no inicio de setembro de
2022 pela Secretaria Estadual de Sadde do Ceard, Fortaleza e Caucaia apresentaram o maior
namero de casos desde o inicio da pandemia no estado. Com relacdo ao nimero de casos por
faixa etaria e sexo, 43% tinham entre 20 e 39 anos e 59,7% eram do sexo feminino. De todos
0s casos de hospitalizacdo por SRAG pelo SARS-CoV-2 em 2022, 52,2% tinham 60 a 89 anos,
evidenciando a maior idade com fator de risco para as formas graves da doenca. Dentre 0s
acometidos, 78,8% apresentavam uma ou mais condicdes ou doencas pré-existentes.

De marc¢o de 2020 a 03 de setembro de 2022, foram confirmados 27.650 Obitos por
COVID-19 no estado. Em 2022, 166 municipios continuaram registrando ébitos por COVID-
19, com destaque para a cidade de Fortaleza. A partir do més de agosto houve uma reducéo de
94,0% dos casos e 89,0% dos 6bitos em relacdo ao més de julho do mesmo ano (SESCE, 2022).

Segundo dados disponiveis no INTEGRASUS (2023), nos ultimos 28 dias, 0 nimero

de novos casos no Brasil foi de 170.862, ocupando o 6° lugar no ranking mundial, enquanto
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ocupa 0 4° lugar com 1.613 casos em numero de 6bitos notificados. O Ceara continua em 2°
lugar na regido nordeste com 1.461.917 dos casos notificados no mesmo periodo. Em todo o

Estado observa-se uma consistente queda na média movel de casos (Fig. 2).

Fig 2. Casos e 60bitos confirmados de COVID-19 no Ceara.
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Epidemias provocadas por virus respiratorios de grande circulagdo podem provocar
varias ondas ou fases que contextualizam o comportamento da epidemia. A explicacdo de onda
reflete 0 que mostram os graficos da evolucdo da doenca em uma determinada regido. A
primeira onda foi consequéncia da introducdo e dispersdo do virus pelo mundo. Através do
sequenciamento gendémico do SARS-CoV-2 foi possivel identificar e monitorar novas variantes
que se espalharam por diferentes paises.

A OMS, em colaboracdo com autoridades nacionais, instituicbes e pesquisadores,
avalia rotineiramente as variantes de SARS-CoV-2 alteraram sua forma de transmissdo ou as
caracteristicas da infeccdo. Qualquer alteracdo pode afetar a eficAcia das vacinas, as
terapéuticas, os diagnosticos e as medidas sociais aplicadas para controlar a doenca. Potenciais
variantes de preocupacdo (VOCs), variantes de interesse (VOIs) ou variantes sob
monitoramento (VUMSs) sdo avaliadas regularmente com base no risco para saude publica
mundial (OMS, 2022).

As variantes de preocupagdo estdo associadas a alteragdes com um alto grau de
significancia para a satde publica global e podem apresentar uma ou mais das seguintes

caracteristicas, como o aumento da transmissibilidade e da viruléncia, mudancas na
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apresentacdo clinica da doenca, levando a uma diminui¢do da eficacia das medidas sociais e de
salde publica ou diagnésticos, vacinas e terapias disponiveis. As principais sdo: Alfa (B. 1.1.7),
Beta (B.1.351), Gamma (P1), Delta (B.1.617.2). As variantes de interesse ou de monitoramento
devem conter mutacGes no seu genoma original que modificam o fenotipo do virus, sendo
identificada como causadora de transmissdo comunitaria, de multiplos casos de COVID-19 ou
se for detectada em varios paises. Essas sdo: Epsilon (B.1.427/B.1.429), Zeta (P.2), Eta
(B.1.525), Theta (P.3), lota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1) e Lambda (C. 37) (OPAS, 2023).

No Brasil, o levantamento sobre as variantes avaliou 0 comportamento de cada uma
das cinco ondas que o pais enfrentou e apontou que, em cada uma, houve o surgimento e
predominio de uma variante do virus SARS-CoV-2 com caracteristicas diferentes tanto de
transmissibilidade quanto de letalidade. As linhagens SARS-CoV-2 B.1.1.28 e B.1.1.33
encontradas na maioria das regides brasileiras, e as linhagens B.1.1 e B.1.195 em alguns estados
especificos, impulsionaram a epidemia no pais durante o ano de 2020 (GRAF et al., 2022).

As primeiras cepas identificadas no Brasil, ocorreu nos primeiros meses de 2020, com
a predominancia da variante B.1.1.33. A 2% onda ocorreu entre os meses de novembro de 2020
e janeiro de 2021, com predominio da P.2 (Zeta), identificada primeiramente no Rio de Janeiro
e depois nos demais Estados. A 3 onda teve inicio em fevereiro de 2021, com a entrada da
variante P.1 (Gama) por Manaus. Esta teve o maior numero de casos, mortes e duragdo,
ocorrendo até meados do més de junho do mesmo ano (VOLOCH et al., 2021). Em agosto de
2021, o pais entrou na 4* onda com a chegada da variante Delta. Seu diferencial foi ocorrer apds
o inicio da campanha de vacinagdo em janeiro de 2021, mostrando-se menos transmissivel que
as anteriores ¢ com baixos indices de internacoes e Obitos.

A ultima onda de variantes do SARS-COV-2 identificada no Brasil, teve inicio em
dezembro de 2021 com a entrada da variante BA.1 (Omicron). Até o momento, esta foi a onda
que apresentou a curva mais elevada de casos, mas que representou o menor nimero de
internagdes e obitos, refletindo a efetividade da vacinagao contra a COVID-19 (Observatoério
FIOCRUZ, 2022).

A partir de 15 de marco de 2023, o sistema de rastreamento de variantes da OMS
passou a considerar a classificacio das sublinhagens da Omicron de forma independente,
podendo ser classificadas em um dos dois critérios, de interesse ou de preocupacdo. O boletim
epidemioldgico aponta que, entre 2 de dezembro de 2022 e 2 de janeiro de 2023, 103.723
sequéncias registradas no banco de dados internacional GISAID eram pertencentes a variante

Omicron. BA5 e suas linhagens descendentes permancem dominantes globalmente,
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respondendo por 63,7% dos casos, embora sua prevaléncia esteja diminuindo dando espaco a
outras sublinhagens (OMS, 2023).

Na semana de 12 a 18 de dezembro de 2022, a OMS observou o aumento da
prevaléncia da variante XBB, incluindo a XBB.1.5 a nivel mundial. Estas variantes foram
responsaveis pelo aumento de casos de COVID-19 nos Estados Unidos neste periodo. No Brasil
0 primeiro sequenciamento destas sublinhagens ocorreu em fevereiro de 2023. A OMS afirma
que, com base nas evidéncias atuais, ndo ha indicacdo de aumento da gravidade associada a
essas variantes quando comparadas a antigas linhagens da Omicron (OMS, 2023).

1.3. CORONAVIRUS

A infeccdo por coronavirus em humanos é comumente associada a casos leves a
graves, que podem gerar complicacdes e resultar em dbito. Os surtos de sindromes respiratorias
causada pelo SARS-CoV em 2002 e pelo MERS-CoV em 2012, demonstraram a possibilidade
de transmissao animal-humano e humano-humano pelos coronavirus emergentes (CHEN et al.,
2020).

Todos os CoVs que infectam humanos sé@o zoondticos. Tem uma extensa e variada
gama de hospedeiros naturais e afetam varios sistemas no organismo, simultaneamente
(DHAMA et al., 2021). Em particular, os morcegos sdo considerados como um reservatorio
chave desta familia de virus. Estudos apontam que o poder de voo dos morcegos associado a
capacidade de migrar para regides longe do local de origem e de viverem em alta densidade
populacional provocou uma forte pressdo seletiva para a coexisténcia com o virus (REN et al.,
2020). Além disso, o sistema imunolégico dos morcegos é conhecido como permissivo, 0 que
significa que eles podem atuar como um reservatorio de coronavirus sem desenvolver a doenca
(SOUZA et al, 2021).

Séo classificados taxonomicamente pela ordem Nidovirales, familia Coronaviridae,
subfamilia Orthocoronavirinae, sendo subdividido em quatro géneros, Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus. Os géneros Gammacoronavirus e
Deltacoronavirus evoluiram de aves e suinos. J& Alphacoronavirus e Betacoronavirus sao
originarios de morcegos e possuem a capacidade de atravessar a barreira animal-humano mais
facilmente, o que os torna clinicamente relevantes para a transmissdo de doencas nos seres
humanos (DHAMA et al., 2021).

Séo virus de RNA de fita simples de sentido positivo, ndo segmentado e de cerca de

30 kb, envoltos por envelope lipidico contendo o nucleocapsideo viral disposto em simetria
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helicoidal. Possuem os maiores genomas entre todos os virus RNA conhecidos. Embora os virus
de RNA sejam frequentemente caracterizados por suas altas taxas de mutacdo, a recombinacéo
também pode ser de importancia evolutiva e tem sido associada a caracteristicas como a
capacidade de infectar novos hospedeiros e alterar a viruléncia (HOKELLO et al., 2020).

Uma caracteristica destes virus ¢ a capacidade de transcrever RNAs mensageiros para
cada proteina, o que permite o controle da taxa de sintese de acordo com as caracteristicas do
virus e da célula hospedeira. O ciclo de replicagao dos CoVs apresenta as etapas de adesdo,
entrada, tradugdo da enzima viral, transcricao e replicacdo do genoma, traducao de proteinas
estruturais, montagem e liberacao do virus (BORGES et al., 2020).

Os genomas de CoVs contém um nimero variavel ORFs. O primeiro ORF (ORF-lae
ORF-1b) é responsavel por dois tercos do genoma de RNA viral e codifica duas poliproteinas
e mais 16 proteinas ndo estruturais (NSP) envolvidas na transcrigéo e replicagdo do virus. As
ORFs restantes codificam proteinas acessorias e estruturais, incluindo quatro proteinas
essenciais, a glicoproteina Spike (S), proteina de envelope (E), matriz proteica (M) e proteina
do nucleocapsideo (N), enquanto as proteinas acessorias sdéo ORF 3a, ORF 6, ORF 7a, ORF 7b,
ORF 8 e ORF 10 (HELMY et. al., 2020).

A proteina S é fortemente glicosilada formando picos homotriméricos na superficie
viral, que medeia a entrada do virus nas células hospedeiras. A proteina M é a mais abundante
e em conjunto com a proteina E confere a forma ao virus. A principal funcdo do proteina E €
liberar as particulas virais das células hospedeiras enquanto a proteina N € necessaria para o
empacotamento do RNA durante a montagem viral (HOKELLO et al., 2020). Como porta de
entrada no hospedeiro os coronavirus utilizam o ACE-2 como receptor celular e infectam,

principalmente, células epiteliais brénquicas ciliadas e pneumacitos tipo Il (CUI et al., 2019).

1.4. SARS-COV-2

O SARS-CoV-2 pertence a linhagem Betacoronavirus, a mesma do ramo evolutivo do
SARS-CoV e MERS-CoV, conferindo varios caracteristicas estruturais, genéticas e patogénicas.
Embora haja falta de evidéncias conclusivas, alguns estudos propuseram uma explicacéo
plausivel para a origem da SARS-CoV-2. Zhou et al. (2020) mostrou que o SARS-CoV-2
provavelmente evoluiu de morcegos colonizadores naturais de coronavirus semelhantes ao
SARS. Os resultados indicaram a relacdo mais proxima de SARS-CoV-2 com o virus batCov
RatG13 (Rhinolophus affinis), corroborando com a hipotese de que 0s morcegos sdo um

reservatorio para o SARS-CoV-2. No entanto, embora esses dois coronavirus sejam quase



23

idénticos genomicamente (96%), a proteina RaTG13 S diverge no RBD, sugerindo que pode
ndo se ligar diretamente ao ACE-2 humano. Os Pangolins (Manis javanica) sdo considerados
0s provaveis reservatdrios intermediarios ou amplificadores, pois os coronavirus desta espécie
animal exibem alta semelhanca com o RBD da proteina S de SARS-CoV-2. Ainda assim, nem
0s coronavirus de morcego nem de pangolim tém sitios de clivagem polibasica, sequéncia
responsavel por determinar a infectividade viral no hospedeiro. Mutacdes, insercdes e delecdes
podem ocorrer perto da jungdo S1-S2 da proteina S do SARS-CoV-2, aumentando a transmissdo
entre a linha mamifero-humano e de humano para humano, permitinco a rapida disseminacéo
do SARS CoV-2 para o status de pandemia (SOUZA et al., 2021) (Fig.3).

Fig 3. Origem dos Coronavirus. Hospedeiro original e hospedeiros intermediarios.
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Fonte: Adaptado de DHAMA et al., 2020.

Com base na caracterizagdo molecular, o0 SARS-CoV-2 é considerado um novo
Betacoronavirus pertencente ao subgenero Sarbcovirus. Seu genoma viral contém
caracteristicas distintas dos demais CoVs, pois possui um fragmento N-terminal exclusivo
dentro da proteina spike. Outra notavel diferenca entre o0 SARS-CoV-2 e outros CoVs € a
identificacdo de uma nova proteina dentro da banda ORF3, secretada com uma alfa hélice e
uma folha beta, com seis fitas codificadas por ORF8 (DHAMA et al., 2020).

O SARS-CoV-2 liga-se ao ACE-2 por meio proteina Spike e permite que o virus se
espalhe, entre e infecte as células. Para que o virus complete entrada na célula apds este
processo inicial, a proteina Spike tem que ser iniciada por uma enzima chamada protease.
Semelhante ao SARS-CoV, 0 SARS-CoV-2 usa a protease TMPRSS2 para ligar a proteina S ao
ACE-2 da célula do hospedeiro (MOUSAVIZADEH, GHASEMI, 2021).
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A glicoproteina spike (S) forma trimeros na superficie do virus e se liga ao receptor de
ACE-2 para entrada na célula do hospedeiro. Ela contém duas subunidades, S1 e S2, com um
sitio polibasico na jungdo, o que permite clivagem eficaz por furina e outras proteases. Este
sitio de clivagem é importante fator de viruléncia, aumentando a replicacdo do virus e o
tropismo a multiplos tecidos. Além disso, a proteina S tem os principais epitopos imunogénicos,
particularmente concentrados no dominio N-terminal (NTD) e no dominio de ligacdo do
receptor (RBD) da subunidade S1, que s&o alvos de anticorpos neutralizantes. A proteina do
envelope (E) forma uma viroporina, que é importante na montagem e liberacdo dos virions. A
proteina de membrana (M) é estrutural e abundantemente expressa dentro do envelope lipidico
que também € importante para a morfogénese viral e supressao de interferon. Ja a proteina do
nucleocapsideo (N) estabiliza 0 genoma do RNA em um complexo helicoidal e serve como um
alvo da imunidade adaptativa (TO et al., 2021).

