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RESUMO

Introducédo: A injuria renal aguda em pacientes internados em UTI por COVID-19,
tem importante impacto no prognéstico dessa populacdo e a disfuncdo endotelial
encontra-se no cerne da fisiopatologia da injuria renal. Pacientes com necessidade de
didlise apresentam elevadas taxas de mortalidade e estudos sdo necessarios para
desenvolver melhores estratégias de identificagdo precoce desses individuos.
Objetivos: Descrever as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com
COVID-19 que necessitaram de didlise durante internamento na UTI, avaliar o
desempenho de biomarcadores endoteliais para prever a necessidade de didlise e
prognostico dessa populacdo. Métodos: Este € um estudo prospectivo com 58
pacientes com COVID-19 ndo vacinados internados na UTI. Foram analisados
exames bioquimicos e o0s biomarcadores vasculares VCAM-1, Syndecan-1,
Angiopoetina-1 e Angiopoeitina-2. A gravidade dos pacientes internados na UTI foi
estimada por meio do escore SAPS3 e todos os dados da UTI foram calculados a
partir do Sistema EpimedTM ®. Os dados foram analisados usando o software SPSS
para Macintosh, versdo 23 (Armonk, NY: IBM Corp.). Um valor de p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo para todos os testes analiticos.
Resultados: Dentre os 58 pacientes do estudo, 37 (63,79%) evoluiram com
necessidade de dialise durante o internamento na UTI. Esses pacientes eram mais
velhos (62,4 + 12,5 vs. 53,5 = 16,5 anos, p=0,037) e tinham maior prevaléncia de IRA
(95% vs 39%, p<0,001). O grupo da dialise fez mais uso de vasopressor (70% vs.
26%, p=0,001) e ventilacdo mecanica (95% vs. 69%, p=0,022) e apresentou maior
taxa de mortalidade em comparacédo com o grupo que nao dialisou (76,2% vs.23,8%,
p<0,001). O SAPS3 foi maior em pacientes que necessitaram de dialise (63 £ 13,8 vs.
49,5 + 14,2, p<0,001) e esses apresentaram menor nivel de plaguetas e maiores
niveis de LDH, uréia e creatinina. O VCAM-1 e a relacdo Ang-2/Ang-1 estavam
aumentados no grupo gue necessitou de dialise. A relacdo Ang-2/Ang-1 teve melhor
AUC-ROC (0,684 —95%CI: 0,536 a 0,833; p=0,022), seguida por VCAM-1 (0,673 —
95%CI: 0,521 a 0,826; p=0,031). Em uma abordagem combinada usando niveis de
VCAM-1 e Syndecan-1 e relacdo Ang-2/Ang-1, a AUC-ROC melhorou para 0,713 —
95%Cl: 0,568 a 0,858; p=0,008. Pacientes com niveis acima dos niveis de corte de
syndecan-1, VCAM-1 e relacdo Ang-2/Ang-1 precisaram de didlise mais
precocemente. ldade mais avancada, uso de vasopressores, escore SAPS3 mais
elevado, niveis de LDH, VCAM-1, Syndecan-1, relacdo Ang-2/Ang-1 e diminuicdo dos
niveis de plaquetas contribuiram para a necessidade de dialise (hazard ratio > 1,00).
Concluséo: Pacientes ndo vacinados portadores de formas criticas de COVID-19 e
gue necessitaram que dialise durante internamento na UTI tinham idade mais
avancada, maior necessidade de vasopressores e ventilagdo mecanica na admisséo
na UTI, escore SAPS3 mais elevado e maior mortalidade. Niveis de biomarcadores
endoteliais acima do ponto de corte determinado no estudo associaram-se com maior
mortalidade e evolugéo mais rapida da injaria renal até o inicio da hemodiélise. VCAM-
1 e razdo Ang-2/Ang-1 demonstraram uma boa performance na predicdo da
necessidade de dialise e a analise combinada desses dois marcadores, juntamente
com os niveis de Syndecan-1, apresentaram uma performance ainda melhor.

Palavras-chave: COVID-19, Dialise, Endotélio, Biomarcadores, Injuria Renal Aguda



ABSTRACT

Introduction: Acute kidney injury in patients admitted to the ICU due to COVID-19 has
an important impact on the prognosis of this population and endothelial dysfunction is
at the heart of the pathophysiology of kidney injury. Patients requiring dialysis have
high mortality rates and studies are needed to develop better strategies for early
identification of these individuals. Aim: To describe the clinical and laboratory
characteristics of patients with COVID-19 who required dialysis during ICU stay,
evaluate the performance of endothelial biomarkers to predict the need for dialysis and
prognosis of this population. Methods: This is a prospective study with 58
unvaccinated COVID-19 patients admitted to the ICU. Biochemical tests and the
vascular biomarkers VCAM-1, Syndecan-1, Angiopoietin-1 and Angiopoeitin-2 were
analyzed. The severity of patients admitted to the ICU was estimated using the SAPS3
score and all ICU data were calculated from the EpimedTM ® System. Data were
analyzed using SPSS software for Macintosh, version 23 (Armonk, NY: IBM Corp.). A
value of p<0.05 was considered statistically significant for all analytical tests. Results:
Among the 58 patients in the study, 37 (63.79%) developed the need for dialysis during
their stay in the ICU. These patients were older (62.4 + 12.5 vs. 53.5 + 16.5 years,
p=0.037) and had a higher prevalence of AKI (95% vs. 39%, p<0.001). The dialysis
group used more vasopressors (70% vs. 26%, p=0.001) and mechanical ventilation
(95% vs. 69%, p=0.022) and had a higher mortality rate compared to the group that
did not undergo dialysis (76.2% vs.23.8%, p<0.001). SAPS3 was higher in patients
who required dialysis (63 + 13.8 vs. 49.5 £ 14.2, p<0.001) and they had lower platelet
levels and higher LDH, urea and creatinine levels. VCAM-1 and the Ang-2/Ang-1 ratio
were increased in the group that required dialysis. The Ang-2/Ang-1 ratio had better
AUC-ROC (0.684 —95%CIl: 0.536 to 0.833; p=0.022), followed by VCAM-1 (0.673 —
95%Cl: 0.521 to 0.826; p=0.031) . In a combined approach using VCAM-1 and
Syndecan-1 levels and Ang-2/Ang-1 ratio, AUC-ROC improved to 0.713 —95%CI:
0.568 to 0.858; p=0.008. Patients with levels above the cutoff levels of syndecan-1,
VCAM-1 and Ang-2/Ang-1 ratio required dialysis earlier. Older age, use of
vasopressors, higher SAPS3 score, LDH, VCAM-1, Syndecan-1 levels, Ang-2/Ang-1
ratio and decreased platelet levels contributed to the need for dialysis (hazard ratio >
1 ,00). Conclusion: Unvaccinated patients with critical forms of COVID-19 who
required dialysis during ICU stay were older, had a greater need for vasopressors and
mechanical ventilation upon admission to the ICU, had a higher SAPS3 score and had
higher mortality. Levels of endothelial biomarkers above the cutoff point determined in
the study were associated with higher mortality and faster progression of kidney injury
until the start of hemodialysis. VCAM-1 and Ang-2/Ang-1 ratio demonstrated a good
performance in predicting the need for dialysis and the combined analysis of these two
markers, together with Syndecan-1 levels, showed an even better performance.

Keywords: COVID-19, Dialysis, Endothelium, Biomarkers, Acute Kidney Injury
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1. INTRODUCAO

A infeccdo causada pelo novo virus SARS-CoV-2, denominado COVID-19,
apresenta amplo espectro clinico. Os casos mais complicados foram caracterizados
pelo desenvolvimento de sindrome respiratéria aguda grave (SRAG), bem como
outras disfuncdes organicas (WANG et al, 2020; ZHU et al., 2020). Nesse contexto, a
Injaria Renal Aguda (IRA) ganhou notoriedade e gerou grande preocupac¢do mundial
devido a alta demanda por terapias de alto custo, como a hemodialise, e ao risco
iminente de colapso do sistema de saude (CHENG et al., 2020; HIRSCH et al., 2020).

O rapido desenvolvimento de vacinas eficazes contra o SARS-CoV-2 e sua
distribuicdo em massa para a populacéo a nivel mundial, provou ser uma estratégia
de sucesso para reduzir a transmissao viral e proporcionar reducado da mortalidade
por formas criticas da doenca (ZHENG et al., 2022). Contudo, ressalta-se que a
vacinacdo pode nédo eliminar o risco de infeccdo (BROSH-NISSIMOV et al., 2021),
devendo medidas preventivas de controle serem adotadas, especialmente para
grupos de alto risco, bem como o aumento flutuante do niumero de casos devido o
surgimento de novas variantes do virus permanece uma preocupacao das autoridades
de saude, sobretudo em locais com baixa adeséo da populacédo as doses de reforco
da vacina (ZHENG et al., 2022). Ainda ndo ha estudos avaliando o impacto da
vacinacao no desenvolvimento da injdria renal aguda grave em pacientes gravemente

enfermos.

O virus SARS-CoV-2 pode induzir inflamacéo sistémica e hipercitocinemia. A
desregulacdo imune e a consequente hiperatividade inflamatéria resultam em
disfuncéo endotelial sistémica e estado de hipercoagulabilidade. Esses mecanismos
podem resultar em IRA por deplecdo de volume intravascular, hipotensdo e
consequente hipoperfusdo renal, levando a IRA pré-renal, ou mesmo injaria tubular
aguda. A “tempestade de citocinas” pode estar intimamente relacionada ao dano
alveolar e tubular em pacientes com SRAG, caracterizando um crosstalk pulm&o-rim
(JOSE et al., 2020; YE et al., 2020).

A injaria renal aguda em pacientes com COVID-19 é multifatorial e inclui
agravamento de doengas pré-existentes, resposta inflamatéria aguda, sindrome

cardiorrenal, instabilidade hemodinamica e hipovolemia. A incidéncia € semelhante a
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relatada em outras pandemias, principalmente na gripe HIN1, sugerindo que a
resposta inflamatoria sistémica pode ser o principal contribuinte para IRA grave no
cenario de doenca critica relacionada ao virus (PETTILA et al., 2011). Ainda néo
existem terapias ou estratégias eficazes para reduzir a incidéncia de IRA nessa
populacdo de pacientes (SU et al.,, 2020; RONCO et al.,, 2020) e a hemodialise
continua sendo a principal terapia de suporte em pacientes que desenvolvem dano
renal grave, apresentando forte associagao com altas taxas de mortalidade (HIRSCH
et al., 2020).

A disfuncéo endotelial e a coagulopatia foram relatadas como a base da IRA
grave associada ao COVID-19. Os biomarcadores endoteliais podem detectar
precocemente a injdria renal e permitir a adocéo de medidas eficazes para prevenir a
progresséo da doenca e suas complicagdes (MOTA et al., 2021). Esse achado poderia

facilitar o acompanhamento de pacientes de maior risco.

1.1. Histérico

Em dezembro de 2019, as autoridades internacionais voltaram os olhos para
a provincia de Wuhan, localizada em Hubei, China, devido ao surgimento de uma série
de casos de pneumonia de causa desconhecida, interligados pela exposicdo ao

mercado atacadista de frutos do mar de Huanan (WANG et al., 2020).

Devido a experiéncia com epidemias anteriores de SARS-CoV em 2002 e
2003 na China e MERS-CoV em 2012 no Oriente Médio, rapidamente a autoridades
de salde chinesas apressaram-se para investigar, caracterizar e controlar a doenca
e em 31 de dezembro de 2019 o Centro chinés de prevencéo e controle de doencas
(CDC Chinés) enviou uma equipe para conduzir uma investigacao epidemiolbgica e
etiolégica em Hubei. Em 7 de janeiro de 2020, cientistas chineses isolaram, a partir
de células epiteliais das vias aéreas de pacientes, 0 sequenciamento genético de um
novo coronavirus (2019-nCoV), posteriormente denominado coronavirus 2 da
sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV-2), permitindo o desenvolvimento de
teste diagnéstico RT-PCR em tempo real que auxiliaria a estimar o real impacto da
doenca. Apos 4 dias, em 11 de janeiro de 2020, tinhamos o primeiro caso fatal da
doenca e em menos de 1 semana, ja haviam casos confirmados na Tailandia, Jap&o
e Coréia (WANG et al., 2020).
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Em 23 de janeiro de 2020, ja haviam casos confirmados em mais de 30
provincias da China, incluindo Hong Kong, Macau e Taiwan, inclusive infeccdes
confirmadas em trabalhadores de saude que cuidavam de pacientes infectados pelo
2019-nCoV, indicando transmissédo de humano para humano (WANG et al., 2020).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou em 30 de janeiro de 2020
que o surto de SARS-CoV-2 é um problema de saude publica de interesse
internacional e, em 11 de fevereiro, anuncia o0 nome da nova doenca causada por
esse novo coronavirus: COVID-19. Em 11 de margo de 2020, a OMS declara COVID-
19 uma pandemia (CARVALHO et al., 2021).

1.2. Epidemiologia

Desde o relato dos primeiros doentes em dezembro de 2019, acumula-se
mais de 764 milhdes de casos confirmados de COVID-19 ao redor do mundo, incluindo
quase 7 milhdes de mortes de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude. (WHO,
2023).

No Brasil, um dos paises que tiveram maior destaque mundial pelo nimero
alarmante de casos durante o auge da pandemia em 2020 e 2021, até 0 momento,
contabiliza cerca de 37 mil casos confirmados de infec¢cdo pelo SARS-CoV-2,
ocupando o 6° lugar dentre os paises em numero de casos, contudo, sendo o 2° lugar
em numero absoluto de mortes com um total lamentavel de mais de 701.000 mortos

em decorréncia da doenga (WHO, 2023).

No final de marco de 2020, foram confirmados os primeiros casos de COVID-
19 em residentes do municipio de Fortaleza. Desde entéo, foram registrados mais de

344mil casos confirmados da doenca na cidade e quase 12mil ébitos (SMS, 2023).

1.3. Etiologia e Transmisséao

Os coronavirus sédo virus de RNA envelopados que podem infectar humanos,
outros mamiferos e aves e causar sintomas variados a depender do sistema afetado,
incluindo alteracdes respiratorias, gastrointestinais, hepaticas, renais, neuroldgicas,

dentre outras.
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Existiam 6 espécies de coronavirus capazes de causar doencas em humanos
até o final de 2019, sendo 4 delas prevalentes e causadoras de sintomas de resfriado
comum, enquanto as outras 2 sdo de origem zoondtica capazes de causar
manifestacbes mais graves e até fatais - trata-se do coronavirus da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV) e do coronavirus da sindrome respiratéria do
Oriente Médio (MERS-CoV).

A andlise filogenética relevou que o SARS-CoV-2 pertence ao género
betacoronavirus, que inclui coronavirus descobertos em morcegos e outros animais
selvagens, sendo o sétimo membro da familia dos coronavirus que infectam humanos
(ZHU et al., 2020).

Ainda no inicio do surto, hipéteses com relacéo a capacidade de transmissao
interpessoal da doenca foram levantadas e o estudo de um grupo familiar chinés
mostrou de 5 individuos infectados que estiveram em Wuhan provavelmente
infectaram um sexto familiar que nao havia viajado (CHAN et al., 2020), bem como
chamou atencgéo a possibilidade de individuos que ainda ndo haviam apresentado
sintomas de transmitir a doenca (ROTHE et al., 2020).

Menos de 2 meses apds 0s primeiros relatorios, trés caracteristicas principais
da COVID-19 foram estabelecidas: uma transmisséao eficiente interpessoal através de
secrecdes respiratorias; indicios de que as pessoas podem transmitir o virus antes de
apresentarem sintomas, ou mesmo sem nunca apresentar sintomas; e o periodo de

incubagéo em torno de 5 a 7 dias.

Em dezembro de 2020, as autoridades de salde inglesa anunciaram a
identificacdo da variante B.1.1.7 que possuia um grande niumero de mutacdes e uma
alta taxa de transmissibilidade, alertando o mundo para o risco das chamadas VOCs
(variants of concern) (VOLZ et al., 2021). Ap6és semanas, novas VOCs foram
reportadas com caracteristicas similares, como, por exemplo, a variante P.1 no Brasil
(FARIA et al., 2021), que foi responséavel pelo colapso do sistema de saude na cidade

de Manaus.

Os genomas de virus de RNA sao particularmente propensos a mutacgao,
contudo, o0 SARS-CoV-2, assim como os demais coronavirus relacionados, codifica

um dominio que reduz sua taxa de mutacao relativa aos demais virus de RNA que
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nao possuem tal dominio (como influenza, HIV e virus da hepatite C) (VASILAROU,
et al., 2021).