Com relacdo as proteinas acessorias, a ORF3a pode funcionar como um indutor de
apoptose (REN et al., 2020). Tanto ORF6 e ORF8 estdo envolvidos no antagonismo do
interferon enquanto ORF7a inibe a traducdo celular. A proteina imunogénica ORF8, se liga ao
receptor de IL-17A (IL17RA) modulando a resposta inflamatéria. Maiores niveis sanguineos
de IL17A tem sido associado com doenca mais branda (YUEN et al., 2020). Variantes
circulantes do SARS-CoV-2 com delecdes e perda de fungdo em ORF3b, ORF7a/7b e ORF8
foram encontradas, indicando que estas proteinas acessorias ndo sao essenciais para 0 processo
de infeccéo viral no hospedeiro (YOUNG et. al., 2020) (Fig.4).

Fig.4. (A)Esquema da estrutura viral do SARS-CoV-2. (B)Organizacdo estrutural do
genoma do SARS-CoV-2.
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1.4.1.Replicagdo viral

Apds a entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira o genoma é transcrito e
traduzido. A replicacdo e a transcricdo do genoma ocorrem nas membranas citoplasmaticas e
envolvem processos coordenados de sintese continua de RNA.

O processo de replicagdo comeca na etapa de adsor¢édo, quando a regido RBD da
subunidade S1 da glicoproteina S interage com receptores de membrana da célula hospedeira
(FEHR; PERLMAN, 2015). A regido RBD da glicoproteina S possui uma afinidade muito
grande com o receptor ACE-2 da célula hospedeira. Apo6s a adsorcdo da particula viral na célula
alvo, ocorre a clivagem da glicoproteina S, entre as subunidades S1 e S2, através da acdo de
proteases celulares que mediaram a juncdo do envelope viral com a membrana celular do
hospedeiro. Uma forma alternativa para entrada do SARS-CoV-2 na célula é por via endocitica,
quando é clivado por catepsinas lisossomais. Na proxima etapa ocorre a liberacdo do material
genético do virus no citoplasma celular, chamado de desnudamento do RNA (BORGES et al,
2020). Devido a polaridade positiva do RNA do SARS-CoV-2, ele pode ser transcrito de forma
imediata pelas ORFla e ORF1b e codificado para as poliproteinas ppla e pplb, sendo estas
clivadas pelas NSPs através das proteases e outras enzimas transcriptases. Todo esse aparato
funciona para a sintese do RNA viral, formando RNA genémico para a formagdo de novas
particulas virais e RNA subgenémico com a funcdo de mRNA (FEHR; PERLMAN, 2015).

Os RNAs subgenémicos virais sdo traduzidos nas proteinas estruturais M, E e S no
Reticulo Endoplasmaético Rugoso, e seguem para 0 Complexo de Golgi, onde serdo secretados
(FEHR; PERLMAN, 2015). Nessa etapa, 0s dominios S1 e S2 da proteina S podem ser ativados
proteoliticamente por furinas, que possuem afinidade por sitios polibasicos. Os virions
formados possuem uma proteina S “pré-ativada” com uma maior capacidade de mediar a fusdo
célula-célula o que favorece a disseminacao viral e facilita sua acdo no sistema imune do
hospedeiro. Esse mecanismo tem sido apontado como um dos fatores relacionados a maior
patogenicidade de SARS-CoV-2 em relagdo a outros CoVs. Estudos recentes mostram que
mutac6es no sitio polibasico do SARS-CoV-2 resultaram em uma diminuicdo na entrada do
virus em células pulmonares humanas (HOFFMANN et al., 2020).

Na etapa final, ocorre a montagem dos virions maduros pela associacédo da proteina N
ao RNA em conjunto com as proteinas estruturais. Dessa forma, os virions sdo transportados
para a superficie celular, onde ocorre a liberagdo das particulas virais para o fluido extracelular
(BORGES et al., 2020) (Fig.5).
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Fig 5. Entrada e replicacdo viral, seguido de resposta imune do hospedeiro.
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viral polymerase

1.4.2. Diagnostico Laboratorial

O diagnostico rapido e preciso da infec¢do por SARS-CoV-2 € a parte fundamental no
controle da doenca e na melhora do progndstico. Isso depende de varios critérios, incluindo o
conhecimento da epidemiologia da doenca, o historico de casos, sintomas clinicos, exames
adequados, isolamento oportuno, rastreamento de contatos e tratamento. O acompanhamento
rigoroso dos pacientes clinicamente suspeitos é considerado o primeiro passo no diagndstico
precoce da COVID-19 (HELMY et al., 2020).

Apenas alguns dias depois da confirmacdo dos primeiros casos, foi apresentado um
fluxo validado diagnoéstico para SARS-CoV-2 (KAMPS; HOFFMANN, 2021). Em 2 de margo
de 2020, a OMS publicou as orientagdes provisorias para testes laboratoriais de casos suspeitos,
com precaucdes para coleta de amostras, embalagem, envio e amplificacdo de 4cido nucleico
para detectar genes virais (HELMY et al., 2020). As recomendacdes sdo constantemente
atualizadas por autoridades sanitarias e instituicdes de pesquisa sobre quem deve ser testado e
quando. Essas recomendagdes estdo em constante mudanga e devem ser adaptados a situacao
epidemiologica local. Quanto mais baixas as taxas de infec¢do e maior a capacidades dos testes,
mais individuos sao testados (OMS, 2020).

O SARS-CoV-2 pode ser detectado em uma ampla gama de diferentes tecidos e fluidos
corporais. Embora as secre¢des respiratorias possam ter uma composi¢ao variavel, as amostras
respiratdrias continuam sendo o tipo de amostra de escolha para os diagndsticos. A replicacao
viral do SARS-CoV-2 ¢ muito alta nos tecidos do trato respiratorio superior, principalmente, nos

primeiros dias de sintomas (TO ef al., 2021). Cargas virais mais altas podem estar associadas a
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desfechos clinicos graves (KAMPS;HOFFMANN, 2021).

Viarios estudos mostram que individuos assintomaticos apresentam RT-PCR positivo
e podem transmitir o virus com niveis de carga viral semelhante aos sintomaticos. Em pacientes
sintomaticos, a disseminac¢do viral pode comecar 2 a 3 dias antes do aparecimento dos primeiros
sintomas (KAMPS; HOFFMANN, 2021).

Os testes para COVID-19 podem ser agrupados em &cido nucleico, testes soroldgicos,
antigénicos e auxiliares, todos os quais desempenham papéis distintos na populacédo testada
(ASSELAH et al., 2021). A deteccdo de RNA (RT-PCR) em amostras respiratorias € padrao
ouro para o diagnéstico. Segundo a OMS, a coleta com swab na regido orofaringea e
nasofaringea é adequada para infeccdo em estdgio inicial, especialmente assintomética ou
infeccdes leves do trato respiratorio superior. Além disso, podem ser coletadas amostras de
escarro, aspiracao endotraqueal ou lavagem broncoalveolar, quando a infecgdo ocorre no trato
respiratorio inferior. No entanto, a sensibilidade do teste varia de acordo com os dias de inicio
dos sintomas ou a partir do momento da exposi¢do ao virus. Dessa forma, testes soroldgicos de
antigenos e anticorpos, exames de imagem e outros laboratoriais também podem auxiliar no
diagnostico presuntivo (WIERSINGA et al., 2020) (Fig.6).

Fig. 6. Tipos de testes para detec¢do do SARS-CoV-2 por via respiratOria superior.
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Diversos ensaios de RT-PCR personalizados para o SARS-CoV-2 estdo disponiveis em
todo o mundo. Uma PCR qualitativa, com resultados positivos e negativos, costuma ser
suficiente no diagnodstico de rotina. A técnica usa primers direcionados a diferentes se¢des da
sequéncia genética do virus, como nas proteinas estruturais S, E, helicase (hel), N, M, regides
ndo estruturais e outros alvos, a exemplo dos ORFla ORF1b (TO et al., 2021). Ainda ndo ha
consenso sobre qual gene confere a melhor performance diagnoéstica, mas sabe-se que as
mutacdes podem afetar a sensibilidade de detec¢ao por RT-PCR (KAMPS; HOFFMANN,
2021).

A glicoproteina N que ¢ expressa de forma abundante no SARS-CoV-2 ¢ amplamente
utilizada como alvo em teste de antigeno para infec¢gao por COVID-19. A detecgao ¢ conseguida
pela captura do antigeno viral por anticorpos monoclonais fixados em uma membrana de
imunoensaio colorimétrico, realizado como POCT. Os POCTs sdo dispositivos faceis e de
rapida deteccao (aproximadamente 15 minutos) que facilitam o uso do teste fora do ambiente
laboratorial. Estes testes tem menor sensibilidade quando comparados com ensaios de RT-PCR
especialmente para amostras com baixa carga viral (TO et al., 2021)

O teste que utiliza anticorpos ndo é recomendado para fins de tratamento, mas pode
ser usado para diagnostico retrospectivo e estudo de soroprevaléncia para entender a imunidade
dos infectados. As técnicas comumente empregadas sdo fluxo lateral, ensaios
quimioluminescentes, imunofluorescentes e imunoensaios ligados a enzimas (TO et al., 2021).
Testes sorologicos podem ser uma ferramenta para diagnéstico complementar da COVID-19,
ja que os Acs podem ser detectados nos estagios intermediarios e avancados da doenga. A
sensibilidade e especificidade média dos testes de anticorpos aprovados € de 84,9% e 98,6%,
respectivamente.

A publicacdo de uma revisdo sistematica avaliou 40 estudos sobre sensibilidade e
especificidade, estratificados por métodos de testes sorologicos (ensaios imunoenzimaticos -
ELISA), imunoensaios de fluxo lateral (LFIAS) ou imunoensaios quimioluminescentes -
CLIASs) (LISBOA-BASTOS et al., 2020). A sensibilidade combinada de ELISAs medindo 1gG
ou IgM foi de 84,3% (IC 75,6% a 90,9%), de LFIAs foi 66,0% (IC 49,3% a 79,3%) e de CLIAs
foi de 97,8% (IC 46,2% a 100%). Diferentes kits de ELISA baseados em proteina
nucleocapsidica recombinante e proteinas spike sdo usados. A proteina spike (S) do SARS-CoV-
2 parece ser o melhor alvo, mas ainda ndo se sabe qual parte especifica da proteina S que é mais
efetiva para diagnéstico. Quanto mais exclusivo for o teste, menores serdo as chances de reacéo
cruzada com outros coronavirus, provocando resultados falso-positivos (KAMPS;
HOFFMANN, 2021).
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A tomografia computadorizada (TC) pode desempenhar um papel tanto no diagnostico
quanto na avaliacdo da extensdo da doenca e no acompanhamento. A TC de térax tem uma
sensibilidade relativamente alta para diagndstico de COVID-19. No entanto, cerca de metade
dos pacientes pode ter uma TC normal durante os primeiros 1-2 dias apés o inicio dos sintomas
(KAMPS;HOFFMANN, 2021).

Grande parte das técnicas disponiveis é clinicamente Util para todos os tipos de
populagdes. O curso de tempo da positividade do PCR e a soroconversdo pode variar em
criancas e outros grupos, incluindo individuos assintomaticos que ndo s&o diagnosticados e por
essa razao, nao sao notificados. Algumas questdes ainda precisam ser discutidas, como o tempo
de duracdo da imunidade potencial para todos os individuos infectados pelo SARS-CoV-2
(SETHURAMAN et al., 2020) (Fig.7).

Fig. 7 - Tempo de intervalo estimado e taxa de detecgdo viral
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Fonte: Adaptado de SETHURAMAN et al., 2020

1.4.3. Imunofisiopatologia do SARS-CoV-2

Além dos aspectos virologicos dado SARS-CoV-2, também é fundamental entender
os fatores imunoldgicos provocados pela infeccdo no hospedeiro e como essa interacdo pode
estd envolvida na patogénese da doenca. VAarios mecanismos patogénicos podem estar
envolvidos na COVID-19, como coagulopatia, disfungdo endotelial e liberagdo excessiva de
citocinas pro-inflamatdrias (ASSELAH et al., 2020).
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A fisiopatologia da doenga pulmonar causada pelo SARS-CoV-2 é muito semelhante &
descrita para SARS-CoV e MERS-CoV, com lesdo pulmonar associada a uma agressiva resposta
inflamatoria. A base patoldgica ocorre por dano as células pulmonares infectadas,
principalmente em pneumacitos tipo 1l e células endoteliais capilares, levando a hipoxemia e
formacdo de exsudato plasmatico nos espacos alveolares (BOECHAT et al., 2021). Estudos
histopatoldgicos confirmaram lesdo alveolar difusa, com formacdo de membranas hialinas,
infiltracdo de células mononucleares e macréfagos, além de espessamento nas paredes dos
alvéolos (XU et al., 2020).

As infeccBes causadas por coronavirus, em especial pelo SARS-CoV-2, podem
desregular as respostas da imunidade inata e adaptativa nos individuos contaminados. A
linfopenia € uma caracteristica comum em pacientes graves com COVID-19, incluindo uma
reducéo dréastica nas células T (CD4+ e CD8+) e células B (CD19+ ) (JAMAL et al., 2021). Os
linfocitos T contribuem para a hiperinflamacdo na COVID-19. Estas células juntamente com
as NK séo os defensores da linha de frente para controle das infecgcdes virais e uma resposta
imune desregulada pode levar a doenca grave (JAMAL et al., 2021). Liu e colaboradores
observaram uma correlacdo negativa entre 0 RNA viral e os linfocitos T CD4+ e CD8+ em
pacientes graves, sugerindo que a reducdo dessa populacédo celular é influenciada pela alta carga
viral do SARS-CoV-2 associando-se com o pior prognostico da doenca.

Uma célula infectada por qualquer classe de patégenos ativa um grande nimero de
globulos brancos, incluindo linfocitos B e T, células NK, macrofagos, células dendriticas e
mondcitos através de interacdes ligante e receptor. Isso resulta na liberacdo de citocinas
inflamatdrias, que ativam mais glébulos brancos em um ciclo de feedback positivo. A cascata
de citocinas inicia-se localmente e se espalha por todo o corpo através circulacdo sistémica. A
resposta local destina-se, primeiramente, a eliminar o gatilho por mecanismos de protecéo,
como aumento do fluxo sanguineo, extravasamento de leucdécitos, proteinas plasmaticas no
local da lesdo, aumento da temperatura corporal e desencadeamento da dor. Logo apds, 0s
processos de reparo sdo iniciados e podem levar a restauracdo gradual da funcdo do 6rgdo
afetado ou a cicatrizacdo por fibrose, que pode resultar em disfuncdo orgéanica persistente
(FARA et al., 2020)

As citocinas sdo polipeptideos que atuam como mediadores intercelulares, essenciais
para o correto funcionamento do sistema imunolégico e envolvidos em uma multiplicidade de
processos fisiopatologicos fundamentais para a sobrevivéncia, como inflamacdo, reparo
tecidual, fibrose e coagulagdo. No entanto, quando produzidos em excesso devido a uma

disfungdo do sistema imunoldgico, as citocinas podem se tornar prejudiciais ao organismo,
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levando a um estado de hiperinflamacdo denominada de Tempestade de Citocinas (CS). A CS
é considerada uma doenca imunoldgica caracteristica da COVID-19 (FARA et al., 2020).

Os macrdéfagos ativados, sdo um exemplo de células que participam ativamente na CS,
pois sdo responsaveis por produzir Vvérias citocinas pro-inflamatérias. Macrofagos
hemofagociticos sdo frequentes na medula 6ssea e em outros tecidos contribuindo para a
citopenia comumente observada nesta condi¢do. Estudos mostram que 0s pacientes com
COVID-19 possuem niveis de citocinas inflamatdrias, incluindo IL-1p, IL-2, IL-6, IL-10, IFN-
Y, TNF-a, IP-10, GM-CSF e MCP- 1, e que elas correlacionam-se com a gravidade da doenca
(DEL-VALE et al., 2020). Células infectadas apresentam uma capacidade prejudicada de
produzir interferons, mediadores de uma resposta adequada do hospedeiro contra infecgdes
virais, e ao mesmo tempo, produzindo altos niveis de quimiocinas que recrutam mais
neutrofilos e macrofagos (ZANZA et al., 2022). Jiadi Lv e colaboradores observaram que o
SARS-CoV-2 sobrevive e se replica dentro de macrofagos. Dessa forma, o sistema imune pode
ndo ser eficiente na retirada das células infectadas favorecendo uma maior replicacao do virus.

Como ja mencionado, um desequilibrio no sistema imunoldgico inato pode ser um dos
fatores desencadeantes da proliferacdo viral e desregulacdo imunoldgica, com consequéncias
na atuacdo da resposta imune adquirida, o que contribui para a expansao e perpetuacdo dessa
desregulacdo. Alguns virus, como 0 SARS-CoV, séo citopéticos, ou seja, induzem dano celular
e morte nos tecidos infectados por piroptose (TAY et al., 2020). Os componentes liberados pela
lise de células do epitélio respiratorio, como ATP e DNA podem ser detectados como DAMPs
pelos PRRs de outras células epiteliais e macréfagos alveolares, resultando em maior ativacéo
celular (BOECHAT et al., 2021). O aumento da concentracdo de IL-1, uma das citocinas pro-
inflamatérias liberadas durante a piroptose, foram recentemente relatados em pacientes com
infeccdo por SARS-CoV-2 (HUANG et al., 2020) (Fig.8).

A hiperinflamacdo cronica e tardia nos individuos infectados pelo SARS-CoV-2
provoca aumento de varias proteinas séricas de fase aguda, como a procalcitonina (PCT),
amiloide sérica A (SAA), Proteina C reativa (PCR) e ferritina sérica (SF). O SAA foi relatado
como um novo indicador para avaliar a gravidade e o prognostico da doenca (JAMAL et al.,
2021).

Alguns individuos, seja por causa de uma carga viral alta e/ou fatores de risco
imunogenéticos individuais, podem experimentar uma resposta imune disfuncional, resultando
nesses processos hiperinflamatorios sistémicos, desencadeado por superproducao de citocinas
ou pela sindrome de ativacdo de macréfagos (MAS). Os individuos idosos além de possuirem

um sistema senescente, tendem a apresentar comorbidades subjacentes, como doencas



32

cardiovasculares, distarbios hepaticos, doencas renais e malignidades que aumentam a

gravidade na COVID-19 (JAMAL et al., 2021).

Fig 8. Mecanismo patogénico, ativagdo das células imunes e produgao de citocinas.
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Fonte: Adaptado de JAMAL et al., 2021.

1.4.4. Tratamentos e Vacinas

Até 0 momento, ndo existe um tratamento especifico para a infeccdo pelo SARS-CoV-
2. Os tratamentos atuais para casos leves de COVID-19 é semelhante ao recomendado para
outras infeccdes respiratorias causadas por virus. As medicacdes prescritas pelos médicos sdo
geralmente para alivio dos sintomas. Mais de 150 medicamentos estdo em estudo com o
objetivo de tratar a causa da doenca, entre eles antivirais, anti-inflamatérios e anticorpos. Os
mais importantes seriam aqueles capazes de diminuir as chances de casos leves evoluirem para
casos graves, reduzindo os Obitos (MS, 2022).

Com base no entendimento da patogénese da COVID-19 acredita-se que as terapias
antivirais teriam o maior efeito no inicio do curso clinico da doenga, momento que ¢ marcado

pela replicacdo do virus, enquanto as terapias imunossupressoras ou anti-inflamatérias


https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/coronavirus/diagnosis-treatment/drc-20479976
https://www.bbc.com/news/health-52354520

33

mostrariam mais vantagens nos estagios tardios quando a COVID-19 ¢ impulsionada por uma
resposta imune e inflamatoéria desregulada ao SARS-ColV-2 que leva a danos teciduais.
Segundo o relatério de recomendagdes de Protocolos clinicos e Diretrizes terapéuticas
elaborado pela CONITEC, poucas terapias medicamentosas mostraram-se eficazes na acao da
resposta imunomoduladora no tratamento de pacientes hospitalizados. O uso de anticoagulagao
terapéutica por risco de sangramento ainda ¢ incerto. Para o tratamento de pacientes
hospitalizados ndo criticos, seu uso ¢ sugerido em doses terapéuticas, enquanto em pacientes
criticos deve ser utilizado dose de profilaxia para tromboembolismo venoso. Importante
ressaltar que antimicrobianos s6 devem ser utilizados quando houver presenca ou suspeita de
infec¢do bacteriana associada, e nunca como rotina (BRASIL, 2022).

As vacinas contra COVID-19 sdo fundamentais para a prevencao dos casos graves e
diminui¢ao da mortalidade. De acordo com a OMS (2023), 13.337.416.815 de doses de vacinas
foram aplicadas globalmente, sendo que o Brasil foi responsavel por 511.350.453
administracdes até 06 de abril de 2023. Os imunizantes administrados na populagdo, possuem
plataformas diferenciadas. A primeira vacina a ser autorizada pela ANVISA no Brasil foi a
CoronaVac, fabricada pelo Instituto Butantan em parceria com a Sinovac, constituida por virus
inativado. Além dela, outras trés também tiveram autorizagdo para serem administradas a
vacina da AstraZeneca em parceria com a Universidade de Oxford que utiliza vetor viral de
adenovirus de chimpanzé¢, a da Pfizer que em conjunto com o laboratério BioNTech e Fosun
Pharma utiliza a metodologia do RNA mensageiro e a Janssen da Johnson & Johnson que ¢
formada por um vetor viral de adenovirus humanos. Todas as vacinas citadas mostraram
eficacia com pelo menos duas doses aplicadas (BRASIL, 2022).

Um dos maiores desafios para a efetividade das vacinas estd relacionado a diversidade
de variantes que o SARS-COV~-2 apresenta por ser um virus de facil mutacdao e recombinagao.
Algumas sublinhagens possuem caracteristicas de escape imunolégico muito competentes,
exigindo um maior esfor¢o do organismo do hospedeiro na producao de anticorpos de memoria.
Outra questao esta ligada a adesdo da populagdo ao esquema vacinal proposto pelos fabricantes
dos imunizantes e as autoridades competentes. Questdes politicas e de crengas pessoais podem

prejudicar toda uma construg@o pautada na ciéncia.
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2. Justificativa

A pandemia de COVID-19 colocou sérios desafios aos governos, pesquisadores e
profissionais de salde, por isso uma compreensdo adequada dos efeitos sistémicos desse novo
coronavirus é importante para sua prevengdo e cura. Evidéncias sugerem desfechos clinicos
piores em infecgdes virais respiratdrias em humanos associados a niveis elevados de produgéo
de citocinas e quimiocinas. A fisiopatologia da agdo do SARS-CoV-2 envolve a ligacdo do
virus ao células epiteliais alveolares ativando a sistema imune inato e adaptativo com,
consequentemente liberagdo de citocinas. Esses marcadores inflamatérios aumentam a
permeabilidade vascular e causam exsudato de um grande nimero de fluidos e células
sanguineas para os alvéolos, resultando em dispnéia e, eventualmente, insuficiéncia respiratoria
que pode levar ao dbito.

A literatura sobre a medicéo de citocinas como um biomarcador Util no atendimento
clinico de pacientes com COVID-19 é muito extensa e mostra que anormalidades precoces nas
concentracfes de determinadas citocinas estdo diretamente ligadas a mortalidade desses
individuos. Dessa forma, as citocinas e quimiocinas que desempenham um papel mais
proeminentes nos pacientes graves podem ser utilizadas como alvos terapéuticos quando é
realizado seu blogueio durante o processo de hiperinflamacéo.

Com o0 nosso estudo espera-se ampliar ou confirmar esses achados sobre a
concentracdo de citocinas a fim de auxiliar na compreensdo do tipo de prognoéstico
desenvolvido por determinados pacientes, principalmente em estado critico. Essas pesquisas
sdo importantes para o controle da doenca, na escolha do melhor alvo terapéutico dependo de
cada caso e para a melhor destinacdo do dinheiro publico ou privado investido em tratamentos

efetivos.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a associacdo da concentracdo de citocinas pré e anti-inflamatorias aos
desfechos clinicos de altas e 6bitos em pacientes com COVID-19 grave internados na UTI de

um hospital de referéncia de Fortaleza-CE.

3.2 ESPECIFICOS
- Descrever as caracteristicas clinicas e sociodemogréaficas dos sujeitos do estudo;

- Descrever as caracteristicas laboratoriais na populacéo de estudo de acordo com o0s

niveis de marcadores séricos inflamatérios e contagem de células sanguineas.
- Avaliar as concentracdes das citocinas séricas selecionadas.

- Identificar as citocinas séricas que estao associadas ao desfecho 6bito e as associadas

ao desfecho altas.

-Verificar associagdo entre os niveis séricos das citocinas avaliadas com as

caracteristicas laboratoriais, clinicas e sociodemograficas.

4. METODOS
4.1. DESENHO DO ESTUDO E SELECAO DOS PARTICIPANTES

Este € um estudo observacional e transversal realizado na Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) do Instituto Dr. José Frota (1JF), hospital de nivel terciério referéncia para
COVID-19, em Fortaleza, Ceara, Brasil, durante o periodo de marco de 2020 a fevereiro de
2021. Foram selecionados, aleatoriamente, 78 individuos admitidos na UTI com testes positivos
para a infeccdo pelo SARS-COV?2 e separados segundo os desfechos de alta hospitalar e dbito
(Fig.9). O diagnostico laboratorial foi realizado por teste rapido, baseado na deteccdo de
antigenos, ou pela deteccdo de RNA viral de swabs nasofaringeos usando o método de

transcricdo reversa da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR).
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Os dados sociodemogréficos e clinicos foram obtidos a partir da leitura de prontuarios
eletronicos disponibilizados no sistema hospitalar “Ars Vitae”. Os resultados laboratoriais e a
coleta das amostras de soro séo referentes ao dia de admissdo dos pacientes em UTI. Como
parametro para admissdo em UT] foi utilizado o escore de classificagdo da severidade SAPS 3,
além do uso de ventilagdo mecénica invasiva e drogas vasoativas (LAZARO et al., 2022).

As andlises para quantificacdo das citocinas GM-CSF, IFN-a, IFN-y, IL-1p, IL-10, IL-
12p70, IL-13, IL-17A (CTLA-8), IL-18, IL-2, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
9, MCP-1 (CCL2) e TNF-a foram realizadas por meio do kit customizado para 20 citocinas
Human ProcartaPlex™Multiplex Immunoassay for Convenience and Mix&Match Panels da
Invitrogen Thermo Fisher (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) com leitura
realizada no equipamento MAGPIX ® pela tecnologia Luminex™ systems xMAP™ (Merck,
Burlington, MA, EUA), conforme instrucdes da fabricante.

4.2. ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Ceard (UFC) através do protocolo n° 4.346.280 (CAAE: 36139220.6.0000.5054). As
amostras foram coletadas apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) pelos participantes do estudo ou seus familiares.
4.3. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os criterios de inclusdo do estudo foram idade igual ou superior a 18 anos; internado
em UTI; exames laboratoriais confirmatdrios da presenca de SARS-COV-2 (RT-PCR e/ou teste
rapido para antigeno); manifestacdo da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG). Os
critérios de exclusdo adotados foram: individuos com testes inconclusivos para COVID-19;
mulheres gravidas; paciente transplantado; individuos em uso de imunossupressores e/ou em

tratamento quimioterapico.



37

Fig. 9. Fluxograma para sele¢éo de amostras
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4.4. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de soro foram coletadas, em tubos com gel separador, pela equipe
hospitalar responsavel no primeiro dia de internacdo em UTI. Apds a coleta, os tubos foram
centrifugados, as amostras aliquotadas em eppendorfs com aproximadamente 1,5 mL e

armazenadas em freezer -80 °C até o momento da analise dos biomarcadores.