Recentemente, a Organizacdo Mundial de Saude declarou que a COVID-19
ndo é mais uma emergéncia de saude publica a nivel global (WHO, 2023). Contudo,
0 surgimento de novas variantes permitindo a transmisséo para pessoas vacinadas é
esperado e a viruléncia pode aumentar ou diminuir, a depender das caracteristicas
adquiridas. Tal fenémeno deve ser monitorizado de perto para diminuir o risco de uma
nova pandemia, bem como deve-se reforcar a vacinagdo completa, inclusive com
doses de reforco e medidas de prevencdo, sobretudo na populacdo de

imunocomprometidos (OTTO, et al., 2021).

1.4. Quadro Clinico e Progndstico

A COVID-19 pode acometer individuos de qualquer sexo e idade, contudo,
homens idosos e portadores de comorbidades, com destaque para hipertenséo,
diabetes mellitus e obesidade, sédo 0s grupos mais propensos a desenvolver formas
graves da doenca e necessitarem de internacdo hospitalar, enquanto jovens
saudaveis, em geral, sdo assintomaticos ou oligossintomaticos (GUAN et al., 2020;
RICHARDSON et al., 2020).

Os sintomas mais comuns séo febre, fadiga e tosse seca. Outros sintomas
incluem alteracbes do olfato, cefaléia, odinofagia, anorexia, diarréia, nduseas e
vomitos (WU et al., 2020). A maioria dos sintomas aparecem apds um periodo de
incubacdo de 1 a 14 dias (mais comumente apos 5 dias) e sdo autolimitados com
resolucdo espontanea e necessidade do uso de medicacBes para controle dos

sintomas apenas.

Naqueles pacientes com indicacédo de internamento hospitalar, a dispnéia &
um sintoma prevalente na admissao e, em geral, desenvolve-se apds cerca de 8 dias
do inicio da doenca (WU et al., 2020). Dentre os sinais clinicos, a hipoxia € o de maior
relevancia, associando-se a evolucéo para a forma critica da COVID-19 (PETRILLI et
al., 2020). Grande parte desses pacientes vai apresentar o achado de pneumonia
bilateral nos exames radiolégicos e evoluir com Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SRAG).
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Em um estudo com 72.314 pacientes na China, evidenciou-se que 81% dos
pacientes desenvolveram formas leves da doenca, 14% foram casos graves com
necessidade de internamento na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e 5% foram
casos criticos nos quais os pacientes evoluiram com disfun¢des de multiplos 6rgéos,

insuficiéncia respiratéria e choque séptico (WU et al., 2020).

Pacientes que evoluem com multiplas disfunces organicas apresentam pior
progndstico e apresentam elevadas taxas de mortalidade, em especial idosos e
pacientes com necessidade de uso de monitorizagéo e terapias invasivas de suporte
a vida na UTI, tais como ventilagdo mecanica invasiva e dialise, podendo chegar a
mais de 95% de mortalidade (RICHARDSON et al., 2020).

Devido ao impacto social e econémico da pandemia, a comunidade cientifica
esforcou-se para o desenvolvimento de vacinas em tempo recorde. Em uma reviséo
gue incluiu 51 estudos em 14 paises que tratavam da eficacia das vacinas contra a
COVID-19, os resultados sugerem diminuicdo da necessidade de hospitalizacao,
prevencdo de desenvolvimento de formas grave, diminuicdo da necessidade de
internacédo na UTI e reducdo da mortalidade na populagdo completamente vacinada
(ZHENG et al., 2022).

Paciente imunocomprometidos, incluindo individuos com malignidades
hematolégicas e de 6rgaos solidos ou submetidos a transplante de células-tronco ou
orgaos solidos, bem como pacientes com erros inatos de imunidade ou doencas
autoimunes dermatolégicas e sistémicas, compde uma populacdo de alto risco de
evolucdo desfavoravel. Apesar dos estudos ndo demostrarem suscetibilidade
aumentada a infeccdo pelo SARS-CoV-2 em comparacdo com a populacéo geral, a
gravidade da doenca, a dindmica e a persisténcia da soroconversdo apoés a infeccéo
podem diferir. Além disso, esse grupo possui taxas de mortalidade significativamente
mais altas. Neste contexto, € de extrema importancia investigar o impacto da

vacinacgao neste grupo de pacientes (MOHAMED, et al., 2022).

1.5. Fisiopatologia da Lesdo Endotelial associada a COVID-19

A fisiopatologia da COVID-19 mostrou-se extremamente complexa, com
multiplos mecanismos associados, tais como: efeitos citopéaticos diretos do virus,

resposta imune desregulada caracterizada pela “tempestade de citocinas’,
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coagulopatia secundaria a lesdo endotelial, trombose mediada por efeitos imunes,

dentre outros.

Resposta imune inata hiperinflamatdria e resposta adaptativa inadequada
estdo envolvidos na disfungdo orgéanica que pode acometer parte dos individuos
infectados pelo SARS-CoV-2. Também foi observado que tal desequilibrio pode levar
ao desencadeamento de condi¢cbes autoimunes e autoinflamatoérias (EIJK et al.,
2021). Varias condi¢cdes autoimunes podem estar associadas a COVID-19, dentre
elas puarpura trombocitopénica trombética (PTT) (HINDILERDEN et al., 2020) e
sindrome antifosfolipidica (SAA) (ZHANG et al., 2020), condicbes que cursam com

lesé@o de células endoteliais, microangiopatia trombatica e hipercoagulabilidade.

O SARS-Cov-2 entra na célula através de ligacdo com o receptor Enzima
Conversora da Angiotensina 2 (ECA 2), presente nas células dos tubulos proximais e
podocitos renais, por exemplo, reduzindo a degradacdo de angiotensina Il em
angiotensina 1-7 que tem acao vasodilatadora e diminui a liberacdo de citocinas
inflamatorias. Os niveis aumentados de angiotensina Il promovem ativacao do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), levando a inflamacéo, fibrose e
vasoconstriccdo (GABARRE et al., 2020).

A entrada do virus na célula também resulta em cascatas de sinalizacdo que
levam a producdao de Interferon | (IFN 1) e citocinas pré-inflamatérias que irdo limitar a
replicacdo viral e induzir a apoptose das células infectadas, levando ao controle da
doenca. Contudo, véarias proteinas do SARS-CoV-2 podem suprimir tal cascata e
retardar esse processo, levando a uma replicacdo viral exacerbada com maior
disseminacéo viral, bem como culminando com hiperinflamacéo e lesao tecidual (TIAN
et al., 2020).

O sistema complemento também possui papel importante da fisiopatologia da
doencga, uma vez que sua ativagcdo de forma exacerbada resulta de inflamacgéo,

disfungéo endotelial e coagulacéo intravascular disseminada (NORIS et al., 2020).

A resposta imune exacerbada, por sua vez, leva a formacao de moléculas que
resultam na expressao aumentada de fator tecidual, que ativa as vias intrinseca e
extrinseca da coagulacdo, bem como a liberacdo de produtos denominados neutrophil
extracellular trap (NETS) que, além de matar o patdégeno, também podem induzir ao
estado pré-coagulante (ENGELMANN et al., 2013).
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Quando as células endoteliais sofrem o efeito citopatico direto do SARS-Cov-
2, ou tém contato com pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs) derivadas do
virus (tais como lipopolissacarideos e citocinas pré-inflamatérias) ou damage-
associated molecular patterns (DAMPS) derivadas de células mortas, o endotélio
torna-se ativado (LIBBY et al., 2020).

1.6. Injaria Renal Aguda associada a COVID-19

Nas primeiras séries de casos publicadas, a incidéncia de Injuria Renal Aguda
(IRA) nos pacientes hospitalizados por COVID-19 ndo parecia algo preocupante.
Alguns trabalhos mostraram alteracfes nos niveis de creatinina sérica em apenas
10,8% dos pacientes (WANG et al., 2020).

Ao longo da pandemia, andalises posteriores demonstraram que a COVID-19
era capaz de causar disfuncao de varios sistemas, além do respiratorio. Nos pacientes
graves com necessidade de internagcéo hospitalar, sobretudo naqueles internados em
Unidades de Terapia Intensiva, a IRA ganhou notoriedade por parte da comunidade
académica, sobretudo pela preocupacéo pela demanda de recursos de alto custo nos
casos graves e risco de colapso do sistema de saude. Estudos demonstraram uma
incidéncia de quase 40% de IRA em pacientes hospitalizados (NG et al., 2021).
Relatos da Europa e dos EUA indicaram incidéncia muito elevada de IRA nos
pacientes internados em UTIl com até 45% desse grupo necessitando de terapia
substitutiva renal (TSR) (HIRSCH et al., 2020). A presenca de IRA é fator de péssimo
progndéstico nos pacientes com COVID-19 e associa-se ao aumento da mortalidade,

especialmente naqueles com necessidade de dialise (GUPTA et al., 2021).

O mecanismo de injuria renal associado a infeccdo pelo SARS-CoV-2 é

complexo e multifatorial.

Mecanismos nao especificos envolvem: caracteristicas da propria populagéo
(idosos, portadores de comorbidades), hipovolemia (secundaria aos sintomas
apresentados, tais como vOmitos, febre, diarréia), uso altas pressbes durante a
ventilacdo mecanica gerando aumento da pressao intratoracica e consequente
reducdo da pré-carga e do débito cardiaco, disfuncdo cardiaca, sepse, hipoxemia e

uso de drogas nefrotoxicas.



22

Postula-se que a resposta imune e inflamatéria, lesédo endotelial, ativacdo das
vias de coagulacdo e do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) sdo o0s
protagonistas da IRA associada a COVID-19 (SHARMA et al., 2020).

Citocinas séo liberadas no pulmdo em resposta a formacdo de damage-
associated molecular patterns (DAMPS) e pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) e contribuem para o recrutamento de células inflamatorias e dano tecidual
levando a Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA). A liberacdo de
DAMPs e PAMPs na circulagdo ativa o processo inflamatério regional no rim, a

resposta imune e a trombose imuno-mediada (LEGRAND et al., 2021).

Figura - 1 - Fisiopatologia da IRA associada a COVID-19.
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Fonte: Adaptado de NADIM et al., 2020.
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1.7. Biomarcadores endoteliais e Injuria Renal Aguda

O nivel sérico de creatinina (Cr) ainda € o biomarcador mais amplamente
utilizado para o diagndstico de injuria renal aguda. Contudo, ele somente apresentara
aumento quando ja tiver instalado um dano renal grave que leve a um
comprometimento avancado da taxa de filtrac&o glomerular (TFG) e sua consequente
reducdo (URBSCHAT et al., 2011). Dessa forma, novos biomarcadores tém sido

objeto de estudo com o intuito de detectar a IRA de forma mais precoce.

Foi demonstrado em estudos anteriores que a disfuncao endotelial tem um
papel na fisiopatologia da disfuncdo organica em alguns cenérios, inclusive no

comprometimento da funcao renal (CLARK et al., 2014).

O endotélio € uma camada de diferentes células com diferentes fun¢cdes que
reveste 0s vasos sanguineos e linfaticos e é responsavel pela manutencdo da
perfusdo tecidual e do tbnus vascular. Essa camada também cria, na interface com o

sangue e seus componentes, um microambiente antitrombotico e anti-inflamatério.

Dentre 0s processos regulados pelo endotélio, podemos destacar:
angiogénese (através da acdo da angiopoeitina 2, por exemplo), homeostase e
coagulacéo (através do efeito protetor do glicocalice e da sintese de fatores pro-
coagulantes e anticoagulantes), regulacdo do ténus vascular (pela producdo de
substancias vasodilatadoras, tal como o éxido nitrico), inflamacéo (pela producéo de
fatores tais como vascular cell adhesion protein 1 - VCAM-1) e regulacao da ativacéo
do complemento e do estresse oxidativo (JOURDE-CHICE et al., 2019).

O rim é um 6rgao extremamente vascularizado e possui uma ampla variedade
de células endoteliais (CE), tais como: CE glomerulares, CE dos capilares
peritubulares e CE das grandes veias e artérias renais. Cada uma dessas populacées
de células exerce diferentes funcdes e é exposta a fatores estressantes distintos, tais
como diferentes forgcas de cisalhamento do fluxo sanguineo, diferentes pressbes de
oxigénio e osmolalidades. As CE glomerulares atuam na filtracdo glomerular,
enquanto as CE dos capilares peritubulares atuam na secrecéo e reabsorcéo tubular
(SATCHELL et al., 2009).

As células endoteliais glomerulares fazem parte de uma espessa camada rica
em proteinoglicanas e glicosaminoglicanas denominada glicocalice, que fica ancorada

na membrana basal glomerular e cujo papel estar na regulacédo da permeabilidade
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vascular e no balanco de fluidos. A espessura do glicocalice € maior que a das
moléculas de adesao celulares, tais como vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-1)
e intercell adhesion molecula 1 (ICAM-1), expressas pelas CE, dificultando a adesao

celular ao endotélio.

Sob condi¢cdes de geram sua ativacdo, tais como inflamacéo (producédo de
TNF, IFN, IL-1), lesdo, estresse oxidativo e infeccéo, ocorrem alteracfes que geram
downregulation de fatores protetores e a upregulation de moléculas de adeséo e de
receptores inflamatorios, bem como alteracdes que levam a degradacgéo do glicocélice
e aumento da exposicado de moléculas de adesdo e consequente recrutamento de
leucdcitos e perpetuacdo da cascata de inflamacdo. CE disfuncionais e apoptoticas
levam a exposicdo da matriz extra-celular com seu componente pro-coagulante fator

tecidual aos componentes da cascata de coagulacdo, levando a sua ativacao.

E importante ressaltar que os biomarcadores disponiveis utilizados para
avaliar a funcao endotelial em humanos refletem disfuncdo endotelial sistémica em
vez de disfuncdo orgdo-especifica e o exame histolégico renal seria necessario para
andlise especificamente da injuria endotelial renal (RABELINK et al., 2010).

Ha algum tempo os biomarcadores vasculares também se revelaram objeto
de interesse para a predicdo da necessidade de hemodialise em diversos cenarios.
Niveis de marcadores de dano ao glicocalice e as células endoteliais se mostraram
mais altos em pacientes em dialise (LIEW et al., 2021). Em um estudo com pacientes
internados por leptospirose grave, niveis elevados de syndecan-1 e angiopoietina-2
no momento da admisséo no hospitalar estiveram associados com a necessidade de
suporte substitutivo renal (MENESES et al., 2022).

1.7.1. VCAM-1

A molécula vascular cell adhesion protein 1 (VCAM-1) é expressa na
membrana de células endoteliais ativadas e promove a adesao de leucécitos. Estudos
anteriores demonstraram que os niveis circulantes de VCAM-1 refletem a ativagéo e
o dano endotelial (LIBBY et al., 2020), bem como nivel elevados associam-se ao
desenvolvimento de injaria renal aguda (MEERSCH et al., 2019). Em pacientes com
insuficiéncia respiratéria grave secundaria a COVID-19, os niveis de VCAM-1

mostraram-se mais altos em nao sobreviventes (LAMPSAS et al., 2021), apoiando a
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hipétese de que a COVID-19 afetaria especificamente o endotélio (VIECELI et al.,
2021).

1.7.2. Syndecan-1

A inflamacéo pode induzir a degradacéo do glicocélice endotelial e a liberacao
de seus componentes, como o0 syndecan-1, que pode ser usado como biomarcador
de lesdo (UCHIMIDO et al., 2019). Esse processo leva ao aumento da permeabilidade
vascular, vasodilatacdo desregulada e trombose de microvasos, que culminam em
perpetuacdo do dano endotelial, inflamacdo e coagulopatia (JOHANSSON et al.,
2011). Os niveis de syndecan-1 aumentam gradualmente ao passo em ocorre
progresséo da disfuncdo renal (QIN et al., 2020). Pacientes com COVID-19 e altos
niveis de Syndecan-1 desenvolvem danos endoteliais e reagfes inflamatérias mais

exacerbados e tém maior mortalidade (ZHANG et al., 2021).

1.7.3. Angiopoeitinas 1 e 2

O sistema angiopoietina esta envolvido na geragdo, desenvolvimento e
maturacdo vascular e o adequado funcionamento do endotélio depende do equilibrio
desse sistema (MORISADA et al., 2006). A angiopoietina-1 (Ang-1) contribui para a
diferenciacdo vascular durante a angiogénese, bem como para a manutencdo e
renovacdo dos vasos sanguineos e estudos jA demonstraram que esses efeitos
desempenham um papel protetor na injuria renal aguda (CHIANG et al.,, 2019).
Condicdes clinicas que levam a supressdo da expressdo de Ang-1, como sepse e
SARS, e podem influenciar no desenvolvimento e recuperacdo de lesdes renais
(RICCIUTO et al., 2011).