4.5. QUANTIFICACAO DOS MARCADORES BIOLOGICOS DO KIT MULTIPLEX/PROCARTAPLEX

POR LUMINEX

A quantificacdo das 20 citocinas do estudo foi realizada pelo kit Multiplex
Procartaplex que possui 0s mesmos principios do ELISA sanduiche, usando dois anticorpos
que se ligam a diferentes epitopos de uma proteina. Nesta técnica em particular, os anticorpos
especificos do analito sdo pré-revestidos com microparticulas magnéticas, as beads,
incorporadas com fluoréforos em proporcdes definidas para cada regido. Beads, padrdes e
amostras foram pipetadas em poc¢os e os anticorpos imobilizados ligam-se aos analitos de
interesse. Apos sequéncias de lavagens, acréscimo de Anticorpos biotinilados, conjugado de

Esteptavidina-PE e lavagens finais, as beads foram resuspensas em tampédo e lidas em
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equipamento com tecnologia Luminex XMAP. Neste estudo, o equipamento utilizado para
leitura foi 0 MAGPIX ® (Merck, MA, EUA) (Fig. 10).

Fig 10. A) Coloragao e identificacdo das beads; B) Equipamento MAGPIX

6.5 microns B)

A)
Bead set 26

The bead is
Bead set 21 impregnated

with the dye
mixture

Fonte: Thermo Fisher Scientific. https://www.thermofisher.com/br/en/home

Inicialmente, as amostras foram retiradas do freezer -80°C e descongeladas
lentamente em gelo seco para evitar a degradacdo das citocinas. Enquanto isso, o kit
Multiplex/Procartaplex foi retirado da geladeira para que, a placa especifica de 96 pogos € os
reagentes, atingissem a temperatura ambiente (20-24°C). Apds o descongelamento, as amostras
passaram por vortex, foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos e mantidas no gelo até seu
uso. O preparo do Wash Buffer, a reconstituicio dos padroes liofilizados e suas dilui¢cdes
seriadas foram realizadas de acordo com as instrucdes do fabricante.

As beads pertencem a primeira etapa do ensaio. Para isso, o frasco que as contém
passou por vortex durante 30 segundos para posteriormente serem adicionadas a cada pogo da
placa com uma pipeta multicanal. A placa foi inserida em uma estante magnética especifica
para este Multiplex, mantendo as beads fixas no fundo dos pocos auxiliando de forma segura
no seu processo de lavagem. Em seguida, foi adicionado 25uL do tampdo Universal, 25uL dos
padrdes e 25uL de cada amostra em todos os pogos. A placa foi selada com papel filme e coberta
com a tampa preta especifica que acompanha o kit. Sua incubagdo ocorreu em overnight a 4°C
em superficie nivelada, apds permanecer no homogeneizador de placa durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

No dia seguinte, a placa foi novamente colocada no homogeneizador durante 30

minutos a temperatura ambiente, antecipadamente aos dois ciclos de lavagens. Apds essa etapa,
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foi adicionado 25uL. do Anticorpo de deteccao (biotinilado) em cada pogo e a placa incubada
por 30 minutos no shaker a 500rpm em temperatura ambiente. Mais dois ciclos de lavagens
ocorreram antes da adi¢do de S50uL do SAPE (Streptavidin R-Phycoerythrin conjugate) quando
a placa volta para a mesma configuracdo de incubagdo das anteriores. O Reading buffer foi
acrescentado em cada pogo ¢ a placa, incubada por mais 5 minutos no shaker a 500 rpm por 5
minutos a temperatura ambiente. O ensaio finaliza na leitura realizada pelo equipamento
MagPix®.

O MagPix® tem como funcdo a captura e deteccdo de analitos especificos,
representados pela beads revestidas por fluor6foros, em uma determinada amostra. Para isso,
utiliza uma sonda que aspira a amostra e a transporta através de uma solucdo fluidica de
transmisséo para a cdmara CDC (Charge-cloud device), onde um ima puxa as microesferas para
uma lamina, as imobiliza e tira as fotografias. Dentro da camara, as esferas sdo expostas a um
LED (Light-emitting diode) vermelho e um verde, que tanto excita oS corantes internos que
identificam a assinatura de cor de cada microesfera e a fluorescéncia informante da sua
superficie. O LED vermelho é responsavel pela classificacdo das microesferas. Outros filtros,
CL1 e CL2, categorizam as beads com base na assinatura de cores e as coloca corretamente no
mapa de microesferas, bem como descarta todos as duplicidades que possam existir. O LED
verde com o o filtro RP1 produz a fluorescéncia que identifica os analitos capturados durante a
analise. As microesferas lidas sdo desprezadas em um recipiente de residuos, deixando espaco

para a proxima amostra.

4.6. ANALISES ESTATISTICAS

O software GraphPad Prism versdo 8.0.1 foi utilizado para analise estatistica e
apresentacdo dos dados. O Teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliacdo se a distribuicédo
era normal ou ndo. As variaveis categdricas ndo paramétricas foram expressas em frequéncia
absoluta e relativa e testadas quanto a diferencas estatisticamente significativas por meio do
Teste Qui-quadrado de Pearson ou Teste de Fisher. As variaveis continuas ndo parameétricas
foram apresentadas como mediana e intervalo interquartil (IQR), os dados foram analisados
pelo Teste Mann-Whitney U. Testes de correlacdo, rho de Sperman, foram utilizados entre
interleucinas e dados laboratorias. Os resultados foram considerados estatisticamente

significantes sempre que o valor de p obtido fosse menor que 0.05 (p < 0.05).
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5 Resultados

5.1. DADOS SOCIODEMOGRAFICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS

Entre os 78 individuos incluidos no estudo, 40 (51,2%) foram a 6bito. A maioria dos
individuos eram homens (64,1%). No grupo masculino, a maior parte foi de casos fatais
(70%;p=0,396) enquanto no feminino foi superior o nimero de recuperados (42,1%; p=04497)
(Tabela 1).

A mediana de idade foi de 59 anos (IQR=22-97). O grupo de casos fatais apresentou
uma mediana de 69,5 anos (IQR=22-97) e nos casos recuperados de 41 anos (IQR=22-82),
respectivamente (p=0,0001) (Tabela 1).

Do total de casos, 83,3% eram provenientes de Fortaleza e o restante de Maracanad,
Madalena, Beberibe, Aracoiaba, Paraipaba, Itapaje, Taua, Pacajus, Caucaia, Tururu,
Pentecostes, Quixeramobim. A mediana de dias de internacdo foi de 12 dias (1-83). Para os
casos de recuperados a mediana foi 14,5 dias, enquanto que no grupo de casos fatais foi de 10
dias (Tabela 1).

Dentre as comorbidades, a HAS foi a mais frequente (30,7%). Observou-se associacao
estatistica significativa para o grupo de oObitos em individuos com AVC (p = 0,0076). Os
individuos sem comorbidades representaram 41% do total de individuos, sendo 50%
pertencente ao grupo de recuperados (Tabela 1).

A dosagem dos marcadores sanguineos e contagem de células apresentaram 0s
seguintes resultados: PCR (133,1 mg/L), Dimero-D (2,42 mg/L), leucdcitos (13,61 x 103/mmg),
neutrofilos (12,23 x 103mm3) e linfocitos (0,998 x 103/mmg3). Individuos que se recuperaram
tiveram maior contagem de plaquetas (274,5 x 103¥mm3) do que os casos fatais (193,5 X
103/mm3; p=0,0063) (Tabela 1).



Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas, clinicas e laboratoriais de pacientes com diagndstico de
COVID-19 grave internados na UTI do IJF

Caracteristicas Total (n=78) Obitos (n=40) Altas (n=38) P value

Homens* 50 (64.1%) 28 (70%) 22 (57.9%) 0.3961

Mulheres* 28 (35.9%) 12 (30%) 16 (42.1%) 0.4497

Idade** 59 (22-97) 69.50 (22-97) 41 (22-82) 0.0001

Municipios*
Fortaleza 65 (83,3%) 36 (90%) 29 (76,3%)
Outros 13 (16,7%) 4 (10%) 9 (23,7%)

Comorbidades**
HAS 24 (30.7%) 14 (35%) 10 (26.3%) 0.4142
Obesidade/Sobrepeso 12 (15.4%) 5(12.5%) 7 (18.4%) 0.5637
DM1le2 15 (19.2%) 11 (27.5%) 4 (10.5%) 0.0707
Cardiopatias 13 (16.7%) 7 (17.5%) 6 (15.8 %) 0.7815
Nefropatias 9 (11.5%) 4 (10%) 5(13.2%) 0.7389
AVC 6 (7.7%) 6 (15%) 0 0.0143
Ex-Fumantes 4 (5.1%) 3 (7.5%) 1 (2.6%) 0.3173
Ex-Etilistas 3 (3.8%) 3 (7.5%) 0 0.0833
Outras 9 (11.5%) 5(12.5 %) 4 (10.5%) 0.7389
Sem Comorbidades 32 (41%) 13 (32.5%) 19 (50%) 0.2888
Dias Internagao** 12 (1-83) 10 (1-67) 14.50 (3-83) 0.2422
PCR ** 133.1 (0.7-515) 142.3 (0.7- 488.8) 109.7 (2.1-515) 0.3716
Dimero - D*** 2,420 (0.23 - 33.01) 2,440 (0.56 - 25.02) 2,370 (0,23-33,01) 0.3257
Leucocitos™* 13.615 (3.730-35.660) 14.140 (3.820-29.560) 13.050 (3.730-35.660)  0.5277
Neutrofilos** 12.235(3.148-31.808) 12.551 (3.202-27.490) 10.718 (3.148-31.808)  0.3267
Linfocitos** 998 (231 - 4.478) 805 (306-2.874) 1.079 (231-4478) 0.0714
Monocitos** 533 (0-2.088) 452.5 (76-2.088) 554.5 (0-1.676) 0.1694
Plaquetas** 235.500 (48.000- 193.500 (48.000- 274.500 (68.000- 0.0063

564.000) 511.000) 564.000)

* Frequéncia absoluta (relativa);**Mediana (IQR);*** n Fatais=32; n Recuperados=33. Teste Qui-
quadrado de Pearson, Teste de Fisher, Teste Mann-Whitney U.

5.2. CITOCINAS

Algumas amostras apresentaram concentracdo de determinadas citocinas abaixo do
limite inferior de quantificacdo, portanto ndo foram utilizadas nas analises estatisticas.

Apenas quatro das citocinas quantificadas tiveram diferenca estatistica significativa
na comparacdo entre os desfechos ébitos e altas, IL-18 (p=0,009), GM-CSF (p=0,0187) IL-22
(p=0,473) e IL-23 (p=0,313). GM-CSF, IL-22 e IL-23 apresentaram niveis de quantificacdo em
poucas amostras (n=28, n=19, n=8, respectivamente). Apesar de nao apresentarem significancia
estatistica, IFN-g (n=63), IL-10 (n=70) , IL-12p70 (n=57) e MCP-1 (n=75) tiveram niveis de
concentracdo quantificaveis na maior parte das amostras (Tabela 2).

A concentragdo da IL-18 foi maior nos oObitos (139,2 pg/mL) em relacdo aos que

receberam alta hospitalar (98,2 pg/mL) (Tabela 2). Na comparacdo da concentragdo entre
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homens e mulheres, ndo houve diferenca significativa (p=0,2503) (Grafico 1). Além disso, esta
foi a Unica citocina que apresentou niveis de concentracdo detectaveis em todas as amostras. A
IL-23 também teve maior concentracdo nos obitos (54,11 pg/mL). Ja as citocinas, GM-CSF e
IL-22 apresentaram maior concentracdo no grupo das altas (76,27 pg/mL e 168,8 pg/mL,
respectivamente) (Tabela 2).

As variaveis idade (p = 0,8249), contagem de plaquetas (p = 0,5546), GM-CSF (p =
0,2417), IL-22 (p = 0, 2826) e IL-23 (p = 0,3268) ndo apresentaram correlacdo com 0s niveis
de IL-18 para ambos os desfechos (Tab. 3).

Grafico 1. Comparagdo entre os grupos de homens (H; n=50) e mulheres (M; n=28) com

a concentracao de IL-18 (p = 0,2503). Teste de Mann Whitney U.

IL18
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Tabela 2. Concentragio das 20 citocinas analisadas nos desfechos Obitos e Altas. Mediana (IQR).

Obitos Altas
Citocinas P valor
pg/ml n** pg/ml n**

GM-CSF 35.05 (18.39-209.4) 16 76.27 (18.39-531.6) 12 0.0187
IL-2 53.50 (9,804-87.23) 4 38.08 (20.74-90.98) 11 0.9700
IFN-a 0.8300 (0.173-3,272) 9 0.5820 (0.006-6.269) 9 0.4227
IL-4 6.067 (0.7330-68.54) 17 12.53 (0.7330-203.5) 14 0.1223
IFN-g 16.25 (0.7190-215.9) 37 14.80 (1,928-158.7) 26 0,6592
IL-5 10.54 (1,918-78.13) 20 21.45 (4,876-310.7) 18 0.1652
IL-6 165.3 (28.26-4,014.0) 21 202 (2,056-1,200.0) 16 0.6328
IL-9 41.64 (2.518-118.2) 21 20.07 (2.518-103.3) 15 0.4035
IL-10 9,630 (0.344-179.9) 38 7,458 (0.344-123.6) 32 0.3584
IL-12P70 1,062 (0.09-8,425) 33 0.8050 (0.09-30.91) 24 0.8690
IL-17A 3,395 (1,158-32) 30 7,329 (1,158-73.84) 20 0.0917
IL-13 7,456 (3.157-42.12) 20 11.78 (3.157-101.2) 14 0.2606
IL-18 139.2 (36.64-3,361.0) 40 98.28 (4.606-414.4) 38 0.009
IL-21 16.03 (3.220-547.1) 21 11.08 (0.2440-220.1) 15 0.8306
1L-22 81.28 (8.209-966.2) 12 168.8 (69.96-475.2) 7 0.0473
1L-23 54.11 (23.18- 85.04) 2 44.13 (14.16-271.1) 6 0.0313
IL-1b 12.28 (6,310-53.88) 10 12.41 (6,310-171.4) 12 0.3157
1L-27 26.10 (2047-197.9) 16 51.93 (2047-487.4) 14 0.1012
MCP-1 134.7 (23.33-1.854.0) 40 106.6 (5.886-1.973.0) | 35 0.1863
TNF-a 17.80 (1.389-118.9) 25 20.96 (1.389-185.4) 20 0.8962

** n= nimero de amostras com quantidades detectaveis de citocina. Teste Mann Whitney U




Tabela 3. Correlacio entre IL-18 e as variaveis idade, plaquetas, IL-22, IL.-23 e GM-CSF
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VARIAVEIS Idade Plaquetas IL-22 IL-23 GM-CSF

IL-18 r=0,02545 | r=0,06793 | r=02599 | r=04048 | r=0,.288
p=08249 | p=0,5546 | p=0,2826 | p=0,3268 | p=0,2417

Teste de Correlacao r6 de Spearman. Valor de p<0,05.

6.Discussao

Na COVID-19 coeficientes de mortalidade sdo impulsionadas, predominantemente,
por individuos que evoluem para insuficiéncia respiratoria grave e sindrome do desconforto
respiratorio agudo (FRANKE et al., 2020). A combinagdo da imunopatologia com possiveis
fatores de risco, como idade, sexo e presenca de comorbidades pode estar associado ao
desenvolvimento de COVID-19 grave (GAO et al., 2020).

Estudos evidenciam que ha diferenca na progressao clinica da COVID-19 entre os
sexos. A incidéncia, o desenvolvimento da forma grave e altas taxas de mortalidade sdo
significativamente maiores em pessoas do sexo masculino (TAKAHASHI et al., 2020). No
estudo de Dorgham e col. (2021), 72,2% dos individuos internados em UTI eram do sexo
masculino e entre os que evoluiram para o estado critico, 83,3% também eram homens. O
mesmo foi mostrado em um estudo paulista, onde 67,7% dos individuos infectados e internados
com SARS-COV-2 eram homens, com 57% evoluindo para o 6bito (DESIDERIO et al., 2021).
Nosso estudo corrobora com esses achados ja que 64,1% dos individuos incluidos no estudo
eram do sexo masculino, representando 70% do total de 6bitos

Vaérias hipdteses tém sido propostas para explicar essas diferencas, incluindo genética,
respostas imunes, fatores hormonais, ambientais e culturais (FRAGA-SILVA et al., 2021). Um
estudo da década de 1960 de Butterworth e colaboradores, evidenciou a capacidade do sistema
imunoldgico feminino de produzir maior quantidade de anticorpos em resposta a determinados
a patdgenos. Tais dados podem estar relacionados a maior resisténcia feminina a doencas
infecciosas, incluindo aquelas causadas por virus respiratorios (FRAGA-SILVA et al., 2021).
Os hormdnios sexuais, estrogénios e androgenos, modulam diferentemente as respostas nos
processos inflamatorios ativando receptores leucocitarios especificos que vao influenciar

positivamente ou negativamente na susceptibilidade a infec¢ées (BUPP; JORGENSEN, 2018).


https://www.nature.com/articles/2141224a0#auth-MICHAEL-BUTTERWORTH
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Dessa forma, estudos presumem que estes hormdnios podem interferir no prognéstico
diferenciado da COVID-19 entre homens e mulheres.

A populacdo idosa possui um risco aumentado de infecgdo por SARS-COV-2, com
apresentagdes atipicas e graves da doenga, além de maiores taxas de mortalidade do que em
pessoas mais jovens (FARSHBAFNADI et al, 2021). Tjan e colaboradores (2021) relataram
que pacientes assintomaticos ou levemente sintomaticos foram significativamente mais jovens
do que aqueles com doenca grave. No presente estudo, individuos mais velhos apresentaram
maior taxa de mortalidade com mediana de idade de 69,5 anos. Este dado vai ao encontro do
relatado por Zhou et al. (2020) que apresentou uma mediana de idade para 6bitos de 69 anos.

Os mecanismos associados a gravidade da doenca em idosos com COVID-19
envolvem a superexpressdo da ECA-2, disturbios na regulacdo imunologica, diminuicdo dos
esteroides sexuais, ma nutricdo, deficiéncia de vitamina D, alteragcdes na microbiota intestinal,
disfungdo mitocondrial e estresse oxidativo, além de comorbidades associadas ao
envelhecimento. Esses efeitos resultam em aumento da replicacdo do virus e ativacdo da
tempestade de citocinas, sendo este fator fundamental para desencadear processos
hiperinflamatorios por vezes irreversiveis em individuos com mais idade (FARSHBAFNADI
et al, 2021).

Individuos com comorbidades que afetam de forma significativa os vasos sanguineos,
como hipertensdo, diabetes ¢ AVC, costumam apresentar uma resposta imunoldgica
disfuncional frente a infecgdes por patdogenos o que contribui para a maior susceptibilidade a
quadros graves e/ou fatais pela COVID-19 (BEACON et al., 2020). Da mesma forma, agentes
infecciosos também sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento de determinadas
comorbidades.

Uma revisdo sistematica por Kazemi et al. (2021) mostrou que a infec¢do por SARS-
CoV-2 pode estar correlacionada com o AVC. Os supostos mecanismos que podem explicar
essa relacdo entre AVC e COVID-19 incluem coagulopatias (especialmente trombofilia),
aumento da expressdo de ECA-2 em células do SNC e a interacdo com SARS-CoV-2, disfungao
endotelial, microtrombose, hipoxia e lesdo vascular, levando a ativacdo da cascata de citocinas
inflamatorias. Klok ef al. relataram que complicagdes tromboticas ocorreram em 31% dos
pacientes com COVID-19 grave internados em UTI. Nosso estudo corrobora com esses achados
ao mostrar que individuos com a forma grave da COVID-19 e que tiveram AVC apresentaram
maior risco de morte do que aqueles sem comorbidades.

No estudo de Rees e col. (2020), o tempo médio de internacdo dos pacientes com

COVID-19 foi maior nos hospitais chineses (4-53 dias) do que em outros paises (4-21 dias).
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Em UTI os dias de internagdo foram semelhantes entre todos os paises (5-19 dias). No Brasil,
um levantamento do Programa de Apoio ao Desenvolvimento Institucional do Sistema Unico
de Saude (PROADI-SUS) incluindo 50 hospitais publicos e privados, estimou o tempo médio
de permanéncia para tratamento de COVID-19 em 11,6 dias. Da mesma forma, nosso estudo
mostra uma mediana de 12 dias de internagao.

Pacientes com pneumonia por COVID-19 apresentam anormalidades de coagulacdo,
geralmente com trombocitopenia leve. Em média, os pacientes com doencas graves tém uma
contagem de plaguetas menor do que aqueles com doenca ndo grave (WOO; MILLER, 2020).
A trombocitopenia na admissdo em pacientes com COVID-19 foi associada a um aumento de
mortalidade de 4,24 vezes risco (CHI et al., 2020). Da mesma forma, nossos resultados
mostraram menor contagem de plaquetas em individuos que foram a obito. Os mecanismos de
trombocitopenia associada ao COVID-19 séo variados e podem estar relacionados ao dano
endotelial e a formacdo de agregados plaquetarios nos pulmdes, na supressdo da medula na
interacdo do virus com megacariociotos e reducédo na sintese de novas plaquetas, além de ativar
maior nimero de trombdcitos pela formacado de complexos antigeno-anticorpo do hospedeiro,
permitindo sua répida eliminacdo da circulacdo pelo sistema reticuloendotelial (WOO;
MILLER, 2020).

A identificacdo de pardmetros laboratoriais capazes de identificar individuos com
maior risco de desenvolverem forma grave ou ir a ébito, permitem um melhor manejo clinico
e terapéutico nos ambientes hospitalares. No caso especifico da COVID-19, os pacientes com
doenca grave e fatal apresentam contagem de leucocitos e neutrofilos significativamente
aumentada, contagem diminuida de linfocitos e biomarcadores de inflamacéo e de coagulacéo,
como PCR e Dimero-D, em concentrac6es elevadas quando comparadas aos grupos de doenca
ndo grave e recuperados (HENRY et al., 2020). Nossos dados mostram resultados semelhantes
com concentracdo acima dos valores de referéncia para Dimero-D e PCR e discretas leucocitose
e linfopenia.

Uma resposta imune robusta durante a infecdo por SARS-COV-2 é considerada
essencial para a resolucdo da COVID-19. No entanto, uma falha ao erradicar o virus leva a um
estado inflamatdrio persistente com consequente descontrole na producéo de citocinas (FARA
et al., 2020). Metabdlitos lipidicos e citocinas, incluindo quimiocinas e fatores de crescimento,
sdo os principais reguladores de funcdo e diferenciacdo das células imunes e, por isso, uma
desregulacdo desses fatores esta associada a evolugdo das formas graves ou obito (CHI et al.,
2020). Estudos recentes mostram que a identificacdo destes biomarcadores inflamatérios pode

ser usado para estratificacdo de risco em pacientes hospitalizados com COVID-19
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(MONSERRAT et al., 2021). Batista et al. (2022) mostraram que a maioria dos participantes
do estudo pertencentes ao grupo de casos graves apresentou alteracbes importantes na
concentracéo das citocinas.

No presente estudo, os niveis de 1L-18 foram maiores em pacientes que faleceram em
comparacdo com pacientes que receberam alta. A concentracdo sérica de IL-18 quando
correlacionada com outros marcadores inflamatorios pode ser um preditor de gravidade da
infeccdo por COVID-19. Além disso, a IL-18 também est4 associada ao agravamento e
mortalidade em outras doencas virais, como influenza e dengue (SATIS et al., 2021).

A IL-18 é uma citocina pré-inflamatéria da familia da IL-1, processada em sua forma
ativa pela caspase-1. Funcionalmente, regula as respostas Thl e Th2, e sua producéo aumentada
pode levar a uma exacerbagcio estado inflamatério (VECCHIE et al.2020). Em pacientes com
COVID-19, a IL-18 foi estudada por seu papel como componente de inflamassomas
inflamatérios (RODRIGUES et al., 2020). Os inflamassomas sdo complexos proteicos
citosolicos importantes na resposta imune inata contra padrdes moleculares associados a
patogenos. A partir da ativacdo de inflamassomas, citocinas pré-inflamatérias como como IL-
1B e IL-18 sdo ativados e liberados no meio extracelular, levando a piroptose (morte celular por
lise) e inflamacdo. Quando esse processo esta superativado, a inflamagdo exacerbada
desencadeia o agravamento da doenga. Estudos mostram que o inflamassoma NLRP3 (NOD-,
LRR- ¢ proteina contendo dominio de pirina 3) é altamente expressa em pacientes com COVID-
19, sendo um potencial marcador de gravidade da doenca (CHEON; KOO, 2021).

Juntamente com outras citocinas, 0 aumento da expressdo de IL-18 contribui para a
sindrome de ativacdo dos macrofagos (SAM), uma condicdo observada em varias doencas,
inclusive autoimunes (VECCHIE et al. 2020) . Estudos revelaram semelhancas na patogénese
do COVID-19 e a SAM através da presenca de mondcitos hiperativados e maior recrutamento
de macréfagos e neutréfilos no sangue de individuos com SRAG (CHEON; KOO, 2021).

Outros biomarcadores que mostraram relevancia em nosso estudo, mas que ndo
tiveram niveis quantificaveis em todas as amostras, foram GM-CSF, IL-22 e IL-23. GM-CSF
€ uma citocina pro-inflamatéria produzida por macrofagos, células T, fibroblastos, células
endoteliais e células epiteliais e tumorais, com a maior parte da producéo ocorrendo em locais
inflamatérios. Os niveis de GM-CSF séo baixos ou indetectavel em condi¢cdes normais. No
entanto, qualquer gatilho imunolégico pode aumentar rapidamente sua concentracdo
(COUTINHO et al., 2022).

O papel do GM-CSF depende do estagio da doenca e a da sua concentracdo sérica.

Geralmente, maior concentragdo é observada na fase inicial com uma diminuicdo progressiva
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nas fases tardias. Niveis elevados foram encontrados no fluido broncoalveolar de pacientes com
SARS em comparagdo com controles saudaveis (MATUTE-BELO et al., 2000). Dessa forma,
GM-CSF pode contribuir indiretamente para SRAG por auxiliar na supressdo da apoptose de
neutrofilos ou atuar na recuperacdo de pacientes ao promover a diferenciacdo e ativacdo de
macrdfagos alveolares que contribuem para a eliminacdo viral (BONAVENTURA et al., 2020).
Nossos dados apontaram uma concentragdo menor nos casos fatais, sugerindo que GM-CSF
possa exercer um feedback positivo na resposta imune, quando ela ocorre de forma precoce e
controlada.

A IL-22 tem atraido grande interesse nos Ultimos anos, tornando-a uma das citocinas
mais bem estudadas da familia da IL-10. Ao contrério da maioria das interleucinas, que regulam
diretamente a funcdo de células hematopoiéticas, 0 maior impacto da IL-22 é exclusivamente
em fibroblastos e células epiteliais devido a expressdo restrita de seus receptores nos rins,
pulmdes, figado, pancreas, trato gastrointestinal trato, pele e timo. Portanto, a IL-22 representa
um dos principais canais de comunicagdo entre células de tecidos especializados e o sistema
imunologico podendo assumir um efeito protetor ou pro-inflamatorio a depender do estagio da
doenca (FANG et al., 2022).

O efeito pré-inflamatorio da IL-22 ¢ evidenciado por sua capacidade de promover a
expressdo de quimiocinas e citocinas inflamatérias, como IL-1b, IL-17 e TNF- a. Em
contrapartida, estudos demonstraram que a IL-22 pode reduzir a gravidade da pneumonia
através da regulacdo imune, ativando as funcbes protetoras ou regenerativas do tecido
(KUMAR et al., 2013). Como o COVID-19 é um distarbio respiratério com caracteristicas
patologicas e sintomas semelhantes a outras infec¢@es graves por virus pulmonares, é razoavel
especular que essa citocina também pode servir para limitar a gravidade desta doenca (FANG
et al., 2022). Nossos dados corroboram com essas informacfes ja que observamos uma
concentracdo de IL-22 maior em individuos que se recuperaram.

A IL-23 induz a proliferacdo das células T helper 17 (Thl7) e a diferenciacdo de
células T naive no cluster TCD4+. Estudos recentes sugerem que Th17 pode estar envolvido
em lesbes graves nos processos infecciosos (WUANG and TRUONG, 2020). Segundo os dados
no nosso estudo, a maior concentracao da IL-23 nos individuos que foram a 6bito, sugerem sua
relacdo com doenca grave. Os inibidores de IL-23, por meio de seus efeitos no Th17, podem
desempenhar um papel na atenuagdo de citocinas pré-inflamatorias chaves, possivelmente
resultando em uma manifestacdo mais branda da COVID-19 (JAHAJ et al., 2021).