Por sua vez, a angiopoietina-2 (Ang-2) € rapidamente liberada apos ativacao
endotelial por citocinas inflamatérias ou trombina e participa da resposta endotelial,
induzindo inflamagéao, hiperpermeabilidade vascular e apoptose (LI, YIN, GUO, 2020).
Altos niveis séricos de Ang-2 foram encontrados em pacientes com sepse ou SARS e
foram relacionados ao aumento da mortalidade, bem como em pacientes com casos
graves de COVID-19 e necessidade de internagédo em UTI (SMADJA et al., 2021).
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1.8. Justificativa do Estudo

O presente trabalho é um dos primeiros estudos brasileiros a analisar a
correlagdo entre biomarcadores de lesdo endotelial e o desenvolvimento de injaria
renal grave, de forma a predizer a necessidade de suporte dialitico, bem como o

prognoéstico dessa populacéo durante o internamento na UTI.

A relevancia dos achados que aqui serdo descritos reside na possibilidade de
auxiliar os profissionais de saude a identificarem de forma precoce a populagdo com
maior risco de desenvolvimento de dano renal grave, de forma a tragar estratégias
gue previnam o agravamento de tal injdria, na tentativa de diminuir a necessidade de
didlise e complicacdes, bem como ter impacto na reducédo de custos relacionados a

salde e mortalidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel dos biomarcadores vasculares como preditor da necessidade

de hemodialise e do progndéstico em pacientes criticos com COVID-19.

2.2 Objetivos Especificos

Descrever as caracteristicas clinicas e laboratoriais admissionais dos pacientes
criticos com COVID-19 que necessitaram de dialise durante internamento na
UTI;

Determinar os niveis séricos de biomarcadores endoteliais dos pacientes no
momento da admisséo na UTI, de acordo com a necessidade ou ndo de dialise;

Analisar a mortalidade da populacdo estudada de acordo com o0s niveis de

biomarcadores endoteliais;

Determinar a performance dos biomarcadores endoteliais na predicdo da
necessidade de diélise, bem como velocidade de evolucao da injaria renal até

a necessidade suporte dialitico, durante internamento na UTI;
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3. METODOLOGIA

3.1. Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, realizado com pacientes graves

internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) por COVID-19.

3.2. Caracterizacao do Local do Estudo

Foram estudados pacientes com diagnéstico clinico e laboratorial internados
na UTIl do Hospital Instituto Doutor José Frota (IJF), localizado no municipio de
Fortaleza, estado do Ceara, Nordeste do Brasil, durante o periodo de junho de 2020
a abril de 2021.

O IJF é reconhecido pela sociedade como um complexo hospitalar terciario de
exceléncia com foco no atendimento de urgéncia e emergéncia a pacientes vitimas de
trauma, bem como foco no desenvolvimento do ensino e pesquisa. O hospital tem mais
de 600 leitos de internacéo e, durante a pandemia, foi adaptado para também dar
suporte a pacientes com COVID-19 que necessitavam de hospitalizacdo, sobretudo
em leitos de terapia intensiva, sendo a principal referéncia municipal para o tratamento
de pacientes com formas graves da doenca. Durante o periodo do estudo, o hospital
contou com até 100 leitos de UTI e mais de 50 leitos de enfermaria voltados para
individuos infectados pelo SARS-CoV-2.

Todos os pacientes internados com COVID-19 do estudo eram selecionados
através da Central de Regulacdo do Municipio, provenientes de outras unidades
hospitalares, tais como Unidades de Pronto Atendimento (UPA) ou outros hospitais
secundarios. Tais pacientes eram admitidos diretamente na UTI ou enfermaria do IJF.
Pacientes admitidos na enfermaria, caso evoluissem de forma desfavoravel, eram

encaminhados para UTI.
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3.3. Populacéo do Estudo

O estudo incluiu pacientes de ambos os sexos, com 18 anos ou mais, que
tiveram diagnostico confirmado de COVID-19 por RT-PCR e que concordaram em

participar na pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Foram excluidos pacientes com doenca renal prévia registrada em prontuario
e internados por outras causas principais que nao a COVID-19 ou que adquiriram a
COVID-19 durante a internagéo hospitalar.

Também foram excluidos pacientes que faleceram nas primeiras horas de
internacdo na UTI e pacientes sem informacédo sobre o horario exato de inicio da
dialise.

Foram admitidos na UTI do IJF 368 pacientes, sendo coletadas amostras
sanguineas para analise de 116 desses pacientes. Foram excluidos 23 pacientes que
apresentaram RT-PCR negativo para COVID-19. Dentre os 93 pacientes restantes,
15 foram excluidos devido a causa principal do internamento da UTI ndo ser COVID-
19 (2 pacientes internados por epilepsia e convulsdo, 7 internados por politrauma, 2

internados por pneumonia e 4 internados por outras causas nao especificadas).

Também foram excluidos 4 pacientes portadores de doenca renal crénica
(DRC) prévia e 16 pacientes que foram a 6bito ainda dentro das primeiras 24 horas

apos admissao na UTI.

Dessa forma, nosso estudo incluiu 58 pacientes graves portadores de COVID-
19 internados na UTI, sendo que desses, 21 pacientes necessitaram de dialise (Fig. 2
Pacientes criticos COVID-19 incluidos no estudo). Todos os pacientes eram nao
vacinados, uma vez que nao havia, naquele momento, disponibilidade de uma vacina

comprovadamente eficaz.

3.4. Coleta de Dados Clinicos

Todos os pacientes recrutados tiveram dados clinicos analisados a partir dos

prontuarios médicos por membro treinado da equipe de pesquisa.
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3.5. Parametros estudados

3.5.1 Parametros clinicos

Os pacientes foram acompanhados durante toda a internagdo na UTI. Os
prontuarios meédicos foram avaliados quanto as caracteristicas dos pacientes, como
parametros sociodemograficos, sintomas e comorbidades, tempo de internacdo na
UTI, tempo desde a admissdo na UTI até a primeira didlise, nimero de sessdes de
dialise, tempo entre o inicio dos sintomas e a admissdo na UT]I, cuidados de suporte
(uso de vasopressores, necessidade de ventilagdo mecanica e dialise) e sobrevida. A
gravidade dos pacientes internados na UTI foi estimada por meio do Simplified Acute
Physiology Score 3 (SAPS3). Trata-se de uma ferramenta internacional que utiliza
dados da admissdo do paciente na UTI para avaliar a probabilidade de ébito no
desfecho hospitalar (MORENO et al., 2005). SAPS 3, indice de oxigenacéao (calculado
usando a relacdo entre pressdo parcial de oxigénio arterial (PaO2 em mmHg) e
oxigénio fracionado inspirado (FiOz), mortalidade, tempo de internacdo na UTI e todos
os dados da UTI foram calculados a partir de um programa de banco de dados em

nuvem (Sistema EpimedTM ®). https://www.epimedsolutions.com/sistema-epimed-

monitor-uti/.

3.5.2. Parametros laboratoriais

Para verificar se os pacientes apresentavam IRA ou ndo, foi utilizado o critério
baseado no nivel de creatinina sérica do Kidney Disease Improving Global Outcome
(KDIGO) (KELLUM et al., 2013). O estagio 1 da IRA foi considerado para pacientes
gue tiveram aumentos de creatinina sérica (Cr) 20,3 mg/dL e até 2 vezes acima do Cr
basal. Aumentos na faixa de 2 a 3 vezes maiores que o nivel basal de Cr foram
classificados como IRA estagio 2 e aumentos no nivel de Cr mais de 3 vezes do nivel

basal, assim como valores de Cr 24 mg/dL foram considerada como estagio 3 da IRA.
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3.6. Métodos analiticos

Todos os exames bioquimicos foram analisados pelo laboratério do proprio
hospital através do analisador bioquimico Modelo CMD 800i (Wiener®). O método de

analise de cada um foi:

¢ Creatinina: Determinada pela reacéo de Jaffé. Os resultados foram expressos

em mg/dL.
e Uréia: Determinada pela reacéo de urease.

eProteina-C reativa (PCR): Determinada pelo método de imunoturbidimetria

automatizado.
e Hemoglobina: Determinada pelo método de absor¢cédo espectofotométrica.

e eucocitos: Determinado pelo método de citometria de fluxo utilizando o

semicondutor laser.
e Plaquetas: Determinada pelo método de impedancia elétrica.
e Potassio: Determinado pelo método ion-seletivo.
¢ AST e ALT: Determinados pelo método de reacao ultravioleta.
¢ LDH: Determinada pelo método de reacao ultravioleta.
e Bilirrubinas: Determinada pelo método de reacao de Diclorofenildiazénio.
e D-dimero: Determinada pelo método de imunoturbidimetria automatizado.

eHemoglobina, leucocitos e plaguetas foram realizados no analisador

hematologico Modelo Advia 212 (Siemens®).

e D-dimero realizado no aparelho CS-2500 (Sysmex®).

3.7. Coleta de material biolégico e de biomarcadores endoteliais

Todos os pacientes recrutados tiveram amostras de sangue coletadas na
admissdo hospitalar através de puncdo venosa por profissional da equipe de
enfermagem devidamente treinado para esse procedimento. Essas amostras foram

centrifugadas, aliquotadas e congelados a -80 °C até a andlise dos biomarcadores.
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Os biomarcadores endoteliais foram quantificados por ensaios de ELISA,
usando amostras isoladas de soro dos pacientes incluidos. Kits especificos foram
adquiridos da R&D Systems © para Angiopoietina-1 (cat# DY623) e Angiopoietina-2
(cat# DY623). No caso do VCAM-1 e do Syndecan-1, foram utilizados os kits da
Abcam ® (ab47355 e ab47352), respectivamente. Os procedimentos foram seguidos
de acordo com as recomendacdes do fabricante. As andlises foram realizadas no
Laboratorio da Biologia da Cicatrizacdo, Ontogenia e Cicatrizacdo de Tecidos
(LABICONTE) e no Laboratério de Bioprospeccao Farmacéutica e Bioquimica Clinica
(LBFBC) da Universidade Federal do Ceara.

3.8. Analise estatistica

Dados categoricos foram expressos como contagens absolutas e
porcentagens. O teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar
a associacao entre dados categoricos e necessidade de didlise durante a internagao
na UTI. Os dados quantitativos foram explorados e a normalidade foi determinada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. Dados normais foram expressos como meédia + desvio
padrdo e dados ndo normais como mediana e intervalo interquartilico. Os dados
guantitativos foram comparados segundo a necessidade de didlise durante a
internacdo na UTI por meio do teste t de Student ou teste de Mann-Whitney, segundo

a normalidade dos dados.

Para avaliar o desempenho preditivo dos biomarcadores endoteliais para
necessidade de dialise durante a permanéncia na UTlI, curvas ROC foram construidas
e a area sob a curva ROC (AUC-ROC) juntamente com os intervalos de confianca de
95% foram estimados. O melhor corte para cada biomarcador foi determinado usando
o indice de Youden mais alto (indice de Youden = sensibilidade + especificidade — 1).
Além disso, os pacientes foram estratificados de acordo com pontos de corte
selecionados (menor vs maior que ponto de corte), com o objetivo de avaliar o valor
progndstico durante os primeiros 30 dias de internacdo na UTI por meio da anélise de
Kaplan-Meier usando a “primeira dialise” como evento dependente. O teste de log-
rank foi usado para avaliar a diferenca estatistica entre os dois grupos com base no
ponto de corte grupos. Além disso, analises de regressao de riscos proporcionais de
Cox ndo ajustadas e ajustadas foram realizadas usando niveis quantitativos de

biomarcadores endoteliais e parametros previamente associados a necessidade de
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didlise (usando como condicdo p<0,05). Niveis de plaquetas, idade, sexo e
colinearidade das variaveis foram avaliados. Para o modelo multivariado, foi utilizado
0 método stepwise do tipo backward com raz&o de verossimilhanga, com os modelos
iniciais incluindo todas as variaveis. Os niveis de plaquetas foram removidos
manualmente de modelos especificos com o0 objetivo de investigar os modelos
explicativos para a necessidade de dialise sem influéncia das plaquetas. Os dados
foram analisados usando o software SPSS para Macintosh, versédo 23 (Armonk, NY:
IBM Corp.). Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo para

todos os testes analiticos.

3.9. Etica

Este estudo foi aprovado em 16 de maio de 2020 pelo Comité de Etica em
Pesquisa Nacional - CONEP, sob o titulo de "MANIFESTACOES CLINICAS,
COMPLICACOES, FATORES PROGNOSTICOS E TRATAMENTO DE PACIENTES
INTERNADOS DEVIDO A INFECQAO POR CORONAVIRUS EM SALVADOR E
FORTALEZA" (CAAE: 30579020.4.1001.0008), e todos os procedimentos estdo de
acordo com a resolucédo 466/2012, que regularmenta a pesquisa envolvendo seres

humanos no Brasil.

Os pacientes foram informados sobre o objetivo do estudo e, ao aceitarem
participar, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes do inicio
da avaliacdo. Como alguns pacientes internados necessitaram de atendimento

imediato na UTI e ndo puderam assinar o termo, este foi assinado por um familiar.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de pacientes com COVID-19 internados em UTI e
necessidade de dialise

Foram incluidos no estudo um total de 58 pacientes com diagndstico
confirmado de COVID-19 como principal causa de internacao (Fig. 2 Fluxograma dos
pacientes criticos COVID-19 incluidos), dos quais, 37 pacientes (63,79%) evoluiram
com necessidade de dialise durante o internamento na UTI. Os pacientes que
necessitaram de dialise eram mais velhos (62,4 £ 12,5 vs. 53,5 + 16,5 anos, p=0,037)

e tinham maior prevaléncia de IRA (95% vs 39%, p<0,001).

Figura. 2 - Pacientes criticos COVID-19 incluidos no estudo.
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Em ambos os grupos houve maior predominio de pacientes do sexo
masculino (58,5% vs. 52,4%). Nao houve diferenca significativa em relacéo a sexo,
tempo entre o inicio dos sintomas e a admisséo na UTI, bem como com relagdo aos

sintomas e comorbidades.

Além disso, o grupo de dialise necessitou de mais uso de vasopressor (70%
vS. 26%, p=0,001) e ventilacdo mecanica (95% vs. 69%, p=0,022) na admissdo na
UTI e apresentou maior taxa de mortalidade em comparagdo com 0 grupo que nao
necessitou de dialise durante a internagédo na UTI (76,2% vs.23,8%, p<0,001). N&o
houve diferenca significativa com relagdo ao tempo de permanéncia na UTI (Tabela
1).

Tabela 1 - Caracteristicas, SAPS3 e parametros laboratoriais dos pacientes
criticos com COVID-19 no momento da admissdo na UTI de acordo com a

necessidade de dialise durante o internamento na UTI.