Citocinas como IFN-y, IL-10, IL-12p70, MCP-1 ndo apresentaram significancia

estatistica na comparacdo entre os grupos de alta e 6bitos no presente estudo, mas tiveram niveis
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quantificdveis na maioria das amostras. O desfecho 6bito foi o que mostrou maior concentragao
destas citocinas. O estudo de Monserrat e col. (2022) também tiveram grandes aumentos em
IL-10 nos desfechos fatais. O trabalho de Ruan et al. (2020) mostra que pacientes graves da
UTI tiveram maiores niveis de IL-10 e MCP-1.

Um estudo multicentrico demonstrou que niveis da interleucina-10 e a interleucina-
12p70 em combinacdo com varidveis clinicas, na admissdo hospitalar sdo os principais
biomarcadores associados a um risco aumentado de progressdo da doenca em pacientes
hipertensos com COVID-19. Além disso, 0 mesmo estudo mostrou que niveis de 1L-10, IP-10,
G-CSF, IFN-a2, IL-1ra, IL- 15, IL-1a, IL-12 (p70), IL-2, IL-17A, GM-CSF, IL-8, IL-6, MCP-
1, e a PCR foram maiores em pacientes graves do que os nao graves (MOLL-BERNARDES et
al., 2021).

A IL- 10 é uma citocina imunorreguladora liberada a partir de células apresentadoras
de antigenos (APCs) com a principal fungdo de limitar as respostas inflamatorias e regular
diferenciagéo e proliferacdo de linfocitos T CD8 atuantes, principalmente, durante a resposta
imune adaptativa. Na COVID-19 os niveis de IL-10 sdo aumentados na segunda semana apés
0 inicio dos sintomas, indicando um esforco imunologico latente para controlar a cascata de
citocinas (LU et al., 2021). IL-12 é uma citocina heterodimérica composta pelas subunidades
p35 e p40 que aumenta conexdes entre as respostas imunes inata e adaptativa. Sua expresséo €
induzida por meio de um agente molecular associado ao patégeno em resposta a entrada no
virus na célula. A funcéo de IL-12 p70 na COVID-19 necessita ser melhor estudada (MOLL-
BERNARDES et al., 2021).

Os IFN (tipos I, 1, 111) sdo citocinas centrais envolvidas na imunidade a bactérias e
virus. O tipo II, IFN-y, é produzido por macréfagos, em resposta a infeccdes virais e/ou
bacterianas intracelulares, e por células NK. Além disso, o IFN-y é produzido por linfocitos T
helper CD4 e linfocitos T citotéxicos CD8 durante a imunidade antigeno-especifica. Na
COVID-19, os niveis de IFN-y aumentam proporcionalmente com a carga viral, sendo
associado a doenca grave devido a uma diminuicdo na contagem de linfocitos efetores e
aumento da infiltracdo de neutrofilos nos alvéolos pulmonares (FARA et al., 2020).

Uma diferenca genética que prejudica a resposta imune do IFN-y, resultando em
sintomas incomuns e severidade, foi recentemente considerado relevante para o COVID-19. A
analise funcional das proteinas do SARS-CoV-2 mostra que o virus € vulnerdvel ao IFN-y
(HAYN et al., 2021). Esses achados sugerem que o0 IFN-y ou seus precursores, como 1L-18, IL-
12 ou IL-23, podem exercer um papel fundamental no progndstico da COVID-19
(SCHOOLING et al, 2022).
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Pertencente a familia das quimiocinas, a MCP-1 também conhecida como CCL2,
possui papel vital no processo de inflamacéo, atraindo ou potencializando a expressao de outros
fatores e células inflamatdrias, como mondcitos e macrofagos para o local da inflamagdo. O
nivel elevado de MCP-1 foi observado em pacientes com COVID-19 e provou ser um
biomarcador associado a extremidade da doenca junto com IP-10 (SINGH et al., 2021).

Diferentemente de varios estudos sobre resposta imune e apresentacdo das citocinas
em individuos que desenvolveram a forma grave da COVID-19, no presente estudo ndo foi
possivel mensurar as principais envolvidas no processo hiperinflamatério causado pela doenga,
como as IL-6, IL-1B e TNF. Essa foi uma limitagdo importante da pesquisa ¢ COm causas
variadas para esse desfecho. Primeiramente, as amostras deste estudo foram coletadas por
profissionais da area da saude que trabalhavam na UTI do referido hospital e que faziam os
cuidados dos pacientes incluidos no estudo. Nd&o houve uma padronizagdo rigorosa de
centrifugacdo e armazamento destas amostras, principalmente com relagdo ao controle da
temperatura durante o transporte do hospital até o laboratorio de pesquisa. Sabendo que as
citocinas tem uma degradacédo rapida e sdo sensiveis a mudancgas de temperatura, podemos
considerar isso como um fator prejudicial para as nossas analises.

Outra questdo de grande importancia “diz respeito ao método analitico escolhido, o
Multiplex por Luminex. Apesar da técnica ser bem fundamentada e oferecer resultados
altamente reprodutiveis, confiaveis e tdo precisos quanto o ELISA, vérios fatores podem limitar
a disponibilidade e utilidade da técnica. Sdo facilmente sujeitos a variacbes devido ao
fabricante, nimero do lote e a execucdo do ensaio. Adicionalmente, a presenca de
autoanticorpos humanos em algumas amostras bioldgicas pode causar confusdo no
equipamento durante a medigcdo de citocinas devido ligactes inespecificas (KHALIFIAN et
al.,2015).

Além disso, sabe-se que pacientes internados em UTI fazem uso de uma vasta
quantidade de medicamentos, principalmente corticéides. Essas drogas sdo capazes de modular
as respostas imunoldgicas e com isso alterar a concentracdo de moléculas inflamat6rias no
sangue.

O presente estudo demonstra importancia no cenario de pesquisas sobre a COVID-19,
pois nossos individuos foram avaliados no momento inicial da pandemia, em um contexto em
que ndo havia vacinas disponiveis e nem tratamentos padrdes protocolados. O conhecimento
sobre resposta imunoldgica ainda era escasso. A relacdo entre a IL-18 e COVID-19 era pouco

relatada em outras pesquisas, sendo este estudo um dos poucos a focar nesta citocina.
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Dessa forma, os dados obtidos no nesta pesquisa podem sugerir uma associacao
significativa entre os niveis alterados de citocina e o descontrole do processo inflamatério
quando comparamos os desfechos de recuperados e fatais. Fatores associados a idade, sexo e
comorbidades podem contribuir para 0 mau prognostico em pacientes criticos com COVID-19.

7. Conclusao

Os individuos do nosso estudo foram majoritariamente de casos fatais. O sexo
masculino foi predominante, sendo que a maioria foi a 0bito. A mediana de idade seguiu o
padrao apresentado por outros estudos recentes sobre a COVID-19, onde os individuos que
foram a dobito apresentaram maior mediana do que aqueles que se recuperaram.

Os dados sociodemograficos apresentaram maior predominancia dos individuos
internados provenientes de Fortaleza. A mediana dos dias de internagdo é semelhante aos
relatados em outros estudos sendo que nos casos recuperados foi maior do que nos que foram
a obito.

Entre as comorbidades observamos uma maior predominancia de individuos com
HAS. Metade dos individuos que se recuperaram nao apresentavam nenhuma comorbidade
prévia.Encontramos associagdo estatistica significativa entre os pacientes com AVC e os sem
comorbidades para o grupo de 6bitos.

Na dosagem dos marcadores sanguineos tivemos os resultados de PCR e Dimero-D
acima dos valores de referéncia para a populacdo total. Com relacdo a contagem das células
sanguineas, observamos discreta leucocitose, neutrofilia e moderada linfopenia também no n
total. Individuos que se recuperaram apresentaram maior contagem de plaquetas do que 0s casos
fatais.

Determinadas citocinas apresentaram concentracdo abaixo do limite inferior de
quantificacdo em algumas amostras e por isso ndo foram utilizadas nas analises estatisticas.
Apenas as IL-18, GM-CSF, IL-22 e IL-23 mostraram significancia estatistica. A 1L-23 também
teve maior concentracao nos ébitos do que nas altas, enquanto GM-CSF e IL-22 apresentaram
maior concentracdo no grupo das altas do que no de dbitos.

A citocina de maior destaque foi a IL-18, pois além de apresentar diferenca estatistica
significativa entre os desfechos também teve niveis quantificaveis em todas as amostras. Sua
concentracdo foi maior nos casos de Obitos quando comparado aos que receberam alta
hospitalar. Na analise de correlacdo entre os niveis de IL-18 com idade, sexo, contagem de

plaquetas, contagem de linfocitos, GM-CSF, IL-22 e I1L-23 ndo houve significancia estatistica.
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Mesmo ndo apresentando significancia estatistica, IFN-g, IL-10, IL-12p70 e MCP-1

tiveram niveis de concentracdo quantificaveis na maior parte das amostras.

8. Consideracoes Finais

Em comparagdo com SARS e MERS, o SARS-CoV-2 apresenta forte infecciosidade,
mas menos viruléncia em termos de gravidade da doenca e taxas de mortalidade mais altas em
determinadas faixas etéarias. No entanto, as altas e rapidas taxas de transmissdo causadas em
apenas algumas semanas, fez do COVID-19 mais danoso em termos de salde, bem-estar, vida
social e impactos econémicos globais. (HOKELLO et al, 2020)

A flexibilidade e as mutagdes constantes no genoma do SARS-CoV-2 permitiu sua
adaptacao a diferentes hospedeiros através de estratégias de escape na resposta imune. Essa
pode ser a explicagdo de sua rapida dispersdao global (BORGES et al. 2020). Entender os
determinantes virais e do hospedeiro séo decisivos no conhecimento de quais individuos podem
desenvolver doenca leve ou grave.

Os sintomas clinicos e as complicacdes geradas pela doenga sdo resultados de
respostas hiperinflamatorias provenientes da desregulagao imunoldgica do individuo infectado
pelo SARS-CoV-2. Por isso, a avaliacao das citocinas e outros biomarcadores de forma precoce
em amostras de individuos que desenvolveram a COVID-19 demonstra importadncia na
progressao da doenga, principalmente nos casos graves e criticos, podendo servir como alvo
terapéutico ou auxiliando na escolha da melhor intervengao.

O SARS-CoV-2 requer um esforco eficaz e global entre pesquisadores, governos,
epidemiologistas, virologistas, autoridades e profissionais de saude. Além disso, a sociedade
como um todo também é responsavel pelo controle da doenca quando se cumpre as medidas

protetivas indicadas e validadas, como cumprir as campanhas de vacinacao.
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doenca (N=120), cuja carga viral ou presenca de anticorpos IgM/IgG anti-SARS-CoV-2 sera confirmada. Os
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termo de consentimento (TCLE), sendo assegurado o direito de voluntariedade com relacao a participagao.
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realizadas nos perlodos DO (momento que o paciente procurou atendimento medicof periodo de ate 7 dias
do inicio dos sintomas), DO7 e D15. Para isso, as seguintes subpopulagoes celulares serao analisadas pela
técnica de citometria de fluxo: CD3+ (linfocitos T totais), CD3+CD4+ {linfocitos T helper ou auxiliares),
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contra marcadores de superficie (CD3, CD4, CDB8) diretamente conjugados a fluorocromos por 30 min a 4C.
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utilizando o ensaio de ELISA Analises de polimorfismo genético: O DNA genomico sera extraldo das
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Extraction Kit Mini Plus Spin - 250 . Apos a extracao, sera realizada a quantificacao do DNA para verificacao
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ensaios validados SNP TagMan® Genotyping Assays (Applied Biosystems), para as variantes genéticas
estudadas.
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Objetivo Primario: Caracterizar o perfil de linfacitos 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 geneticos de moléculas imunorreguladoras, para definicao de possiveis
marcadores de prognostico e alvos terapéuticos. Objetive Secundario: Avaliar em pacientes com diferentes
manifestacoes clinicas da doenca (assintomaticos, forma leve e formas graves) e nos individuos
controles;Parametros clinicos e laboratoriais; - Determinagao da
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carga viral ou soropositividade (IgG anti-SARS-CoV-2; - Frequencia da populagao de celulas T CD4 efetoras
(Th1, Th2 e Th17) no sangue periférico;- Frequencia da populacao de celulas T CD8 efetoras no sangue
periférico; - Frequencia da populacao de celulas T requladoras (Tregs) no sangue periferico; - 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
moléculas envolvidas na resposta imune; Comparar os resultados observados nos diferentes grupos de
pacientes que podem ser considerados prognosticos de melhora ou piora clinica.

Avaliagao 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 complicagao, 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 Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante, sobre tematica atual.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos foram apresentados.

Recomendagoes:

Sem pendencias

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Todas as solicitacoes foram atendidas.
Sem pendencias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Ao final da pesquisa, o relatorio final devera ser enviado a este CEP,
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COMISSAO NACIONAL DE W«m
ETICA EM PESQUISA asil
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. José Frota - IJF/ Prefeitura de Fortaleza
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.026.888

Apresentagao do Projeto:

As informagoes elencadas nos campos “Apresentagao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliagao dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagées As informacoes elencadas nos campos
“Apresentacao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacao dos Riscos e Beneficios” foram retiradas do
arquivo Informagoes Basicas da Pesquisa (PB__INFORMACOES_BAS|CAS_DO_PROJETO_1536050‘pdf de
07/05/2020).