Didlise na UTI

N&o (n=37) Sim (n=21) p*
Idade (anos) 53.5+16.5 624+ 125 0.037
Género (masculino) 22 (59.5) 11 (52.4) 0.601
Tempo entre a admissdo na UTI até a primeira 6(2-7
dialise (dias) - @-7) -
Numero de sessoes de dialise - 5.5(2-10) -
Tempo entre o inicio dos sintomas e a admissdo
na UI%I (dias) 10 (8 - 15) 10 (6 - 13) 0.684
Sintomas e comorbidades
Comorbidades 23 (63.9) 16 (76.2) 0.335
Febre na admisséao 20 (62.5) 15 (78.9) 0.221
Dispnéia 34 (91.9) 19 (90.5) 1.000
Saturacao 23 (63.9) 14 (66.7) 0.832
Doencga cardiaca 7 (20) 6 (31.6) 0.506
Doenca hepatica 0(0) 1(5.3) 0.358
Asma 2(5.9) 1(5.3) 1.000
Diabetes 9 (24.3) 8 (40) 0.217
Doencga neuroldgica 2 (5.9 1(5) 1.000
Doencga pulmonar 1(2.9 0 (0) 1.000
Obesidade 13 (36.1) 6 (31,6) 0.737
Hipertenséo arterial 14 (37.8) 11 (52.4) 0.282
Injaria renal aguda 14 (38.9) 19 (95) <0.001
Uso de vasopressores 9 (25.7) 14 (70) 0.001
Uso de ventilagdo mecéanica 24 (68.6) 19 (95) 0.022
Desfecho <0.001
Sobreviventes 37 (100) 5 (23.8)
N&o-sobreviventes 0 (0) 16 (76.2)
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CONTINUACAO

Tempo permanéncia na UTI (dias) 12 (6 - 17) 10,5 (6 - 19) 0.944
SAPS 3 e Dados laboratoriais

Escore SAPS3 495+ 14.2 63 +13.8 <0.001
Hemoglobina (g/L) 121 +21 115+ 22 0.348
Contagem de leucécitos (x 10%L) 12+45 13.5+4.3 0.226
Contagem de linfécitos (x 10%L) 0.8(0.6-1.2) 0.7 (0.6 — 1.15) 0.468
Contagem de plaquetas (x 10%L) 291+ 95 193+ 102 0.001
Uréia (mg/dL) 39 (28 - 55) 100 (40 - 170) <0.001
Creatinina (mg/dL) 0.7 (0.6 — 0.95) 1.6 (1-2.6) <0.001
Potassio (mEq/L) 4.26 + 0.67 42+0.77 0.756
AST (U/L) 48 (30 - 63) 55 (32 - 83) 0.337
ALT (U/L) 48 (29 - 68) 50 (28 - 71) 0.912
LDH (U/L) 707 (556 - 892) 888 (743.5-1355) 0.014
Bilirrubina total (mg/dL) 0.52 (0.31-0.76) 0.52(0.34-0.91) 0.677
PCR (pg/mL) 145.5 (36.8 — 208.3) 161.1 (72.5-210.1) 0.525
D-Dimero (ng/mL) 1.81(0.78-2.46) 2.26 (0.58—-6.09) 0.646

Dados continuos expressos como mediana e intervalo interquartil entre parénteses para dados nao
normais, ou como média = desvio padrdo para dados normais. *O teste Qui-quadrado ou exato de
Fisher foi usado para dados categoricos. *Aplicou-se o teste t de Mann-Whitney ou Student de acordo
com a normalidade dos dados. AST: Aspartato transaminase; ALT: Alanina transaminase; LDH: Lactato
desidrogenase; PCR: proteina C reativa.

A pontuacdo SAPS3 na admissdo na UTI foi marcadamente maior em
pacientes com COVID-19 que necessitaram de dialise durante a internacédo na UTI
(63 £ 13,8 vs. 49,5 + 14,2, p<0,001).

Ao analisarmos os parametros laboratoriais no momento da admissao na UTI,
0s pacientes com COVID-19 que precisaram de dialise durante a internacdo na UTI
apresentaram menor nivel de plaquetas e maiores niveis de LDH, uréia e creatinina.
Nenhuma significancia estatistica foi observada para os niveis de D-dimero e PCR,
bem como para a hemoglobina, quaisquer parametros do leucograma e quaisquer
marcadores hepaticos (bilirrubina total, AST, ALT). (Tabela 1).

4.2. Niveis precoces de biomarcadores endoteliais e necessidade de dialise em
pacientes criticos com COVID-19

Foram analisados os niveis de biomarcadores vasculares na admissdo de
acordo com a necessidade ou ndo de dialise durante o internamento na UTIl. A
mediana dos niveis de VCAM-1 foi de 1346 ng/mL (AIQ: 1026-3569ng/mL; p=0,031)
e a da razdo Ang-2/Ang-1 foi de 0,11 (AlQ: 0,05-0,45; p=0,022), mostrando melhor

associagdo com hemodidlise.
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Tabela 2 - Niveis dos biomarcadores endoteliais na admissao da UTI e sua

associacdo com a necessidade de dialise em pacientes graves com COVID-19.

Dialise na UTI

N&o (n=37) Sim (n=21) p*
VCAM-1 (ng/mL) 1025 (760 - 1421) 1346 (1026 - 3569) 0.031
Syndecan-1 (ng/mL) 96 (50.8 — 198.6) 198 (81 — 439.6) 0.065
Angiopoietina-1 (ng/mL) 27.5(21.7 - 39.1) 21.1(11.5-31.7) 0.064
Angiopoietina-2 (ng/mL) 1.8(1.1-2.6) 26(1.6-5.4) 0.055
Razédo Ang-2/Ang-1 0.06 (0.03 -0.12) 0.11 (0.05 - 0.45) 0.022

Dados continuos expressos como mediana e intervalo interquartil entre parénteses. *Foi aplicado o teste
de Mann-Whitney.

Os niveis dos biomarcadores endoteliais na admissdo foram comparados
entre 0s grupos de acordo com a necessidade de dialise na UTI (Tabela 2). O VCAM-
1 e arelagdo Ang-2/Ang-1 estavam aumentados no grupo que necessitou de dialise.
Syndecan-1 apresentou tendéncia a significancia (p=0,065) e seu nivel foi maior no
grupo de didlise. (Figura 3).
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Figura 3 - Niveis de biomarcadores endoteliais sistémicos de pacientes

criticos com COVID-19 de acordo com a necessidade de didlise.
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Todos os biomarcadores endoteliais foram avaliados usando a analise da
curva ROC para prever a necessidade de dialise durante a internacdo na UTI. A
relacdo Ang-2/Ang-1 teve melhor AUC-ROC (0,684 —95%CI: 0,536 a 0,833; p=0,022),
seguida por VCAM-1 (0,673 —95%CI: 0,521 a 0,826; p=0,031). Em uma abordagem
combinada usando niveis de VCAM-1 e Syndecan-1 e relagcdo Ang-2/Ang-1, a AUC-
ROC melhorou (0,713 -95%CI: 0,568 a 0,858; p=0,008). O melhor valor de corte para
VCAM-1, relacdo Ang-2/Ang-1, syndecan-1 e abordagem combinada foi de 1329,
0,245, 300 e 5490 ng/mL, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 - Predicdo da performance dos biomarcadores endoteliais para a

necessidade de dialise em pacientes graves com COVID-19.

cut-off AUC-ROC (CI 95%) Sensibilidade (%) Especificidade (%)

VCAM-1(ng/mL) 1329  0.673 (0.521 - 0.826) 57 74 031
Sindecan-1 300  0.648 (0.487 - 0.809) 43 89 065
(ng/mL)

Angiopoietina-1 23 0.649 (0.495 - 0.803) 62 69 064
(ng/mL)

Angiopoietina-2 35  0.654(0.502 - 0.807) a8 86 055
(ng/mL)

Razéo Ang-

S 1 0.245  0.684 (0.536 - 0.833) 43 94 022
Combinado 5490  0.713(0.568 - 0.858) 81 54 008
(ng/mL)

Os pontos de corte foram determinados usando o indice de Youden. *VCAM-1 e syndecan-1 e razéo
Ang-2/Ang-1.

A analise de Kaplan-Meier com os pontos de corte previamente determinados
de biomarcadores endoteliais, mostraram que pacientes com COVID-19 internados
na UTI com niveis acima dos pontos de corte de syndecan-1, VCAM-1 e relacdo Ang-
2/Ang-1, representados pela linha pontilhada, precisaram de dialise de forma mais
precoce, com significancia estatistica usando o log-rank (Figura 4). Em seguida, todos
esses biomarcadores endoteliais selecionados e todos os parametros clinicos e
laboratoriais da internagcao foram investigados por meio de regresséo cox univariada
(usando “primeira dialise” como evento dependente) nos modelos univariado e

multivariado.



40

Figura 4 - Curvas de sobrevida para a primeira dialise durante a internacao
na UTI de pacientes criticos com COVID-19 estratificados de acordo com o melhor

ponto de corte dos niveis de biomarcadores endoteliais.
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Na analise de regressao univariada de cox, idade avancada, uso de

vasopressores, aumento do escore SAPS3, niveis de LDH, VCAM-1, sindecan-1,

relagdo Ang-2/Ang-1 e diminuicdo dos niveis de plaguetas contribuiram para a

necessidade de didlise (hazard ratio > 1,00). Nos modelos ajustados com inclusédo de

plaguetas, apenas idade, escore SAPS3, uso de ventilagdo mecanica, niveis de

plaguetas e VCAM-1 permaneceram associados a necessidade de dialise. Em outro

contexto sem a incluséo de plaguetas nos modelos multivariados, a relagdo Ang-

2/Ang-1 surgiu como parametro explicativo para a necessidade de dialise, juntamente

com o escore SAPS3 e o nivel VCAM-1 no modelo final (Tabela 4).

Tabela 4. Regressdo de Cox para necessidade de dialise com valores ndo

ajustados e modelos de acordo com a presenca ou auséncia de plaguetas.

N&o Ajustado Modelo 1* Modelo 2*

H.R (CI 95%) D H.R (Cl 95%) p H.R (CI 95%) D
Idade (anos) 1.032 (1.001- 1.064) 0.042 1.066 (1.015-1.121) 0.011 1.039 (0.993 - 1.087) 0.095
Género (Feminino) 1.247 (0.53-2.939) 0.613 - - - -
SAPS 3 (cada ponto) 1.05(1.018-1.083) 0.002 1.084 (1.029 - 1.143) 0.003 1.055 (1.009 - 1.103) 0.018
Uso vasopressores 4.4 (1.684 - 11.49) 0.002 - - - -
rﬂse%gfi’;t:a‘?ao 6.63 (0.887 -49.57) 0.065 14.38 (1.39-148.42) 0.025 5.182 (0.64-41.98) 0.123
b?L'; (para cada 500 2325 (1.163 - 4.646)  0.017 - - . .
Plaquetas (cada 50 1.803 (1.314 - 2.474) <0.001 1.685 (1.239 - 2.292) 0.001 - -
(10%/mm?3) decremento) : : : : : : : :
Xg/fn'\sl (paracada’s00 4 115 (1028-1.203) 0008 1.134(1.01-1.274) 0034 1.141(1.021-1.275) 0.020
Syndecan-1 (para cada i i i i i
50 mgimL) 1.102 (1.045 - 1.163)  <0.001
Razdo Ang-2/Ang-1 4.63 (2.001 - 10.72)  <0.001 - - 4.874 (1.732-13.719) 0.003

*Aplicou-se o método reverso: Modelo 1= as plaquetas foram incluidas desde a primeira etapa; Modelo
2 = as plaquetas foram retiradas manualmente e ndo participaram de nenhuma etapa. LDH: Lactato

desidrogenase.
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5. DISCUSSAO

Este é um dos primeiros estudos brasileiros que evidencia a importancia do
uso dos biomarcadores endoteliais como ferramentas Uteis para prever a necessidade

de didlise durante a internacao na UTI em pacientes com COVID-19 nao vacinados.

Entre varios caminhos propostos para explicar a fisiopatologia da injaria renal
aguda associada a COVID-19, as evidéncias apontam para um mecanismo complexo
e multifatorial, no qual se destaca o papel da disfuncdo endotelial, coagulopatia e

ativacdo do complemento (NADIM et al., 2020).

No presente estudo, a maioria dos pacientes que necessitaram de dialise
durante internacdo na UTI eram do idosos do sexo masculino. O envelhecimento
causa uma disfuncdo no sistema imunol6gico que gera declinio na resposta imune
chamada de imunossenescéncia (MUELLER et al., 2020). Alteracdes da imunidade
estdo associadas ao envelhecimento e, frequentemente, associam-se a falha no
controle da COVID-19 e evolugdo para formas graves (RYDYZNSKI-
MODERBACHER et al., 2020). Individuos idosos também apresentam um estado
cronico de inflamacgéo sistémica de baixo grau, além do aumento da incidéncia de

comorbidades e fragilidade moderada a grave (HEWITT et al., 2020).

A variabilidade relacionada ao sexo nas respostas imunes contra o SARS-
CoV-2 pode estar por tras do aumento da vulnerabilidade a doenca dos homens. Em
um estudo que analisou diferencas sexuais em fenétipos imunoldgicos, pacientes do
sexo masculino mostraram uma resposta imune inata mais robusta com niveis mais
altos de citocinas plasmaticas, enquanto pacientes do sexo feminino apresentaram
ativacdo de células T mais robusta (TAKAHASHI et al., 2020). Um estudo
correlacionou uma resposta pobre de células T contra SARS-CoV-2 com pior evolugao
da doenca em homens jovens (VAN DER MADE, et al., 2020).

Nossos dados também revelaram que uma maior pontuacao no escore SAPS
3, refletindo maior gravidade e maior chance de morte durante a internacao hospitalar,
maior uso de vasopressor e ventilagdo mecéanica no momento da admisséo na UTI,
associaram-se a necessidade de diadlise quando comparado com 0 grupo que nhao

dialisou.
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A IRA na COVID-19 surge no contexto de alteracdes sistémicas induzidas
pela infeccdo pelo SARS-CoV-2, bem como no cenario da doenca critica e

necessidade de suportes intensivos.

N&o é raro que os pacientes sejam admitidos na UTI apds varios dias de
sintomas, tais como febre, sudorese, diarréia e vomitos, e sinais de hipovolemia, ou
gue tenham sido expostos a nefrotoxinas, como antibiéticos, que podem causar injaria
tubular ou nefrite intersticial aguda. Ambas as entidades sao importantes na
contribuicdo para o dano renal (WELCH et al., 2018)

Os pacientes com necessidade de internamento hospitalar por COVID-19
frequentemente desenvolvem infeccbes secundarias, sobretudo infeccdes
bacterianas associadas ao cuidado em saude, fato que se relaciona com o risco
aumentado de IRA associada a sepse (CUADRADO-PAYAN et al., 2020). Deplecao
de volume, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e restricdo ao uso de
volume sdo alguns dos mecanismos propostos para explicar a hipotensdo nos
pacientes graves, justificando a maior necessidade do uso de drogas vasoativas para

manter uma pressao de perfusdo adequada para o funcionamento dos 6rgéaos.

A ventilacdo mecanica invasiva (VMI) é um dos principais suportes utilizados
no ambiente de terapia intensiva nos casos de pneumonia grave associada a COVID-
19, em especial nos casos que evoluem com Sindrome do Desconforto Respiratério
Agudo (SDRA). O uso de ventilagcdo com pressédo positiva pode ativar o tonus
simpético e levar a ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
(DUDOIGNON et al., 2020). As alteracdes da complacéncia pulmonar presentes nos
casos graves de acometimento pelo SARS-CoV-2, em geral, demandam o uso de
pressao expiratéria final positiva (PEEP) elevadas, 0 que leva ao aumento da pressao
intratorécica. Tal alteracdo tem efeito hemodindmicos como: diminuicdo do retorno
venoso para o coracdo, reducdo do débito cardiaco e aumento da pressao intra-
abdominal e podem resultar em aumento da pressédo venosa renal e queda na taxa
de filtragdo glomerular (KOYNER et al., 2008). Outros estudos também relataram a
associacao entre IRA e necessidade de ventilagdo mecéanica, bem como maior tempo
de internacao (YANG et al., 2020).

Estudos sugerem que existe uma comunicacdo complexa e mutua entre
orgaos distantes por meio de citocinas, fatores de crescimento e damage associated

molecular patterns (DAMPS) liberados pelos tecidos lesionados. O crosstalk pulméo-
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rim foi sugerido como mecanismo envolvido na IRA associada a SDRA em pacientes
criticos (JOANNIDIS et al., 2020). A injuria pulmonar nos pacientes com COVID-19

também pode levar a liberagéo de tais substancias que podem causar injuria renal.

Assim como demonstrou nosso estudo, a necessidade de dialise foi associada
a mortalidade elevada, especialmente no cenario de terapia intensiva (SILVER et al.,
2021; KEMEC et al., 2022). O escore SAPS 3 demonstra correlacdo com a disfuncao
pulmonar e renal na predicdo de mortalidade (LAZARO et al., 2022).

Embora comumente conhecidas por seu papel na coagulagéo, sabe-se que
as plaguetas possuem em sua superficie uma série de imunorreceptores capazes de
reconhecer patdgenos invasores e liberar moléculas de adesao e citocinas que atuam
na resposta imune do hospedeiro por meio de sua ativacao, contribuindo com seu
papel fundamental na patogénese da resposta trombo inflamatéria da COVID-19
(GUO et al., 2019; ZHANG et al., 2020). A presenca de obstrucdo microvascular dos
capilares no tecido renal por trombos de fibrina ja foi demonstrada e esta relacionada
a isquemia e hipoxemia, desencadeando feedback positivo do estado de
hipercoagulabilidade, o que pode explicar a relacdo entre trombocitopenia, IRA e

hemodialise como demonstrado em nosso estudo (KERLIN et al., 2015).

Além dos niveis reduzidos de plaquetas, nosso estudo evidenciou niveis
elevados da enzima lactate dehydrogenase (LDH) nos pacientes com COVID-19 e

necessidade de dialise.