INTRODUGAO

O coronavirus ¢ responsavel por infeccoes em humanos desde os anos 1960, tendo sido identificadas
novos grupos de virus responsaveis por epidemias na historia recente da humanidade, como a que ocorreu
no infcio 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
reemergeéncia 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 preocupagao 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 infeccao
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 infecgao por COVID-19, como proteina C-reativa (PCR), VHS e d-dimero, mas o papel dos
mesmos no diagndstico e prognostico ainda nao esta bem estabelecido (YI et al., 2020).A mortalidade do
COVID-19, em torno de 2-3%, € menor que a observada nas outras epidemias causadas por este virus, na
China e no Oriente Médio, no inicio deste século, porém vem atingindo grandes proporcoes, possivelmente
pela grande infectividade e pela grande mobilidade das pessoas no mundo todo. Medidas de isolamento
vem sendo adotadas em varios 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 infeccéo, apesar de
uma variedade de medicamentos ja ter sido testada para o COVID-19 (Y| et al,, 2020). Uma das medicagoes
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
complicacoes tem sido evidenciadas, incluindo lesao renal, que é frequente nas doencas tropicais (DAHER
et al., 2019), o que estd 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 é 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, progndsticos 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 prognéstico e € necessario compreender melhor as manifestacoes 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 informacoes
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 diagndstico
(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). ¢) Exame fisico: Pressao arterial, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, peso, estatura, indice
de massa corporal (IMC) e volume urinario 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), sadio, 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 avaliagao laboratorial dos novos biomarcadores sera feita no Laboratério 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). Serao avaliados ainda os exames que forem
realizados durante a internacao e no momento da alta, para observar a evolugao 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 concentracoes 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 Satde (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 apds esclarecimentos pertinentes aos testes que serao
realizados (TCLE).
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CRITERIOS DE EXCLUSAO

Serdo excluidos os pacientes que tiverem os seguintes critérios:

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

(2) Criancas,

(3) Gestantes,

(4) Portadores de Doenca Renal Cronica em Dialise,

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

(7) Pacientes em uso de Quimioterapicos.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Investigar manifestagoes clinicas, complicagoes, fatores prognosticos e tratamento de pacientes internados
devido a infecgho 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 prognastico 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 e antivirais, prescritos de acordo com a indicagdo do médico assistente de cada paciente,

* Avaliar possiveis eventos adversos das medicacoes administradas no tratamento da infecgao por COVID-
19,

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Os riscos desta pesquisa serdo minimos, Os pacientes sero submetidos a coletas de amostras de sangue
e urina para a realizagao de exames laboratoriais, sendo o risco relacionado ao
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procedimento, com risco minimo de contaminacéo e acidentes de puncéo, uma vez que a coleta ser feita
em laboratorio com pessoal especializado. A minimizagéo 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 serao minimizados uma vez que os dados
pessoais ndo serdo coletados nem armazenados nos bancos de dados da pesquisa, uma vez que o objetivo
@ o conhecimento clinico de forma geral.

BENEFICIOS

O conhecimento das manifestacées clinicas, das complicacoes, dos fatores associados ao prognostico e do
tratamento da infeccao 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 adogao de medidas de controle, prevencao e tratamento desta condigéo, evitando
(ou pelo menos retardando) o desenvolvimento de insuficiencia renal crénica. Os individuos que forem
identificados como portadores de lesao renal serdo encaminhados para acompanhamento com profissional
especializado (Nefrologista) da Universidade de Fortaleza.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo de coorte, prospectivo.

Populacao do estudo: Pacientes internados por coronavirus (COVID-19) no

Hospital Instituto Dr. Joseé Frota, em Fortaleza, Ceara, e no Hospital Portugués, em Salvador, Bahia, Brasil.
Instrumento de pesquisa: Serao coletadas as informacgées necessarias para o preenchimento de um
formulario de pesquisa semi-estruturado (anexo

1).Parametros Estudados:

Caracteristicas Clinicas:

a) Dados sacio-demograficos: ldade, sexo, cor, profissdo, escolaridade, naturalidade, procedéncia.
b)Historia clinica - Tempo decorrido entre o primeiro sintoma e o diagnostico (confirmagao da infecgao por
COVID-19); tempo entre o inicio dos sintomas e o atendimento médico; presenca de comorbidades
(hipertenséo, diabetes, doenga renal prévia, neoplasia, doenga 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) Manifestacoes clinicas: Sinais e sintomas (febre, tosse seca, dispneia, dor de garganta, mialgia, fraqueza,
mal-estar, entre outros).

Avaliacao laboratorial - Laboratdrio de Nefrologia e Doencas Tropicais da Universidade Federal do Ceara,
Brasil:

A avaliagao laboratorial geral sera feita de acordo com a rotina dos hospitais, nao devendo onerar o sistema
de saude. Os exames de rotina, que serado avaliados sao: hemograma completo, velocidade de
hemossedimentacao, proteina C-reativa (PCR), glicemia de jejum, ureia, creatinina (e taxa de filtracao
glomerular estimada), sédio, 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 férmula 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). 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 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 apresentacgao obrigatdria:
Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes”

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
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 ac arquivo "TCLE.doc", postado na
Plataforma Brasil em 06/04/2020:

1.1. Na pdgina 1. l&-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 laboratdrio (novos "exames”)." As pesquisas, em qualquer drea do
conhecimento envolvendo seres humanos, deverdo observar as sequintes exigéncias: utilizar o material
bioldgico e os dados obtidos na pesquisa exclusivamente para a finalidade prevista no seu protocolo, ou
conforme o consentimento do participante. Nao € adequado realizar testes adicionais nas amostras
biologicas sem que o participante da pesquisa tenha conhecimento e consentido com a sua realizagao.
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 (Resolugao CNS n°
466 de 2012, item [11.2).

RESPOSTA: Realizamos a adequacéo 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 serdo realizamos no ambito desta pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

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

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

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

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

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
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1.3. No projeto, é informado que serao acessados dados demograficos, histéria 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 é 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 numeros de cada pagina, bem com a quantidade total delas,
como por exemplo: "1 de X" e assim sucessivamente até a pagina "X de X"

RESPOSTA: Incluimos no TCLE a numeracao das paginas, bem como 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 (enderego, 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
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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 indenizacao.

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 I1.10 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 Basicas|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 AnuencialJF2.pdf 22/04/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito

concordancia 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
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Assentimento / TCLE_controle_alter.doc 16:10:51 | Silva Junior Aceito
Justiﬁcgtiva de
LAuséncia i
TCLE / Termos de | TCLE_sem_controle.doc 22/04/2020 |Geraldo Bezerra da Aceito
Assentimento / 16:10:41 | Silva Junior
Justificativa de
| Auséncia
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))

Endereco: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar
CEP: 70.719-040

Bairro: Asa Norte

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3315.5877

E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 11 ga 11

77



ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

78



79

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 doen¢a”

Pesquisadora Responsavel: Profa. Dra. Juliana Navarro Ueda Yaochite

O (A) Senhor(a) estd 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 responsiavel pelo estudo ou com um membro da equipe

desta pesquisa para esclarecé-los.

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) € explicar tudo sobre o estudo

e solicitar a sua permissdo para participar do mesmo.
OBSERVACAO: 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 quais sdo as células e moléculas que participam da
resposta imunologica durante as diferentes formas clinicas da Covid-19.

Duracio do Estude

A duraglo 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 tnico momento) para o grupo controle.

6
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Descricao do Estudo

Participarao do estudo 480 iIndividuos, 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 sera realizado na Universidade Federal do Ceard — Departamento de Andlises
Clinicas e Toxicoldgicas, da Faculdade de Farmacia, 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 auséncla ou presenca de sintomas serd incluido nos diferentes grupos de

estudo.

Para ser incuido no grupo controle, o(a) Senhor(a) nio apresenta infec¢do 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 voluntria.

Brocedimento do Estudo

Para os grupos de individuos infectados pelo SARS-CoV-2: Apés 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) retornara aos servigos de satide 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: Apos entender e concordar em participar, serd realizada uma

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

Realizagdo dos procedimentos: coleta de sangue (volume de 10 mL) por puncdo periférica
(utilizando uma agulha e seringa) da veia do antebrago e consulta com médico. Apos esses procedimentos,
0 (a) Senhor(a) serd liberado(a). Levaremos sua amostra de sangue para o laboratério de Imunologia,
localizado na Faculdade de Farmicia da UFC (DACT/FFOE/UFC), para realizacdo da separacdo dos
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componentes do sangue (soro e células mononucleares), realizagdo de exames laboratorlals e andlises
das células por citometria de fluxo.

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

Riscos Potencials, Efeitos Colaterais ¢ Desconforto para os particpantes 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 o momento ou ndo foram relatados. Em
caso de aparecimento de qualquer complicagdo, o individuo serd assistido prontamente por equipe

médica dos servigos de satde envolvidos no estudo.

Beneficios para o participante

Os individuos serdo acompanhados por equipe médica especializada, conferindo assim beneficios
no acompanhamento da doenca em questao e atencao 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 participacao neste estudo é totalmente voluntdria, ou seja, vocé somente participa se
quiser.

A ndo participaco no estudo ndo implicard em nenhuma alterago 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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Novas Informacoes

Quaisquer novas informagdes que possam afetar a sua seguranca ou iInfluenciar 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 a 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 Instituicao,

bem como as indenizacdes legalmente estabelecidas.

Utilizacdo de Registros Meédicos e Confidencialidade
Todas as informacdes colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em cariter 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 lel.

Os registros médicos que trazem a sua identificacdo 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 responsiveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuals dividas. Se vocé tiver alguma consideracio ou divida, sobre a sua
participacdo 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 responsdvels pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas

(5}
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as pesquisas envolvendo seres humanos.

Declaracio de Consentimento

Concordo em participar do estudo Intffulado: * Estudo dos mecanismos imunopatoldgicos
e imunorreguladores em Covid-19: Possiveis ferramentas para o conirole da doenca”

Li e entend! o documento de consentimento e o obfetivo do estudo, bem como seus possivels
beneficios e riscas. Tive oportunidade de perguntar sobre o estudo e todas as mminhas dividas foram
esclarecidas. Entendo que estou livre para decidir nio participar desta pesquisa. Entendo que ao

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

Eu autorfzo a utilizagio dos meus registros médicos (prontudrios médico) pelo pesquisador,
autoridades regulatdrias e pelo Comiié de Etica em Pesquisa (CEP) da instituigcdo.

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

]
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Nome do Pesquisador Principal Data

Assinatura e Carimbo do Pesquisador Principal
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Elevated IL-18 predicts poor
prognosis in critically ill COVID-19
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Background: A dysregulated inflammatory response contributes to decline in patients with COVID-19.
This cross-sectional study evaluated biomarkers of unvaccinated patients 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 sociodemographic data, to search for an
association with clinical outcomes, including fatal (n = 40) or recovered cases (n = 38). Results: Fatal cases
exhibited significantly higher levels of IL-18 (p = 0.009); deceased patients were older (p = 0.0001), had
a lower number of platelets (p = 0.0063) and higher neutrophil-lymphocyte ratio (p = 0.0230) than those
who recovered. Conclusion: These findings indicate that IL-18 is a possible marker to predict poor
prognosis in critically ill patients with COVID-19.

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

Keywords: COVID-19 ¢ |L-18 e immune response ¢ inflammation e innate immunity

As of 28 February 2022, more than 444 million confirmed cases of COVID-19, caused by the
SARS-COV-2 virus, and more than 6 million deaths had occurred, according to data from the World
Health Organization COVID-19 Dashboard. It is now the most severe pandemic of the 21st
century. Since the first cases were reported in December 2019, an attempt has been made to
understand how the disease develops and which factors are associated with the broad spectrum of
responses and outcomes of those infected [1].

The immune system plays a central role in determining the course of viral infections. Unregulated
inflammatory response, whether insufficient or exacerbated, triggers a lower capacity to resolve the
disease, leading to harmful effects on the body. This unregulated inflammation is called cytokine
storm and is characterized by exacerbated production of cytokines from activated macrophages,
dendritic cells, neutrophils, monocytes, NK cells, T and B lymphocytes and endothelial and
epithelial cells 2. IL-18 belongs to the IL-1 family and is the most crucial
proinflammatorycytokineproducedbymacrophagesatthebeginningoftheinflammatoryresponse.
Itisresponsible for the regulation of both T-helper response 1 (Thl) and 2 (Th2), in addition to
being associated with the exacerbation of inflammation and tissue damage [3,4.

Investigating biomarkers that guide the prognosis of the SARS-CoV-2 is crucial because such
knowledge would help in early and aggressive patient therapy [5]. This cross-sectional study aimed
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to evaluate serum markers in unvaccinated patients admitted to the intensive care unit (ICU) at a

reference hospital for COVID-19 in Fortaleza, northeastern Brazil, in 2020-21.
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Methods

Study setting & patient selection

This cross-sectional study was conducted at the ICU of Dr Jose Frota Institute (IJF), a reference hospital for COVID-
19, in Fortaleza, Brazil, from June to August 2020 and January to February 2021. The reported hospital was the primary
reference in assisting COVID-19 patients requiring ICU. All patients (n = 78) were from the state of Ceara, and most
from the capital city of Fortaleza (n = 65). All patients included in this study were admitted to the ICU, tested positive
for SARS-CoV-2 infection and had not been vaccinated. The main factor considered to admit the patient to the ICU
was the severity according to the Simplified Acute Physiology Score 3 [6] and the need for invasive support such as
vasoactive drugs and/or mechanical ventilation. Almost all patients were admitted on the 8-10th day after symptom
onset. Samples were collected upon admission after obtaining consent from the patients or their families.

Diagnosis was performed by a rapid test based on antigen detection or by detection of viral RNA from
nasopharyngeal swabs using reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The serum samples wete
collected for each patient on the first day of hospital admission in tubes without anticoagulants. Samples were
centrifuged, aliquoted and stored in an ultra freezer at -80 ‘C until analysis. Quantification of serum inflammatory
biomarkers GM-CSF, MCP-1, TNF-a, IFN-a and IFN-y, and 1L-1B, 1L-10, 11-12p70, IL-13, IL-17A, 1L-18, IL.-2, 1L-
21, 1L-22, 11.-23, 11.-27, 11.-4, 1L-5, IL.-6 and I1.-9 was performed using a custom kit for 20 cytokines named Human
ProcartaPlex Multiplex Immunoassay (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). The measurement was performed using
the MAGPIX System (Merck, MA, USA) based on Luminex xMAP technology, according to the manufacturer’s
instructions.

Inclusion criteria
The eligibility criteria of the study were age 218 years; admission to ICU; confirmatory laboratory tests for the presence

of SARS-COV-2 (RT-PCR and/or rapid antigen test) and manifestation of severe acute respiratory syndrome.

Exclusion criteria

Exclusion criteria adopted by this study were individuals with inconclusive tests for COVID-19, pregnant women,
transplanted patients, individuals using immunosuppressive drugs and/or patients undergoing chemotherapy treatment.

Sample size

Serum samples were collected on the first day of admission from 78 individuals admitted to the ICU with a confirmed
diagnosis of SARS-COV-2 infection. In the first study interval (June—August 2020), 65 patients were randomly selected.
From the second study interval (January—February 2021), 15 patients were randomly selected. However, two samples
had to be excluded from the analysis because they did not meet the inclusion criteria. After selection, the patients
chosen were divided according to the clinical outcome of discharge and death. Thus, the total number of participants
in this study comprised 40 fatal cases and 38 recovered cases.

Data collection

Sociodemographic and laboratory data were collected from electronic medical records available in the Ars Vitae system
of the IJE. Only the laboratory results from the day of admission were included in the study.