A LDH é uma enzima intracelular encontrada nas células de quase todos os
orgaos (coracdo, pulmao, pancreas, rins, figado e musculo estriado), que catalisa a
interconversao de piruvato e lactato (HSU et al., 2008). Valores anormais resultam de
leséo tecidual e da diminuicdo da oxigenacao. Infec¢bes graves podem causar dano
tecidual mediado por citocinas e liberagcdo de LDH (MARTINEZ-OUTSCHOORN et al.,
2011).

Formas graves de pneumonia por COVID-19 estdo associadas maiores
guantidades de LDH na circulacdo, uma vez que essa enzima se encontra presente
no pulmao. Niveis de LDH também estdo elevados na microangiopatia trombatica, que
estd associada a injuria renal (ZHANG et al., 2014). Outros estudos também
demonstraram niveis elevados de LDH em pacientes com COVID-19 e necessidade
de dialise (KEMEC et al., 2022).
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As células endoteliais ttm um papel importante na regulacdo da coagulacéo.
Em condi¢Bes normais, o endotélio regula coagulacdo do sangue, volemia e balanco
de eletrélitos, bem como previne trombose, microangiopatias e coagulacdo
intravascular difusa (RAJENDRAN et al., 2013).

No presente estudo, observamos a associacdo entre 0s niveis Séricos
admissionais dos biomarcadores endoteliais e a necessidade de dialise, sugerindo
correlacdo entre dano renal e coagulagéao, sobretudo alteracbes na microcirculacéo.
A precisao desses biomarcadores combinados foi maior em predizer a necessidade
de TSR. Também evidenciamos que pacientes com niveis desses biomarcadores
acima do porte de corte estabelecido em nossas analises, evoluiam mais rapidamente
com disfuncado renal grave e necessitavam mais precocemente de dialise do que o

grupo com niveis inferiores ao ponto de corte.

VCAM-1 é detectado apenas apds a estimulacdo das células endoteliais por
citocinas e tem sido estudado como um agente de diagndstico e progndstico para
doencas (PAGE et al., 2013). Em nosso estudo, niveis elevados de VCAM-1 estiveram
associados com a necessidade de dialise, bem como com a rapidez da progressao

para disfuncdo renal grave.

A angiopoietina-1 (Ang-1) tem efeitos protetores vasculares, estimula a
remodelacdo dos vasos e a angiogénese. Assim, sua importancia reside na
possibilidade de minimizar efeitos deletérios, enquanto otimiza os efeitos protetores
dos vasos (BRINDLE et al., 2006). Por sua vez, a angiopoietina-2 (Ang-2) relaciona-
se com ativacao endotelial, inflamacao, hiperpermeabilidade vascular e apoptose (LI
et al., 2020). Altos niveis séricos de Ang-2 foram evidenciados em pacientes graves
de COVID-19 (SMADJA et al.,, 2021). Estudos experimentais com ratos e lesdo
pulmonar induzida pela ventilacdo mecanica e também correlacionaram niveis mais
altos desses biomarcadores com IRA (HEPOKOSKI et al., 2017). O desbalango entre
0s niveis de angiopoietina 1 e 2 com consequente aumento da relacdo Ang-2/Ang-1 e
a quebra da homeostase devido seus efeitos antagdnicos pode explicar a associacao
desses biomarcadores com a necessidade de dialise e a velocidade de progresséo da

injaria renal no grupo de pacientes estudados.

A inflamacao pode induzir a degradacao do glicocalice endotelial e a liberacéo
de seus componentes, como o0 syndecan-1, que pode ser usado como biomarcador

de lesdo (UCHIMIDO et al., 2019). Esse processo leva ao aumento da permeabilidade
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vascular, vasodilatacdo desregulada e trombose de microvasos, que culminam em
perpetuacdo do dano endotelial, inflamacdo e coagulopatia (JOHANSSON et al.,
2011). Os niveis de syndecan-1 aumentam gradualmente ao passo em ocorre
progresséo da disfuncao renal (QIN et al., 2020).

Pacientes com COVID-19 e altos niveis de Syndecan-1 desenvolvem danos
endoteliais e resposta inflamatdria mais graves e tém maior mortalidade (ZHANG et
al.,, 2021). Alguns estudos mostraram que esses biomarcadores foram
independentemente associados a injuria renal aguda grave em outros cenarios
(CAVALCANTE et al., 2016). Nossos resultados revelaram que Syndecan-1 tem
potencial para ser usado como marcador de previsdo da necessidade de hemodialise

em pacientes com COVID-19.
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6. CONCLUSAO

Os achados do presente estudo demonstraram que 0s pacientes néo
vacinados portadores de formas criticas de COVID-19 e que necessitaram que dialise
durante internamento na UTI tinham idade mais avancada, maior necessidade do uso
de vasopressores e ventilagdo mecanica invasiva no momento da admissao na UTI,

bem como essa populacdo possuia escore SAPS3 mais elevado e maior mortalidade.

Esse grupo também apresentou menor nivel sérico de plaquetas e maiores

niveis de LDH e VCAM-1, bem como uma maior razdo Ang-2/Ang-1.

Niveis de biomarcadores endoteliais acima do ponto de corte determinado no
estudo associaram-se com maior mortalidade e evolu¢cdo mais rapida da injdria renal

até o inicio da hemodialise.

VCAM-1 e razdo Ang-2/Ang-1 demonstraram uma boa performance na
predicdo da necessidade de dialise durante internacdo na UTI e a analise combinada
desses dois marcadores, juntamente com os niveis de Syndecan-1, apresentaram

uma performance ainda melhor.

Os resultados do presente estudo reforcam o potencial da utilizacdo dos niveis
de biomarcadores de disfuncdo endotelial em pacientes criticos com COVID-19
internados na UTI na previsédo da necessidade de dialise e no progndstico, uma vez
que disturbios vasculares e de coagulacdo parecem ser elementos cruciais nesse

cenario.

Perspectivas futuras incluem estudos adicionais na era pos vacina, em
especial na populacdo imunocomprometida, para uma melhor compreenséao do papel
dos biomarcadores endoteliais na IRA relacionada a COVID-19, no intuito de auxiliar
na prevencao da progresséo da doenca e no desenvolvimento de terapias que tenham

como alvo o endotélio.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRO E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livro e Esclarecido

TITULO DA PESQUISA: “MANIFESTAGOES CLINICAS, COMPLICACOES,
FATORES PROGNOSTICOS E TRATAMENTO DE PACIENTES INTERNADOS
DEVIDO A INFECCAO POR CORONAVIRUS EM SALVADOR E FORTALEZA”

Pesquisador Responsavel: Dr. Geraldo Bezerra da Silva Jr
Prezado (a) Participante da Pesquisa,

Vocé esta convidado (a) a participar desta pesquisa que avaliard as manifestacoes
clinicas, complicacfes e o tratamento das pessoas internadas devido a infeccéo por
COVID-19 em Salvador e Fortaleza.

1.PARTICIPACAO NA PESQUISA: Ao participar desta pesquisa vocé realizara
exames laboratoriais que fazem parte do tratamento da doenca e seré disponibilizado
parte do material coletado para a pesquisa de novos exames que poderao identificar
marcadores de gravidade (novos biomarcadores). Os exames a serem realizados sao:
hemograma completo, velocidade de hemossedimentacdo, proteina C-reativa,
glicemia de jejum, ureia, creatinina, sédio, potassio, cloro, calcio e magnésio
plasmaticos, gasometria venosa, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, creatinoquinase, bilirrubinas totais e fraces, acido urico, proteinas
totais, albumina, globulinas, fosfatase alcalina, tempo de ativacdo da protrombina,
tempo de ativacdo parcial da tromboplastina e exame de urina tipo 1. Os novos
biomarcadores serdo: co-transportador sddio-potassio- 2-Cloro (NKCC?2),
Aquaporina-2 (AQP2), co-transportador sédio-hidrogénio proximal (NHE3), Canal
Epitelial de Sédio (ENAC), interferon (IFN), interleucinas e malonaldeido. Todos estes

Nnovos exames servem para avaliar problemas nos rins e inflamacéo.

Sua participacao € voluntaria e vocé tem a liberdade de nao querer participar, e pode

desistir, mesmo apos ter iniciado as avaliagdes, sem nenhum prejuizo.

2. RISCOS E DESCONFORTOS: Os procedimentos de coleta de sangue e urina para

exame trardo um minimo de desconforto, como num exame de sangue qualquer.
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3. BENEFICIOS: Os beneficios esperados com o estudo sdo: detectar precocemente
complicacbes que podem ocorrer e proporcionar tratamento mais eficaz contra a
COVID-19. Se vocé tiver alguma complicacao clinica, mesmo apds a alta hospitalar,
serd& acompanhado nos ambulatérios especializados conveniados e de

responsabilidade dos pesquisadores.

4. FORMAS DE ASSISTENCIA: Se vocé precisar de algum tratamento ou orientac&o
por se sentir prejudicado por causa da pesquisa, vocé sera encaminhado (a) pelo Dr.
Geraldo Bezerra da Silva Jr. para o ambulatorio de Nefrologia da UFC, UNIFOR ou

Hospital Portugués da Bahia.

5. CONFIDENCIALIDADE: Todas as informacdes fornecidas serdo utilizadas
somente para esta pesquisa. Seus dados ficardo em segredo e 0 seu home nao

aparecera nas fichas de avaliacéo.

6. FORMAS DE ASSISTENCIA E RESSARCIMENTO DAS DESPESAS: Se vocé
necessitar de orientacdo ou tratamento, como resultado desta pesquisa, VOcé sera
encaminhado (a) para consulta no Nucleo de Atencao Médica Integrada (NAMI). Caso
o (a) Sr. (a) aceite participar da pesquisa, ndo recebera nenhuma compensacao
financeira. Fica, entretanto, garantida a indenizacdo diante de eventuais danos
decorrentes desta pesquisa.

7. ESCLARECIMENTOS: Se tiver duvidas, podera procurar o0 pesquisador
responsavel Dr. Geraldo Bezerra da Silva Jr - Av. Washington Soares, 1321, bloco E,
sala E-01, UNIFOR. Fortaleza, Ceara. Telefone: (85) 99982-2218, (85) 3477-3280.
Horario de atendimento: horario comercial. Se desejar informacdes sobre direitos e
aspectos éticos da pesquisa podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos — COETICA, das 8 as 18h, de segunda a sabado. Instituto Dr. José
Frota. Rua Baréo do Rio Branco, 1816. Centro, CEP 60025-061. Telefone (85) 3255-
5000, Fortaleza, Ceara. E-mail: polianna.moreira@ijf.fortaleza.ce.gov.br.

8. CONCORDANCIA NA PARTICIPACAO: Se o (a) Sr. (a) aceitar participar da
pesquisa, devera preencher e assinar o Termo de Consentimento Pds-esclarecido
(TCLE) que se segue, e recebera uma copia do mesmo. O participante de pesquisa
ou seu representante legal devera rubricar todas as paginas do TCLE — apondo sua

assinatura na ultima pagina do referido Termo. O pesquisador responsavel devera
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rubricar todas as folhas do TCLE — apondo sua assinatura na ultima pagina do referido

Termo.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr. (a)

, portador(a) da cédula de

identidade , declara que, apoés leitura minuciosa do

TCLE, teve oportunidade de fazer perguntas e esclarecer davidas. Ciente dos servi¢cos
e procedimentos aos quais sera submetido e, ndo restando quaisquer duvidas a
respeito, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO em participar

voluntariamente desta pesquisa. E, por estar de acordo, assina o presente termo.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante

Ou Representante Legal Impressao dactiloscopica Assinatura do

Pesquisador
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APENDICE B - QUESTIONARIO DE COLETA DE DADOS

“MANIFESTACOES CLINICAS, COMPLICAGCOES, FATORES PROGNOSTICOS E TRATAMENTO DE PACIENTES
INTERNADOS DEVIDO A INFECGAO POR CORONAVIRUS EM SALVADOR E FORTALEZA”

DATA:

1. DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS:

GENERO: ___ IDADE: COR: PROFISSAO:

ESTADO CIVIL:

ESCOLARIDADE:

NATURALIDADE:

PROCEDENCIA:

ENDERECO:

2. HISTORIA CLINICA:

INICIO DOS SINTOMAS:

TEMPO ENTRE O INICIO DOS SINTOMAS E O ATENDIMENTO
MEDICO:

MEDICACOES EM USO:

COMORBIDADES:

SINAIS E SINTOMAS A ADMISSAO:




HABITOS (TABAGISMO OU ETILISMO? USO DE DROGAS ILICITAS?):

60

COMPLICACOES DURANTE A INTERNACAO:

DATA DE ADMISSAO NO HOSPITAL: / /

DATA DA ALTA HOSPITALAR: / /

TEMPO DE INTERNACAO (em dias):
CONDICOES DE ALTA: cura [ / deficit renal por ocasido da alta [J / 6bito [J

CAUSA DO OBITO:

ANAMNESE

INTERROGATORIO POR APARELHOS E SISTEMAS:

Sistema Normal | Anormal Detalhes

Geral

Cabeca/pescoco

Respiratorio

Cardiovascular

Gastrointestinal

Genitourinario

SNC
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Pele/faneros

Enddcrino

Hemato-linfatico

Osteo-articular

3. PARAMETROS NA ADMISSAO HOSPITALAR:

PA (mmHg) — deitado apds 5 min
Frequéncia cardiaca batimentos/min

Frequéncia respiratéria incursdes/min

Temperatura axilar °C

Altura cm

Peso Kg

IMC Kg/m2

Exame fisico por sistemas:

Sistema Normal | Anormal Detalhes

Geral

Cabeca/pescoco

(incluir tiredide)

Respiratorio

Cardiovascular

Abdome



Figado

Baco

Genitourinario

Condicao
neuroldgica

Pele/faneros

Hemato-linfatico

(génglios)

Osteo-articular

4. AVALIACAO NA ALTA HOSPITALAR:

PA

(mmHg) — deitado apds 5 min

Frequéncia cardiaca

batimentos/min

Frequéncia respiratéria

incursoes/min

Temperatura axilar °C
Altura cm
Peso Kg
IMC Kg/m?2
Exame fisico por sistemas:
Sistema Normal | Anormal Detalhes

Geral
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Cabeca/pescoco

(incluir tiredide)

Respiratorio

Cardiovascular

Abdome

Figado

Baco

Genitourinario

Condicao
neuroldgica

Pele/faneros

Hemato-linfatico

(ganglios)

Osteo-articular

Avaliacéo Laboratorial:

Parametro Admissa | Apos 1| Alta
0 semana hospitalar

Hemoglobina (g/dL)

Hematdcrito (%)



Leucdcitos (103/ mm?)

Diferencial (%)

Bastbes
Segmentados
Linfocitos
Mondcitos
Basofilos
Eosindfilos

Plaquetas (103 mm?3)

Creatinina (mg/dL)

Uréia (mg/dL)

Sadio (mEqg/L)

Potassio (mEg/L)

Caélcio

Fosforo

Magnésio

Cloro (mEg/L)

Bicarbonato (mEqg/L)

64



FA/ G-GT

AST /ALT

BT/BD/BI

PT/Alb/glob

Sumério de urina

Densidade

pH

Proteina

Glicose

Corpos cetbnicos

Urobilinogénio

Bilirrubina

Nitrito

Analise micro

Leuco/piocitos

Hemacias

Cilindros

Céls epiteliais

Admissa Apos

(0]

semana

1 Alta
hospitalar
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Bactérias

Outros

Urina de 24h

Volume

Proteindria

Clearance de creatinina

Saodio

Potassio

Cloro

Magnésio

FENa*

FEK*

Microalbuminuria

Observacoes:

Admissao

Apo6s 1
semana

Alta
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ANEXO A — PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

COMISSAO NACIONAL DE
ETICA EM PESQUISA
PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Peequisa: MANIFESTAGOES CLINICAS, COMPLICAGOES, FATORES PROGNOSTICOS E
TRATAMENTO DE PACIENTES INTERNADOS DEVIDO A INFECGAO POR
CORONAVIRUS EM SALVADOR E FORTALEZA

Pesquisador: Geraldo Bazema da Sihva Junior

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 30579020.4.1001.0008

Instituig3o Proponents: Instituto Dr. José Frota - IUF/ Prefeltura de Fortdleza
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NOmero do Parecer: 4.025.683

Apreesntag3o do Projsto:

As Informagles elencadas nos campos "Apresentacao do Projeto”, "Objetvo da Pesquisa” & "Avallagao 0os
Riscos e Beneaficios™ foram retiradas do arguivo Informagies As Informagies elencadas nos campos
“Apresantacdo 0o Projetn”, "ODjetive 03 Pesquisa” @ "Avalagdo dos Riscos @ Beneficios™ foram retiradas do
arquivo Informagdes Basicas da Pesquisa (PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1535050 pdf de
07/05/2020).

INTRODUCAC

O coronavirus & responsavel por Infecgles em humanos desde 05 anos 1960, tendo sido Identficadas
NOVOS Qrupos 02 VINUS NEspONSavESs por epldemias Na Nistona recents da humaniaade, Como 3 que OComey
no Inicio do século XXI na China, Causando a siNarome respiralona aguaa (SARS), @ no Orlente Médio,
C3usando 3 sindrome respiratona do Orlente Medio (MERS), gerando grande preocupagdo desde entdo,
gevido 0 grande potencial de disseminacao Para Outros palses (KUSCHNAROFF et 3, 2015; ). A ongam do
COMoNavirus cCausador das epldemias em humanos 02 acordo com as evioancias clentificas é ge
reservatonos animals, havendo detecgdo 02 SU3 Presenca em morcegos € 3 possidliidade de sua
reemergéncia causando grandes epldemias (MENACHERY et al., 2015; DE WIT et al., 2016). Mals
recentemente, em dezembro de 2019, surgiu UM NOVO grupo de coronavirus, na China, na provincia ge
Wuhan (ZHU et al., 2020), com uma
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caracteristica 0e malor Infectividade, Chamado de “novo coronavirus”™ (COVID-19) 0c3sionando uma grande
epldemia neste pals 3siatico, que 1o se disseminou pela Europa & em saguida para as Americas,
atingndo principalmente Estados Unidos, Canada e Brasil 3% o Inicio de abril de 2020, caractenzando uma

pandemia ge grande preocupacao para a satce pablica mundial (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020). No hnicio do més de 3ol de 2020 havia no mundo mais ge 500 mil casos confiMados 08 Infecgdo

por COVID-13 & mals de 42 mil obitos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020} No Brasil, mals de 5000
£3s06 € 200 Obitos, 5endo 3 regido Nordesis 3 segunda Com 0 MAOr NUMESD de C3s06 € 0 Estado do Ceard
0 terceiro com 0 malor NUMEro de C3s06 J0 pals (MINISTERIO DA SAUDE, 2020)A va de transmiss3o
principal € 0 contato com INdivicuos Inflectatos, atraves de goticulas respiratinas (KUSCHNAROFF et a.,
2015), sendo 3 principal falxa etara acome?da a de pessoas entre 30 e 65 ancs, & 3 MIAONa 0os C3s0s
graves ocomando em IJ0S0s OU PESSOas Com comordidades (Y1 et al, 2020). As principais manifestacdes
clinicas s30 febre alta (>35°C), 10sse seca, dispnela e miaigla (KUSCHNAROCFF et al., 2015). Outros
sintomas, menos Trequentes, INciuem dor de garganta, mal-astar, Momeia, diamela, nausaas e vomitos (Y1 et
al., 2020). As formas graves evoluem com Insunciencia respiratora, necessitando de terapla Intensiva
(KUSCHNAROFF et al, 2015). As alteragles laboratorials principais Incluem leucopenia, linfopenia,
plaquetopenia e elevagao 02 enzimas hepaticas (KUSCHNAROFF et al, 2015). Outros marcadores 2st30
€levagos na Infecgdo por COVID-18, como proteina Creativa (PCR), VHS e g-0imero, mas 0 papel dos
MasMOos No diagnostico @ prognostico ainda n3o esta bem estabelecido (Y1 et al., 2020).A mortaldage do
COVID-19, em fomo de 2-3%, & manor que 3 cbsenada nas outras epidemias causadas por este virus, na
China e no Orlente Meédio, no Inicio deste s&cuio, porém vem atingindo grandes proporgdes, possiveiments
peia grande Infectividad e pela grande mobilicade das pess0as NO MUNdo 10ao. Medkias de isolamento
VEm $2ndo 300tadas em varos paisas com o Intulto ge frear o crescimento exponendla da eplgemia e,
assim, reduzir 0 nMero de casos fatals, 30 mesmo tempo em gue se possibliita o desenvolvimento ge
terapia especinica contra o virus (até entdo Inexistents) @ de uMa vacing, que também ndo existe. Desde 3
ocomancia das epidemias na China e no Criente Medio (SARS/MERS), estudos vem sendo realizadoes para
0 desenvolvimanto de vacinas contra o coronavirus (LEE et 3, 2016; EJUANES et al., 2016; NEMOTO &t
al., 2017; EYAL et 3, 2020).0 tratamento 02 suporte € 3 base principal da terapia desta Infeccdo, apesar de
uma vanedage de medicamentos | ter sido 196ta0a para 0 COVID-18 (Y1 et al, 2020) Uma das madicaghes
que parece fer 0 efelio Mas banefico @ 3 clorquina. Durante a pandemia do COVID-19 vanos estudos vem
$endo reallzado para testar 3 eficacia da cloroguina em pacientas Intemados por COVID-19, Inciundo
€5d0s muTcantricos e

Comtrumche so Pemcar 4 000 003
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ensalos dinicos (CORTEGIANI & al., 2020; COLSON et al., 2020), devido 30 seu conhecido efeito anti-viral
(COLSON et al., 2020), assim como tesies com alguns antl-wirais (WANG et al., 2020).A atual pandemia
causada COVID-19 tem causaco grande preocupagdo as autoridacdes no mundo todo, € varlas
compicacdes tem sido evidenciadas, Incluindo lesdo renal, que @ fraquents nas doangas tropicals (DAHER
et al., 2019), 0 que 26t 3550C:3d0 30 auMento da gravidace & da mortalidade. £ necessano compraender
meihor as manifestaghes clinicas e as compicagies da Infacgdo pelo COVID-19, determinar 06 possivels
fatores 3ss0c.ados 3 mortalidade e qual 0 tratamento mals a0eqUANO, INCILINGD 3 Investigago de possivels
tratamentos especificos. O objetivo principal geste projeto @ Investigar a Infecgdo por COVID-139 em
pacientes INeMacdos Nas QL3S MAOes Areas Metropoiitanas do nordeste do Srasil (Savador e Fortaleza),
€M SEUS ASPECIDs CNICOS, IaDOrANONAIS, ProgNOsticos & 12rapéuticos. Com ISt espera-6e contridulr para a
elaborag3o e 0 aperfeicoamento de protocoios dinicos e diretrizes terapauticas para 3 Infecgdo por COVID-
19, bam como fomeacer SUDSINIoS Para 0 Jesenvolvimento de faMMacos para o Fatameanto da Infecglo por
COVID-19, tendo por base 3 compreans3o da Nsiopatologa a3 doanca.

Comtrumchs s Pemcar 4 006 002

HIPOTESE

Ha tatores 355003006 30 Prognostico @ & necessano compreander medhor 35 manifestagies clinicas e o
tratamento ¢a Infecg3o pelo novo coronavirus (COVID-19).

METODOLOGIA

Desenho 00 estudo: Trata-se de um estudo de coorte, prospectivo. Populacao do estudo: Pacientes
Intemados por coronavirus (COVID-12) no Hospital Instituto Dr. José Frota, em Fortaleza, Ceara, € no
Hospital Portuguds, em Savador, Bahia, Brasll. Instrumento de pasquisa: Serdo coletadas as Informagdes
NECa65Anas para 0 preenchimento de um formuiano de pesquisa semi-estniurado (anexo 1). Parametros
Estudados: Caracterisicas Clinicas: 3) Dados socio-demogranicos: Idade, saxo, cor, profissdo, escolandade,
naturaligace, procedancia b) Hisiona clinica - Tempo decomido entre 0 primairo sintoma @ 0 dagnosico
(confirmag3o da Infacgdo por COVID-19); tempo entre o Inkcio dos Sintomas € o atendimento medico;
presenga de comoridacss (hipernensao, diabetes, doenga renal prévia, neoplasia, doenga hepatca, entre
ouras). ¢) Exame fisico: Press3o anenal, requancia candiaca, Tequéncia respiralona, peso, estatura, indice
ge massa corporal (IMC) @ volume urinano de 24 horas. d) Manifestagies clinicas: Sinals e sintomas (febre,
tosse seca dispnela, dor 02 garganta, miaigla, fraqueza, mal-estar, entre outros). Avallagdo laboratonal -
Laboratono de Nefrologla @ Doengas Tropicals da Universidace
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Fegera do Caara, Brasil: A avallagdo laboratorial geral sera feita de 3cordo com a3 rotina dos hospitals, ndo
gevendo Onerar 0 sistema de saude. Os exames de rotina, que serdo avalados 530 hemograma compieto,
velockiage de hamossedmentacdo, proteina C-reativa (PCR), gicemia de jejum, urela, craatining (e taxa de
fitragdo gomerular esimada), SO0, potassio, CIOMD, CACIo & MAgNEsio PI3SMANICos, g3sOMmEta venosa,
aspartato aminoransferase (AST), 3anina aminotransferase (ALT), creatinoquinase (CK), DIlmDinas totals
€ fragles, acico urico, proteinas totals, Abumina, globulinas, fosfatase alcalina, tempo de ativagdo da
protromdina (TAP), tempo de ativagao parcial da trombopiasting (TTPA) & exame de urna 1po 1. A fungdo
renal sera avallada pelo matodo tradiconal, por mak 43 dosagem de Crealining Plasmatica, sendo estimada
a3 taxa de fitrag3o gomensar pala formula CKDEPI ("Chronic Kidney Disease - Epidemioiogy”) (LEVEY,
2009). A avalago laboratonal dos NOVOS DIOMArcacores Sera %21ta no Ladoratono de Nefroiogla & Doengas
Tropicals da Universidgace Federa 0o C2ard. Sardo colhidos N3 aomiss3o hospitalar @ durante a ntemagdo
(apos 7 dias da aomiss3o € no dia da Jta hospltalar). Serdo avallados ainda 0s exames que forem
realzados qurante 3 INtemag3o @ No momento da a3, para observar 3 evolugao dos pacientes e o sesfecho
(recuperac3o da fungao renal ou desenvovimento de doenca renal cronica). Os Novos DIOMArcadones serao
qQuantificados por melo 4a técnica do Imunoensalo Iigado a enzima (ELISA) sanduiche, utliizando kit
comercial fomeckio pelos fabrcantas. A técnica do ELISA sanduiche se Dasela na quantficacdo do antigeno
(0 blomarcador) araves de sua Igagao Com anticorpos esPacifiicos A0S0NINoS &m piaca de 36 pogos (placa
sensibilzaca  formecida no kit pelo fabncante). Serdo seguidos 06 PrOCEdiMENtos 0e 3cordo COm 35 NOM3s
00 fabricante. Para 3 lefiura COONMEtnca sera Wilzado espectrofotdmENTo Com comprimento de onda de 450
nm. Os resultados das concentragies 00s DIOMANcacoras UNMNanos serdo NoMalzados pela creatining
winana da masma amosira & expressos em “mg/g-Creatning”.

Comtramchs to Pamscar 4 000 003

CRITERIOS DE INCLUSAD

Serdo selecionados 08 pacientss que tiverem dlagnostico confirMmado de COVID-18, por RT-PCR, de acordo
COM 35 NOMMAs vigenies preconizadas pelo Mnisténo da Saode (2020), no periodo de malo de 2020 a
gezemdro ge 2021, @ que obedegam 06 seguintes critenos:

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

(2) AMbOS 06 SEX08, €

(3) Assinatura do termo ge consentimanto livre apos esclarecimentos pertinentes 306 testes que serdo
realizados (TCLE).
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Comtrumchs oo Perecar 4 (00 002

CRITERIOS DE EXCLUSAD

Serdo exciuidos 0s pacientes que tiveram os seguin=s oriténos:

(1) Pacientes com sorologla Inconciusiva para COVID-18,

(2) Criangas,

(3) Gestantes,

(4) Portadores de Doenga Rena Cronikca em Didlise,

(5) Transplantados renals ou pacienas ransplantacos de outros orgaos,
(6) Pacientes ém usO 08 IMUNOSSUPMRGSONes,

(7) Pacientes em uso 08 QUIMIOISrADICOS.

Objstivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Investigar manfestagdes clinicas, compicagies, fatores prognosicos & ratamento de pacientes INemados
gevido 3 Infacgdo por Coronavirus (COVID-19) em Savador @ Fortaleza.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

» Tragar 0 parfll epicemiciogco dos pacientes Intamados por COVID-19.

» Descrever 3s aheragles laboratonals encontradas nos pacentes intemados por COVID-19.

» Investigar novos dlomarcadores de les3o renal e INlamagdo nos pacientes intemados por COVID-13 e
avallar s2 0§ MesMos tam ralag3o com prognostico.

» Determinar quals 530 06 f3I0Mes de Mau Prognostico Na Infecgdo por COVID-19.+ Avallar 35 possivels
compiicagdes decomentes da infecgdo por COVID-19 @ quals 06 ratamentos mals a0equados.

« Avallar 3 maakias terapéuticas Instituiias 306 pacientes INamados por COVID-19.

* Investigar a eficacia de tratamentos especificos drecionados 3 Infecgdo por COVID-19, Incluindo
cloroquina e anthvirals, prescritos de acordo com 3 Indicagdo do meédico assistante de cada paciente.
« Avallar possivels eventos adversos das medicagies administradas no tratamento da Infecgdo por COVID-
18

Avallagao dos Riscos e Beneficios:

RISCCS

Os nscos 02sta pesquisa s&rd0 mMINMos. Os pacientes serdo SUDMETKIos 3 COIEtas 08 aMostras 0e sangue
€ Unna para a realizagdo de exames laboraonas, sendo O Msco relacionado 30
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procedimento, Com risco MINIMo de coMaminagdo @ addantes de puNga0, UMa vez que 3 coleta sera feita
&m |3doratono com pessoal especializado. A minimizag3o dos Nscos sera felta com a coleta de exames
laboratonals por profissional expenante e qualificado, Wlllizanco matenal estért e descartavel A area a ser

puUNCioNada sera impa com 0 USO de 3lgoddo & dicool @ medidas de hemostase para conter 0 sangramento
SE730 empragadas. Ha também riscos 0evido 3 exposicao de dados Pessoals dos pacentes durante 3
coleta das Informagdes nos prontuanos, porém estes rscos 5erdo MINiMIZados UMa vez que 05 dados
PESSOAS N30 SEr30 COIELIN0S NEM AMEZENIT0S NOS DANCOS 02 4300S 03 Pesquisa, UMa vEZ que 0 oDjetvo
€ 0 conhecimento clinico de forma geral.

Comtrumchs 2o Pemcer 4 (00 002

BENEFICIOS

O conhecimento das manifestaghes ciinicas, das compicagdes, 006 fA0MS 3SS0CIAN0S 30 Prognosico & do
tratamento @3 Infecgdo pelo novo coronavirus (COVID-19) @ uma necessidgade urgente do mundo
contemporaneo, @ este & um grande beneficio do presente projeto de pesquisa. Este conhecimento
propiciara um manejo mals adequado dos pacientes Infectados pelo COVID-19, além g2 gerar um
aprofundamento sobre esta doenga. O diagnostico precoce das complicagies, Inciuindo lesdo renal
propiciara melos para 3 a00¢30 de medlaas de controle, prevencdo € tratamento desta condigio, evitando
(ou pelo mencs retardando) o gesanvolvimento de Insuficiéncia renal cronica. Os Individuos que forem
lgentificados como portadores de iesdo renal 5erdo encaminhados para acompanhamento com profissional

especiallzado (Nefrologista) da Universidade de Fortaleza.

Comentarios @ Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo de COoorte, prospectivo.

Populag3o 00 esudo. Pacentes Ntemados por coronavinus (COVID-13) no

Hospital Instituto Dr. José Frota, em Fortaleza, Caara, & no Hospital Portugués, em Savador, Bahia, Brasl.
Instrumento de pesquisa: Serdo coletadas as Informages necessanias para o preenchimento de um
formuaro de pesquisa semi-estruturago (anexo

1).Parametros Estudados:

Caractenisticas Clinicas:

a) Dados sock-damograncos: Idade, sexp, cor, profissdo, escolandace, naturaldade, procedancia.
b)Histona clinica — Tempo d2comido entre 0 prAmEi sintoma & o diagndstico (confiMmagao da Inf2cgao por
COVID-13); tempo entre 0 Inico 00s siNtomas @ 0 atendimentd MedIco; presenca de comoridaces
(hpertens3o, dlabetes, doenca rena prévia, n2oplasia, doenga hepatica, entre
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ouras).
c)Exame fisico: Pressdo artenal, raquancia candiaca, frequéncia respiratona, peso, estatura, indice de
massa corporal (IMC) € volume urinano de 24 horas.