87

Study objective

The study aimed to evaluate serum biomarkers of patients with SARS-CoV-2 admitted to the ICU relating to clinical
outcomes of recovered or fatal.

Statistical measure

GraphPad Prism software version 8.0.1 was used for statistical analysis and data presentation. The Shapiro—Wilk test
was applied to evaluate the normal or nonnormal distribution. Nonparametric categorical variables were expressed as
absolute and relative frequency and tested for statistically significant differences using the Pearson chi-square test and
Fisher test. Nonparametric continuous variables were presented as the median and interquartile range (IQR); data were
analyzed by the Mann—Whitney U test. To explore the correlations between I1.-18 and GM-CSFE,

Table 1. Sociodemographic, clinical and laboratory characteristics of patients with severe COVID-19 in the intensive care unit of a tertiary

hospital in the state of Ceara, northeastern Brazil.

Characteristics Total (n = 78) Fatal cases (n = 40) Recovered (n = 38) p-value
Men’ 50 (64.1%) 28 (70%) 22 (57.9%) 0.3961
Women 28 (35.9%) 12 (30%) 16 (42.1%) 0.4497
Age (years)* 59 (22-97) 69.50 (22-97) 41 (22-82) 0.0001
Comorbidities*

Systemic arterial hypertension 24 (30.7%) 14 (35%) 10 (26.3%) 0.4142
Obesity/overweight 12 (15.4%) 5(12.5%) 7 (18.4%) 0.5637
Diabetes mellitus 1 and 2 15 (19.2%) 11 (27.5%) 4(10.5%) 0.0707
Heart diseases 13 (16.7%) 7 (17.5%) 6(15.8 %) 0.7815
Lung diseases 9(11.5%) 4 (10%) 5(13.2%) 0.7389
Cerebrovascular accident 6 (7.7%) 6 (15%) 0 0.0143
Former smokers 4 (5.1%) 3(7.5%) 1(2.6%) 0.3173
Former alcoholics 3(3.8%) 3(7.5%) 0 0.0833
Other 9 (11.5%) 5(12.5%) 4(10.5%) 0.7389
No comorbid adherence 32 (41%) 13 (32.5%) 19 (50%) 0.2888
Days of hospitalization (n)} 12 (1-83) 10 (1-67) 14.50 (3-83) 0.2422
C-reactive protein* 133.1(0.7-515) 142.3 (0.7-488.8) 109.7 (2.1-515) 0.3716
D-dimer® 2.420 (0.23-33.01) 2.440 (0.56-25.02) 2.370(0.23-33.01) 0.3257
Leukocytest 13,615 (3730-35,660) 14,140 (3,820-29,560) 13,050 (3730-35,660) 0.5277
Neutrophils 12,235 (3148-31,808) 12,551 (3202-27,490) 10,718 (3148-31,808) 0.3267
Lymphocytes? 998 (231-4478) 805 (306-2.874) 1.079 (231-4478) 0.0714
Neutrophil-lymphocyte ratio 11.79 (11.65-48) 12.79 (14.44-48) 10.33 (11.65-40.17) 0.0230
Monocytes? 533 (0-2.088) 452.5 (76-2.088) 554.5 (0-1.676) 0.1694
Platelets* 235,500 (48,000-564,000) 193.500 (48,000-511,000) 274,500 (68,000-564,000) 0.0063

fAbsolute frequency (relative).
*Median (interquartile range).

SFatal cases, n = 32; recovered cases, n =33. p
0.05.

1L-22, 11.-23, age, platelets and lymphocytes, Spearman correlation analysis was performed due to the non-normal
distributions of these variables. The results were considered statistically significant whenever the p-value was lower

than 0.05 (p < 0.05).

Ethical approval

Informed consent was obtained from each involved participant. This study was approved by the National Research
Ethics Commission (CONEP, protocol no. 4.026.888) and by the Research Ethics Committee of the Federal University
of Ceara (PROPESQ" /UFC, protocol no. 4.346.280).
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3 Results

Amongthe78patientsinthestudy,40(51.2%)diedand38(48.8%)recovered. Mostindividualsweremen(64.1%),  with  a
median age of 59 (range: 22-97) years. Systemic arterial hypertension was the most frequent comorbidity (30.7%).
Patients with a history of the cerebrovascular accident showed statistical significance compared with patients without
comorbidity. Sociodemographic and clinical details are shown in Table 1.

When associating the categorical variables of comorbidities, the Pearson and Fisher chi-square tests showed a
statistically significant association only between the groups with the cerebrovascular accident (CVA) and without
comorbidities (p = 0.0076) for both recovered and fatal cases.

Fatal cases were older (median: 69.50; IQR: 22-97), had lower platelet concentration (median: 193.500; IQR:
167.000-256.000), higher neutrophil-lymphocyte ratio (NLR; median: 12.79; IQR: 14.44—48) and higher concentration
of IL-18 (median: 139.2; IQR: 36.64—3.361.0) compared with recovered cases. Spearman correlation analysis showed
that age (r = 0.003, p > 0.05), gender (r = -0.1300, p > 0.05), platelet count (r = 0.04, p > 0.05) and lymphocyte count
(r =-0.22, p > 0.05) had no statistical significance with IL-18 levels.

IL-18 GM-CSF
4000 I 1 r;]
1 . 600 -
3000 L]
E 400 . . — 400+
37 '] A E
e - .—”‘“"""5 g °
200 ° a: 200 l A
ﬁ L ] . A
0 o= e u“l o 0 — ] =
Recovered  Fatal cases Recovered  Fatal cases
© MCP-1 ®) IL-10
s
1000 A
800 . =
— 700 “ E
E 600 B >
2 500 % s
400 .
300 b
200
Recovered Fatal cases Recovered  Fatal cases

Figure 1. Comparison of IL-18, MCP-1, IL-10 and GM-CSF cytokine values between fatal and recovered cases, respectively. Mann—

Whitney test (*p <0.05). (A) IL-18 (p = 0.009; n = 40, 38). (B) GM-CSF (p = 0,0187; n = 16, 12). (C) MCP-1 (p = 0.1863; n = 40, 35). (D) IL-10
(p=0.3584; n = 38, 32).

Some cytokines showed results below the lower limit of quantification. Therefore, only samples with detectable
levels were used in the analyses. Despite the small sample size, GM-CSF (n = 28), IL-22 (n = 19) and 1.-23 (n = 8)
values were significantly lower in fatal cases (p = 0.0187, 0.0473 and 0.0313, respectively). Increase in I1L.-18 was not
correlated (p > 0.05) with changes in GM-CSF (p = 0.2820), IL-22 (p = 0.3268) or IL-23 (p = 0.2417). Despite
nonsignificant results, 1L-10 and MCP-1 are graphically presented as they were detected in most samples.
Supplementary Table 1 demonstrates the medians and amounts of samples with detected levels for each cytokine.

Figure 1 shows the comparisons of the cytokines 1L.-18, IL-10, MCP-1 and GM-CSF levels from fatal cases and
recovered groups.
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4 Discussion

IL-18 is elevated in fatal cases of COVID-19

In the present study, IL-18 levels were higher in patients who died compared with discharged patients with severe
COVID-19. Recent studies show that the proportion of proinflaimmatory and anti-inflammatory cytokines can be used
for risk stratification in hospitalized patients with COVID-19. IL-18 has been reported as a predictor of infection
severity [1,7-9]. Considering II.-18 biological functions, it was first reported to induce interferon-y activity [10]. IL-18
regulates the Th1 and Th2 responses, and its increased production can lead to an exacerbated inflammatory state [3].
In COVID-19 patients, IT.-18 has been studied for its role as a component of inflaimmasomes [11]. Inflammasomes are
cytosolic protein complexes important in the innate immune response against pathogen-associated molecular patterns.
From the activation of inflammasomes, proinflammatory cytokines such as IL-1B and IL-18 are activated and released
into the extracellular environment, leading to pyroptosis (cell death by lysis) and inflaimmation. When this process is
overactivated, exacerbated inflammation triggers the disease aggravation. Studies show that NLRP3 (NOD-, LRR- and
pyrin domain-containing protein 3) inflaimmasome is highly expressed in patients with COVID-19, being a potential
marker of disease severity [11,12].

Furthermore, IL.-18 is also associated with worsening and mortality in other viral diseases such as influenza and
dengue [7]. Together with other cytokines, increased expression of IL-18 contributes to macrophage activation
syndrome, a condition seen in autoimmune diseases and influenza. Previous studies revealed similarities in the
pathogenesis of COVID-19 and macrophage activation syndrome [3,12].

Other relevant cytokines: GM-CSF, IL-10 & MCP-1

GM-CSF is a proinflammatory cytokine produced by macrophages, T cells, fibroblasts, endothelial cells and epithelial
and tumor cells, with most of the production occurring in inflammatory sites. GM-CSF levels are low or undetectable
under normal conditions. However, any immune trigger can rapidly increase its concentration [13]. Elevated levels of
GM-CSF were found in the bronchoalveolar fluid of patients with SARS compared with healthy controls [14]. In
addition, the use of GM-CSF and this cytokine inhibitor (anti-GM-CSF monoclonal antibodies) as a therapeutic
strategy in COVID-19 has been reported. However, a dual role is related to GM-CSF, depending on the stage of the
disease and the amount of this molecule [15].

In this study, the concentration of GM-CSF was lower in fatal cases compared with recovered patients, suggesting a
positive role of a nondelayed or exacerbated response of this cytokine in the recovery of patients, associated, for
example, with differentiation and activation of alveolar macrophages that contribute to viral clearance [16].

IL-10 is an anti-inflammatory cytokine described to be elevated in patients with severe COVID-19 [1,9. Because of
the inflammatory context of these individuals, it is believed that the increase in IL-10 would be a compensatory
response of the body in an attempt to quell the inflaimmatory process. Elevated IL-10 was related to the T-cell
exhaustion from the overactivation and proliferation of these cells 1. MCP-1 is responsible for the recruitment of
monocytes and macrophages, contributing to exacerbated inflaimmation and thromboembolic disorders when
occurringinhighamountsinthebody.InCOVID-19,itsincreaseincriticallyillpatientshasalsobeenreportedit,17).

Comorbidities, age, platelets & NLR: significant in fatal cases

Several infectious agents are considered to be risk factors for CVA development. A systematic review by Kazemi e al.
(18] showed that SARS-CoV-2 infection could be correlated with CVA. The putative mechanisms that may explain this
relationship between stroke and COVID-19 include coagulopathies (especially thrombophilia), the expression of
angiotensin-converting enzyme in CNS cells and interaction with SARS-CoV-2, endothelial dysfunction,
microthrombosis and activation of the proinflammatory cytokine cascade. Klok ez al [19] reported that thrombotic
complications occurred in 31% of critically ill ICU patients with SARS-CoV-2. Our study corroborates these findings,
as it shows that patients with severe COVID-19 and stroke had a higher risk of death (p = 0.0143) than those without
comorbidities.

Another significant finding of our study, consistent with other studies, is that older patients showed higher death
rates (p = 0.001). Tjan ez al. [8] reported that asymptomatic or mildly symptomatic patients were significantly younger
than those with severe disease. Age-associated severe infection seems to be due to immunosenescence, followed by
comorbidities and age-related variation in the expression of angiotensin converting enzyme 2 [20].
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Patients with COVID-19 pneumonia exhibit coagulation abnormalities, often with mild thrombocytopenia. On
average, patients with severe diseases have a lower platelet count than those with nonsevere disease [21].
Thrombocytopenia on admission in patients with COVID-19 was associated with 4.24-fold increased mortality risk [1].
Similarly, our results showed lower platelet count in individuals who died than in the discharge group. In agreement
with Liu e a/. 2], which showed that NLR, an inflammatory marker, is an independent risk factor for the individuals
with COVID-19 in hospital mortality, the NLR of patients in our study was significantly higher in fatal cases. Thus,
inflammatory and regulatory responses play a significant role in controlling the infection caused by SARS-CoV-2 and
can also predispose to severe pulmonary and systemic manifestations in certain individuals. Factors associated with age,
comorbidities and alteration in blood components may contribute to the poor prognosis in critically ill COVID-19
patients.

Conclusion

This study evidenced the prediction of the outcomes of COVID-19 patients from ICU through pro-inflammatory
cytokine evaluation. Our results demonstrate that the concentration of IL-18 was higher in individuals with the clinical
outcome of death. In addition, sociodemographic and laboratory characteristics such as advanced age, history of CVA,
low platelet count and high NLR were related to fatal cases. Among the limitations of our study are the small sample
size, absence of a control group without COVID-19 and with COVID-19 but not admitted to the ICU, and nonanalysis
of the follow-up of patients with a serial sample.

Recognizing differences between high- and low-risk individuals with poor prognosis through biomarkers can help
determine the best preventive and treatment therapy, in addition to helping to understand the pathogenesis of the
disease.

Summary points

* Immune characteristics of individuals infected with COVID-19 have been extensively investigated.

* Unregulated inflammatory response, whether insufficient or exacerbated, triggers a lower capacity to resolve the disease, leading
to harmful effects on the body.

e Itis essential to investigate biomarkers that guide the prognosis of the SARS-CoV-2 infection; such knowledge helps in early and
aggressive intervention in patient therapy.

* This cross-sectional study aimed to evaluate serum markers as predictors of poor clinical outcomes in unvaccinated patients
admitted to the intensive care unit at a reference hospital for COVID-19 in Fortaleza in northeastern Brazil. The secondary aims
were to evaluate the sociodemographic, clinical and laboratory characteristics of these patients.

* Seventy-eight patients met the inclusion criteria and were divided into two groups: fatal cases (n = 40) and recovered (n = 38).

* Sex, age, comorbidities, hospitalization length, C-reactive protein values, D-dimer, leukocytes, neutrophils, lymphocytes,
neutrophil-lymphocyte ratio, monocytes and platelets, and levels of 20 cytokines were compared between the groups.

» Fatal cases were older and had lower platelet concentration, higher neutrophil-lymphocyte ratio and higher IL-18 concentration
than recovered patients. Correlation analysis showed that age, sex, platelets, lymphocytes, GM-CSF, IL-22 and IL-23 had no
statistical significance with IL-18.

* This study shows that elevated IL-18 predicts poor prognosis in critically ill COVID-19 patients. Combined with other studies, these
findings can help determine the best preventive and treatment therapy.

Supplementary data
To view the supplementary data that accompany this paper please visit the journal website at: www.futuremedicine.com/doi/
suppl/10.2217/fmb-2022-0057
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