) Mantiestacles clinicas: Sinals e sinfomas (Tedre, fosse seca, dispnala, dor de garganta, Mg, fraqueza,
ma-esiar, entre Outros).

Avallag3o laboratonal — Laboratono o Nefrologla e Doengas Tropicals da Universidage Fegeral do Ceand,
Brasi:

A avallag3o laboratorial geral sera felta 02 acorto Com a roting dos hospitals, ndo devendo onerar o sistema
ge salde. Os exames de rotina, que serdo avallagos 530: hemograma compieto, velocidade ge
hemossedmentacdo, proteina C-reativa (PCR), glicemia ge jejum, urala, creatinina (e taxa de fitragdo
glomerular estimada), s0d0, potassio, Ciom, CAKio & magnesio piasmaticos, gasometna venosa, aspartato
aminotransferase (AST), danina aminoransferase (ALT), creatnoquinase (CK), bilimubinas totals e fragdes,
acido arico, proteinas totals, albumina, gobulinas, fosfatase aAcaing, tempo de ativag3o da protrombina
(TAR), tempo de ativagdo parcial da trombopiastina (TTPA) e exame 0 urna tipo 1. A fungdo renal serd
avallada pelo método tradicional, por medo da dosagem de craatining plasmatica, sendo estimada 3 taxa de
fitragSo gomernular pela fomuia CKDER ("Chionic Kidney Disease - Epicemiology”) (LEVEY, 2003).

A avallag3o |aboratorial 0os NOvos DIoMArcadores sera felta no Laboratoro de Nefrologla e Doengas
Tropicals da Universidade Federa do Ceara.

Serdo colhidos N3 A0MIss30 hospitalar & durante 3 Intemagdo (apos 7 dias da admissdo & no da da alta
hospitalar). Serdo avalados Anda 0s exameas que forem realizados durante 3 Intemag3o @ no momento da
alta, para observar 3 evolugdo 00§ pacientes € o0 desfecho (recuperagdo da fungdo renal ou
gesenvolvimanto de doenga renal cronica). Os novos blomarcadores $2rdo quantificados por mek a3
tecnica do Imunoensalo ligado

a enzima (ELISA) sanduliche, utlizango Wt comercial fomeciao pelos fabrcantes. A técnica do ELISA
sanduiche s& Dasela na quantiNcacdo do antigeno (0 DIDMANcador) araves de sua Iigagao cCom anticorpos
espacificos A0SONVKIoSs em placa de 96 pogos (placa sensibliizada e fomedida no kit pelo tabrcante). Serfo
seguidos 08 procedmentos de 3cordo Com 35 NOMMas do fabricante. Para 3 leltura colorimétrica sera
utiizado espectrofotdmetro com comprimento de onda de 450 nm. Os resultados das concentragdes dos
blomarcadoras Winanos serdo NoMalizados pela creatining winara da Masma IMosra & expressos em

“mgig-Creatinina”.

Tamanho da Amostra no Brasil: 1.000
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Demals Centros Participantes no Brasil:

REAL SOCIEDADE PORTUGUESA 16 DE SETEMBRO - VALNELIA FRAGA DA SILVA
Consideragbee sobre o8 Termos de apresentagao obrigatora:

Vice item “Conclusles ou Pendéncias  Lista de Inadequacies”

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Andise 0e respostas 30 parecer pendenta n® 3.933.441 emitico paia Conep em 22/042000:

1. Quanto 30 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido referente 30 anquivo “TCLE doc”®, postado na
Plataforma Brasil em 06/04/2020:

1.1. Na pagina 1, i&-se: °(...) sera disponibilzado pare 0o matenal coletado para a pesquisa 02 NoVos
exames que poderdo identificar marcadores de gravidade (Novos DIOMArcadores), que podem ser utiizados
no futuro como NOvos testes de Iaboratono (NOVoS “Exameas”).” AS Pesquisas, em qualquer area do
conhecimento envoivendo seres humanos, deverao observar as seguintes exigancias: uthizar o material
DioiOgico @ 05 (3dos 0bId0s Na pesquisa exclusivaments para a finaldade prevista no seu protocolo, ou
conforme O consentimento do participants. N3o & adequado reallzar testes adicionas Nas amostras
Dioiogicas sem que 0 participante 03 PesqUISa tenha conhecimento @ consentido Com 3 SUa realizagao.
Sendo assim, sollcta-6e Informar que somente 0§ 1estes em amostras DININGIC3s que estveram descritos no
TCLE sard0 realzados € qQUando autonzados pelo participante 43 pesquisa 30 assiNa-o (Resolugdo CNS
465 ge 2012, hem NL.2).

RESPOSTA: Realzamos 3 adequagao 0o TCLE, exciuindo a santenca que eixava duvida sobre a possivel
reaizag3o g exameas no TUIUro com 35 amosiras biologicas coletadas dos participantas da pesquisa e
getahamos quals exames serdo raallzamos no ambito desta pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2. Na pagna 1 I&-se: *1. PARTICIPACAO NA PESQUISA: A0 participar desta pesquisa vooe Ira realizar
alguns exames laboratorias]. J". © TCLE deve Informar QUAIS 06 EXaMes que S2rdo reallzados No estudo.
Solictam-se acequaghes.

RESPOSTA: Detahamos no TCLE quals exames ser30 reallzamos no ambito desta pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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1.3. No projeto, @ Informado que $2rdo acessados 0ados demograficos, histora clinica e manifestagdes
clinicas dos partcipantas. AsSim, s& houver Intancao 02 CoNSUtar 0 prontuano, 553 INformagao devera
estar claramente expressa no TCLE. Isto visa garantir que o Individuo receba as informages necessarias
para a tomada de decis3o ANONOMA JCENCa 02 SUA Panicipacdo ou N30 Na pesquisa. Diante 00 exposio,
solicita-se gescrever no TCLE que & necessana a anuancia do paricipanis 03 pesquisa para 0 acesso € Uso
00§ SEUs Jad0s FEgSTatos NO Prontuano.

RESPOSTA: Providenciamos 0 12nmo de fiel 0epositano e INciuimos 3 Informagdo de que ser3o consultados

03006 005 DroMUanos.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Comtramchc to Perecer 4 (00 I3

1.4. O TCLE ndo apresenta a numeragao nas paginas. Com o objetivo g2 garantir 3 Integrigage do
gocumento, solicita-se que sejam INsanados 06 NUMErDs de cada pagina, bem com a quantidace total oelas,
COMO por exampio: "1 de X™ & 3ssim sucessivaments 32 3 pagina "X de X°

RESPCSTA: Inciuimos no TCLE a numerag3o 43s paginas, bam como espago para rubrica de todas as

paginas.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.5. Solicita-se que conste no TCLE que tod3s as paginas deverao ser rubrcadas pelo pesquisador
responsavelpassoa por ele delagada e palo participanteresponsavel legal (Resolugdo CNS n® 466 oe 2012,
ltem IV.5.d).

RESPOSTA: Inciuimos no TCLE a numerag3o 03s paginas, bam como espago para rubrica de todas as

paginas.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.6. O TCLE geve Informar 0s melos de contato com o CEP (enderego, E-MAIL & TELEFONE nacional),
3ssim como 06 horanos g2 atendimento 30 pdbiico. Também & necessano apresentar, em linguagem
simpies, uma breve explicac3o sobre 0 que & 0 CEP. Como 0 estudo envolve analise ética pela Conap,
es53s recomendagdes também devem ser estendidas 3 esta Comissdo. Solicita-se adequagdo.
RESPOSTA: Inciuimos 08 melos de contato, tanto do pesquisador principal quanto do comité de etica local,
horaros de Contato e enderago.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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1.7. O Temo ge Consantimento Livre @ Esciarecioo ndo deve conter ressalva que nague a responsabilidade
00 pesquisator ou que Impique 30 partcipants 43 pesquisa abrir m3o de seus dreiios, INCUINGO O drelto de
buscar Ingenizagdo por danos eventuals. Diante do exposto, soilcita-se Inserr no TCLE a explictacdo

3cerca 0o direito de buscar Ingenizacdo dante ge eventuals danos decomentes 03 pasquisa (Resolugdo
CNS n® 465 g2 2012, tem IV.3.n).

RESPOSTA: Incluimos no TCLE 3s farmas de ressarimento € Indenizagio.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.8. Solicita-5e que 0 tenmo “paciente’sujelio” 52ia SUbSIRLICD Pelo termo “participants 43 pasquisa” 30 longo
00 texio do TCLE, conforme defnig0 disposta no item 11,10 da Resolug3o CNS n® 466 de 2012.

RESPOSTA: Adequamos 0 120 para “participante da pesquisa” em 100 0 TCLE.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragbes Finals a critério da CONEP:

Diante do exposto, 3 Comiss3o Nacional ge E£3¢a em Pesquisa - Conep, de acordo com 3s atrbulgles
gefnidas na Resolugdo CNS n® 466 de 2012 e na Norma Operacional r° 001 de 2013 do CNS, mantiesta-se
Peia aprovagao 0o ProjtD de PEsqUIS3 DOOSID.

Situac30: Protocoio aprovado.

Este parecer fol elaborado baseado Nos documentos abalxo relacionados:

[ Tip0 Documenio ATQUVD Postagem Aufor ﬁ

Wsmlm_lnm_mm_wj [ ONO202D

@ Proeto ROJETO 1536050.00° 0E43:56 | _

Outros CanaResposta pd 07/05/2020 | Geraido Bezenaca | Acemo
08:43:25 | Siva Junior

TR DeGihado T | Pojein 960 s vl — oo |

Brochura 16:15:50 | Sihva Junior

w«t ANUENGIAIF2.par 22042020 | Geraldo Bezenada | Aceho

concornandia i il 16:12:08 | Siha Junior

Ouros FISiDEpOSLAOWF DO 22042020 | Geraldo Bezenada | Acemo
16:11:56__| Siha Junior

TCLE/ Temos e | TCLE_ controle_aiter.doc 22042020 | Geraldo Bezenada | Acemo
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Assentimento / TCLE_controle_aiter.doc 16:10:51 [ Siva Junior A%

Justificatva de

ALESDCS e = =

TCLE/ Temosde | TCLE_sem_controle 0oc 22042020 |Geraldo Bezemaca | Acemo

Assentimento / 16:10:41 | Siva Junior

Justificatva de

Auséncia _ ———

Foiha 02 Rosio FolnaRosioOigtalzaca pal 06042020 |Geraldo Bezemada | Acemo
13:41:53 | Siva Junior

[Oulros CuEsionano. doc o200 | — ACEID |
11:37:03 | Siva Junior

Situag3o do Parecer:

Aprovado

BRASILIA, 16 de Mo de 2020

Assinado por-
Jorge Alves de Almeida Venancio
{Coordenador(a))
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Os resultados desse estudo foram apresentados no WORLD CONGRESS OF
NEPHROLOGY (WCN), que aconteceu nos dias 30 de marco a 02 de abril de 2023,

em BANGKOK, Tailandia,

sob o titulo

"ENDOTHELIAL BIOMARKERS

IN

CRITICALLY ILL PATIENTS WITH COVID-19: POTENTIAL PREDICTORS OF THE
NEED FOR DIALYSIS" e publicados no KIReports.org, conforme segue abaixo.

ACUTE KIDNEY INJURY CUNICAL DRUGS, AKICKD
CONTINUUM
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AWAFRENESS, PERCEIVED, AND ORJECTIVE

KNOWLEDGE OF ACUTE KIDNEY INJURY
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e Abstract :

Aim: To evaluate the function of vascular biomarkers to predict need for hemodialysis in
critically-ill patients with COVID-19. Methods: This is a prospective study with 58 critically-
ill patients due to COVID-19 infection. Laboratory tests in general and vascular biomarkers,
such as VCAM-1, Syndecan-1, Angiopoietin-1 and Angiopoeitin-2 were quantified on
intensive care unit (ICU) admission. Results: There was a 40% death rate. VCAM and Ang-
2/Ang-1 ratio on ICU admission were associated with need for hemodialysis. Vascular
biomarkers (VCAM-1, Syndecan-1, angiopoetin-2/ anogiopoetin-1 ratio) were predictors of
death and their cut-off values were useful to stratify patients with a worse prognosis. In the
multivariate cox regression analysis with adjusted models, VCAM-1 [O.R. 1.13 (C.I. 95%: 1.01
- 1.27); p=0.034] and Ang-2/Ang-1 ratio [O.R. 4.87 (C.1.95%: 1.732 - 13.719); p=0.003] were
associated with need for dialysis. Conclusion: Vascular biomarkers, mostly VCAM-1 and Ang-
2/Ang-1 ratio, showed better efficiency to predict need for hemodialysis in critically-ill
COVID-19 patients.

= Plain language summary (PLS; within article):

This study reports the use of endothelial biomarkers as useful tools to predict the first dialysis requirement during
the ICU stay in patients with severe COVID-19. Endothelial dysfunction is an important mechanism to explain the
pathophysiology of acute kidney injury caused by SARS-CoV-2 infection.

= Keywords: COVID-19, Dialysis, Endothelium, Biomarkers, ICU, prognosis.

Introduction

The infection caused by the novel SARS-CoV-2 virus, named COVID-19, has shown a broad clinical
spectrum. The most complicated cases have been characterized by the development of severe acute respiratory
syndrome (SARS), as well as other organ dysfunctions [1-2]. Even with the advent of vaccines, there is concern
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about the emergence of new virus variants, an increase in the number of cases and the collapse of the health system.
In this context, Acute Kidney Injury (AKI) has also gained notoriety, generating great worldwide concern due to
the high demand for high-cost therapies, such as hemodialysis [3-4].

The SARS-CoV-2 virus can induce immune dysregulation and the consequent inflammatory
hyperactivity result in systemic endothelial dysfunction and a hypercoagulable state. These mechanisms can result
in AKI due to intravascular volume depletion, hypotension and consequent renal hypoperfusion, leading to
prerenal AKI, or even acute tubular necrosis. The “cytokine storm” may be closely related to alveolar and tubular
damage in SARS patients, characterizing a lung-kidney crosstalk [5-6].

Acute kidney injury in COVID-19 patients is multifactorial and includes worsening of previous risk
factors, acute inflammatory response, cardiorenal syndrome, hemodynamic instability, and hypovolemia. The
incidence is similar to that reported in other pandemics, notably in the HIN1 flu, suggesting the systemic
inflammatory response may be the major contributor to severe AKI in the setting of virus-related critical disease
[7]. There are yet no effective therapies or strategies to reduce the incidence of AKI in this patient population [8-
9] and hemaodialysis remains the main supportive therapy in patients who develop severe kidney injury, showing
a strong association with high mortality rates [4].

Endothelial dysfunction and coagulopathy have been reported as the basis of severe AKI associated with
COVID-19. The endothelial biomarkers can detect early kidney injury and allow the adoption of efficient measures
to prevent disease progression and its complications. This finding could facilitate the monitoring of patients at
higher risk [10].

Accordingly, this study aimed to analyze the prediction performance of biomarkers of endothelial damage
in relation to the need of hemodialysis in severe COVID-19 patients. These insights can provide early diagnosis
strategies, rational use of resources and encourage the development of new studies about better therapeutic
approaches.

Methods
Study design and selected COVID-19 patients

This is a prospective, cross-sectional study, conducted with 58 critically-ill patients admitted in the
Intensive Care Unit (ICU) due to COVID-19 at Instituto Doutor José Frota Hospital (1JF), a large tertiary hospital
in the city of Fortaleza, state of Ceard, Northeastern Brazil, during the period between June 2020 to April 2021.
The study included patients of both genders, aged 18 years and older, who had a confirmed diagnosis of COVID-
19 by RT-PCR and who agreed to participate in the research and signed the free and informed consent form.
Patients from medical wards and those who were admitted in the ICU after the wards were excluded. Moreover,
patients with previous kidney disease registered in medical records and hospitalized for other causes than COVID-
19 or who acquired COVID-19 during hospital stay were excluded. Also, patients who died during the first hours
of ICU stay, and patients without information on the precise time dialysis was initiated were also excluded.

Laboratory and Clinical parameters of COVID-19 patients

The patients were followed throughout the ICU stay. Medical records were assessed for patient
characteristics, such as sociodemographic parameters, symptoms and comorbidities, ICU length of stay, time from
ICU admission until the first dialysis, number of dialysis sessions, time between symptom onset and ICU
admission, supportive care (vasopressor use, need for mechanical ventilation and dialysis) and survival. The
severity of the patients admitted to the ICU was estimated using the Simplified Acute Physiology Score 3 (SAPS3).
This is an international tool that uses data from patient admission to the ICU to assess the likelihood of death in
the hospital outcome [11]. SAPS 3, oxygenation index (calculated using the ratio of arterial oxygen partial pressure
(Pa02 in mmHg) to fractional inspired oxygen (FiO2), mortality, ICU length of stay and all the ICU data were
calculated from a cloud database program (EpimedTM System®)._https://www.epimedsolutions.com/sistema-
epimed-monitor-uti/.

All recruited patients had blood samples collected on hospital admission. These samples were centrifuged,
aliquoted, and frozen at -80 °C until the biomarkers were analyzed. To verify whether the patients had AKI or not,
the Kidney Disease Improving Global Outcome (KDIGO) criteria was used [12]. Briefly, AKI stage 1 was
considered for patients who had serum creatinine (sCr) increases >0.3 mg/dL and up to 2-fold above the basal sCr.
Increases within the range of 2 up to 3-fold greater than the basal sCr level were classified as AKI stage 2 and
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increases in the sCr level more than 3-fold of the basal level, as well as SCr values >4 mg/dL were considered as
AKI stage 3.

Endothelial biomarker measurements

Endothelial biomarkers were quantified by ELISA assays, using isolated serum samples of the enrolled
patients. Specific kits were acquired from R&D Systems® for Angiopoietin-1 (cat# DY623) and Angiopoietin-2
(cat# DY623). In the case of VCAM-1 and Syndecan-1, the kits from Abcam® (ab47355 and ab47352) were used,
respectively. The procedures were followed according to the manufacturer's recommendations.

Statistical analysis

Categorical data were expressed as absolute counts and percentages. The chi-square test or Fisher’s exact
test was used to evaluate the association between categorical data and dialysis requirement during the ICU stay.
The quantitative data were explored, and normality was determined using the Kolmogorov-Smirnov test. Normal
data were expressed as mean + standard deviation and non-normal data as median and interquartile range. The
quantitative data were compared according to dialysis requirement during ICU stay using Student’s t test or Mann-
Whitney test, according to data normality.

To evaluate the predictive performance of endothelial biomarkers for dialysis requirement during ICU
stay, ROC curves were constructed, and the area under the ROC curve (AUC-ROC) together with the 95%
confidence intervals were estimated. The better cutoff for each biomarker was determined using the highest
Youden index (Youden Index= sensitivity + specificity — 1). Moreover, the patients were stratified according to
selected cutoffs (lower vs higher than cutoff), aiming to assess the prognostic value during the first 30 days of ICU
stay through the Kaplan-Meier analysis using the “first dialysis” as the dependent event. The log-rank test was
used to evaluate the statistical difference between the two groups based on the cutoff groups. Moreover, unadjusted
and adjusted Cox proportional-hazards regression analyses were performed using quantitative levels of endothelial
biomarkers and previously associated parameters with dialysis requirement (using as condition p<0.05). Platelet
levels, age, gender, and the collinearity of variables were assessed. For the multivariate model, the backward
elimination test with likelihood ratio was used as a stepwise method, with the final models including all variables.
The platelet levels were manually removed from specific models aiming to investigate the explanatory models for
dialysis requirement without platelet influence. The data were analyzed using SPSS software for Macintosh,
version 23 (Armonk, NY: IBM Corp.) A value of p<0.05 was considered statistically significant for all analytical
tests.

Ethics

This study was approved by the national Research Ethics Committee in, under CAAE
number:30579020.4.1001.0008 The patients were informed about the study purpose, and upon acceptance to
participate, they signed the Free and Informed Consent form before the beginning of the evaluation. As some
admitted patients required immediate ICU care and were unable to sign the term, it was signed by a family member.

Results
Characteristics of COVID-19 patients admitted to ICU and dialysis requirement.

A total of 368 patients were admitted to the ICU during the period between June 2020 to April 2021, and
blood samples were collected for biomarker analysis from 116 patients. Twenty-three patients had a negative RT-
PCR result for COVID-19 and 15 patients had another main diagnosis rather than COVID-19 upon ICU admission
and were excluded; thus, 78 patients remained in the sample. Moreover, four patients with previous CKD and 16
patients who died during the first 24 hours were also excluded. Hence, a total of 58 patients with ICU admission
due to COVID-19 infection as the leading cause of hospitalization were assessed (Fig. 1 Flowchart of the included
critically-ill COVID-19 patients).

The patients who required dialysis were older, (62.4 + 12.5 vs 53.5 + 16.5 years, p=0.037) and had a
higher prevalence of AKI (95% vs 39%, p<0.001). Moreover, the dialysis group required more vasopressor use
(70% vs 26%, p=0.001) and mechanical ventilation (95% vs 69%, p=0.022) on ICU admission, and had a higher
mortality rate in comparison with the group that did not require dialysis during the ICU stay. There was no
difference regarding the frequencies of comorbidities, including diabetes, hypertension, obesity and evaluated
symptoms, such as dyspnea, hypoxemia, and fever on admission between the groups. (Table 1 — Characteristics,
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SAPS3 and laboratory parameters on admission of ICU according to the need for dialysis during ICU stay of the
critical ill COVID-19 patients).

Regarding laboratory parameters evaluated on ICU admission, COVID-19 patients who needed dialysis
during the ICU stay had decreased platelets, and increased LDH, urea and creatinine levels. No statistical
significance was observed for D-dimer and CRP levels, as well as for hemoglobin, any leucogram parameters, and
for any liver markers (bilirubin, AST, ALT). The SAPS3 score on ICU admission was markedly higher in COVID-
19 patients who required dialysis during the ICU stay (63 + 13.8 vs 49.5 + 14.2, p<0.001) (Table 1 Characteristics,
SAPS3 and laboratory parameters on admission of ICU according to the need for dialysis during ICU stay of the
critically-ill COVID-19 patients).

Early endothelial biomarker levels and dialysis requirement in critically-ill COVID-19 patients

The levels of the endothelial biomarkers on admission were compared between the groups according to
the need for dialysis in the ICU. VCAM-1 and Ang-2/Ang-1 ratio were increased in the dialysis group. Syndecan-
1 showed a tendency towards significance (p=0.065) and its level was higher in the dialysis group. (Fig. 2 Levels
of systemic endothelial biomarkers of critical ill COVID-19 patients according to the need for dialysis).

All endothelial biomarkers were evaluated using the ROC curve analysis to predict dialysis requirement
during the ICU stay. The Ang-2/Ang-1 ratio had a better AUC-ROC (0.684 —95%Cl: 0.536 to 0.833; p=0.022),
followed by VCAM-1 (0.673 —95%CIl: 0.521 to 0.826; p=0.031). In a combined approach using VCAM-1 and
syndecan-1 levels and Ang-2/Ang-1 ratio, the AUC-ROC improved to 0.713 —95%Cl: 0.568 to 0.858; p=0.008.
The better cutoff value for VCAM-1, Ang-2/Ang-1 ratio, syndecan-1 and combined approach was 1329, 0.245,
300 and 5490 ng/mL, respectively (Table 2 Prediction performance of endothelial biomarkers to the need for
dialysis in severe COVID-19 patients).

The Kaplan-Meier analysis with the previously determined cutoffs of endothelial biomarkers, showed
that COVID-19 patients admitted to the ICU with levels above the cutoff levels of syndecan-1, VCAM-1, and
Ang-2/Ang-1 ratio needed dialysis sooner, with statistical significance using the log-rank test (Fig. 3 Survival
curves for first dialysis during ICU stay of critical-ill COVID-19 patients stratified according to the better cut-off
of endothelial biomarkers levels). Then, all these selected endothelial biomarkers and all hospital admission
clinical and laboratory parameters were investigated using univariate cox regression (using “first dialysis” as the
dependent event) in the univariate and multivariate models.

In the univariate cox regression analysis, older age, vasopressor use, increased SAPS3 score, LDH,
VCAM-1, syndecan-1 levels, Ang-2/Ang-1 ratio and decreased platelet levels contributed for dialysis requirement
(hazard ratio > 1.00). In the adjusted models with platelet inclusion, only age, SAPS3 score, mechanical ventilation
use, platelet and VCAM-1 levels remained associated with dialysis requirement. In another context without the
inclusion of platelets in the multivariate models, the Ang-2/Ang-1 ratio emerged as an explanatory parameter for
dialysis requirement, together with SAPS3 score and VCAM-1 level in the final model (Table 3 Cox regression
to the need for dialysis with unadjusted values and models according presence or absence of platelets).

Discussion

Among the proposed pathways to explain the pathophysiology of COVID-19-associated AKI, evidence
points to a complex and multifactorial mechanism, in which the role of endothelial dysfunction and coagulopathy
stands out [13]. This study reports the use of endothelial biomarkers as useful tools to predict the first dialysis
requirement during the ICU stay in patients with COVID-19 and prognosis.

In the present study, most of the patients were elderly males. Aging causes a dysfunction in the immune
system that generates a decline in immune response [14]. These alterations associate with failure to control
COVID-19 infection and predispose to evolution to severe forms [15]. In addition, senescence exhibits a chronic
state of low-grade systemic inflammation, increased incidence of comorbidities, and moderate to severe frailty
[16].

Our data revealed that higher SAPS 3, vasopressor use, and mechanical ventilation on ICU admission
were associated with the need for dialysis. Some studies support the association between dialysis and elevated
mortality [17-18]. In addition, the correlation between elevated SAPS 3 and pulmonary and renal dysfunction in
predicting mortality has been reported [19].

Hospitalized patients often develop secondary infections and have an increased risk of sepsis-associated
AKI [20]. Hypovolemia, vasodilation, increased vascular permeability, and restricted volume use are some
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mechanisms proposed to explain hypotension in critically ill patients, which justifies the greater need for
vasoactive drugs in this clinical scenario.

Invasive mechanical ventilation is an essential supportive therapy in the ICU. The use of positive pressure
ventilation can activate the sympathetic tone and lead to the activation of the renin-angiotensin-aldosterone system
(RAAS) [21]. Madifications in lung compliance usually require a high positive end-expiratory pressure (PEEP),
which leads to increased intrathoracic pressure. This alteration has multiple hemodynamic effects. For example, a
decrease in the venous return to the heart, a reduction of the cardiac output, and an increase in the intra-abdominal
pressure are potential complications in these patients. This may result in a higher renal venous pressure, then, a
lower glomerular filtration rate [22]. Other studies have also reported the association between AKI with the need
for mechanical ventilation and prolonged hospital stays [23].

Activation of platelets in COVID-19 is a key mechanism in the characteristic inflammatory thrombotic
response involved in the pathogenesis of the disease [24-25]. Microvascular obstruction of renal capillaries by
fibrin thrombi relates to ischemia, hypoxemia, and hypercoagulability, which may explain the relationship between
thrombocytopenia, AKI, and hemodialysis as demonstrated in the present study [26].

The present findings evidenced the association between elevated lactate dehydrogenase (LDH) enzyme
levels in COVID-19 patients and the need for dialysis. LDH is an enzyme found in the cells of almost all organs
[27]. Thus, abnormal values result from tissue damage and decreased oxygenation. For instance, severe infections
can cause cytokine-mediated tissue damage and LDH release [28]. Moreover, elevated LDH levels have been
associated with severe COVID-19 pneumonia and thrombotic microangiopathy, which can lead to renal injury
[29]. Other studies have also demonstrated elevated LDH levels in patients with COVID-19 and the need for
dialysis [18].

The present study demonstrates the association between admitting serum levels of endothelial biomarkers
and the need for dialysis. Under normal conditions, the endothelium regulates blood coagulation, volume, and
electrolyte balance, then can prevent thrombosis, microangiopathies, and diffuse intravascular coagulation [30].
The results confirm a major role of microcirculatory dysfunction in the pathophysiology of severe COVID-19
infection, which could explain multiple clinical complications of the disease. Patients whom presented these
biomarkers levels above the cutoff established in our analyses progressed more rapidly with severe renal
dysfunction and required dialysis earlier.

VCAM-1 is a biomarker detected only after endothelial cell stimulation by cytokines and has been studied
as a diagnostic and prognostic agent for various diseases [31]. In this study, higher levels of VCAM-1 were
associated with the need for dialysis and rapid progression to severe renal dysfunction.

Angiopoietin-1 (Ang-1) has vascular protective effects and stimulates vessel remodeling and
angiogenesis [32]. In contrast, angiopoietin-2 (Ang-2) plays a role in endothelial activation, inflammation, vascular
hyperpermeability, and apoptosis [33]. High serum Ang-2 levels have been evidenced in severe COVID-19
patients [34]. Experimental studies with rats and ventilator-induced lung injury have also correlated higher levels
of these biomarkers with AKI [35]. The imbalance between angiopoietin 1 and 2 levels with a consequent increase
in the Ang-2/Ang-1 ratio and the breakdown of homeostasis due to their antagonistic effects may explain the
association of these biomarkers with the need for dialysis and the speed of progression of renal injury in the group
of patients studied.

Inflammatory reactions can induce endothelial glycocalyx degradation and the release of its components,
such as syndecan-1 [36]. This process allows increased vascular permeability, dysregulated vasodilation, and
microvessel thrombosis, which leads to the maintenance of endothelial damage, inflammation, and coagulopathy
[37]. Syndecan-1 levels gradually increase while renal dysfunction progresses [38]. Patients with COVID-19 and
high syndecan-1 levels develop more exacerbated endothelial damage and inflammatory reactions and have higher
mortality [39]. Some studies showed that these biomarkers were independently associated with severe acute kidney
injury in other settings [40]. The results of the present study revealed that Syndecan-1 is a potential marker for
prediction of hemodialysis requirement in patients with COVID-19.

In conclusion, our data support the importance of levels of endothelial dysfunction biomarkers in COVID-
19 patients admitted to the ICU in predicting their need for hemodialysis and prognosis, since vascular and
coagulation disorders seem to be crucial elements in this scenario. Further prospective studies with larger number
of patients should evaluate the role of endothelial dysfunction biomarkers not only to predict the need for renal
replacement therapy in the ICU, but also to evaluate its prognostic value during the hospital stay.
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Summary Points:

e Evidence points to the role of endothelial dysfunction and coagulopathy in the pathophysiology of
COVID-19-associated AKI,

e Endothelial biomarkers can predict the first dialysis requirement during the ICU stay in patients
with COVID-19 and prognosis.

e Older patients, higher SAPS 3, vasopressor use, and mechanical ventilation on ICU admission were
associated with the need for dialysis.

e Microvascular obstruction of renal capillaries may explain the relationship between
thrombocytopenia, AKI, and hemodialysis.

e Higher LDH enzyme levels in COVID-19 patients were associated with the need for dialysis.

e Higher levels of VCAM-1 were associated with the need for dialysis and rapid progression to
severe renal dysfunction.

e Theincrease in the Ang-2/Ang-1 ratio may explain the association of these biomarkers with the
need for dialysis and the speed of progression of renal injury.

e Syndecan-1 is a potential marker for prediction of hemodialysis requirement in patients with
COVID-19

e Figure legends

Figure 1. Flowchart of the included critically-ill COVID-19 patients.

Figure 2. Levels of systemic endothelial biomarkers of critically-ill COVID-19 patients according to the need for
dialysis.

Figure 3. Survival curves for first dialysis during ICU stay of critically-ill COVID-19 patients stratified according
to the better cut-off of endothelial biomarkers levels. Cut-off were determined using Youden index. *VCAM-1
and syndecan-1 and Ang-2/Ang-1 ratio.

Table 1. Characteristics, SAPS3 and laboratory parameters on admission of ICU according to the need for dialysis
during ICU stay of the critically-ill COVID-19 patients.

Dialysis in the ICU

No (n=37) Yes (n=21) p*
Age (years) 53.5+16.5 62.4+£125 0.037
Gender (male) 22 (59.5) 11 (52.4) 0.601
Time from ICU admission until first i 6(2-7) i

dialysis (days)
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Number of Dialysis sessions - 5.5 (2-10) -
Time between onset of symptoms and ICU

admission (Days) 10 (8 - 15) 10 (6 - 13) 0.684
Symptoms and Comorbidities
Comorbidities 23 (63.9) 16 (76.2) 0.335
Fever on admission 20 (62.5) 15 (78.9) 0.221
Dyspnea 34 (91.9) 19 (90.5) 1.000
Saturation 23 (63.9) 14 (66.7) 0.832
Heart disease 7 (20) 6 (31.6) 0.506
Liver disease 0 (0) 1(5.3) 0.358
Asthma 2(5.9) 1(5.3) 1.000
Diabetes 9 (24.3) 8 (40) 0.217
Neurological disease 2 (5.9) 1(5) 1.000
Lung diseases 1(2.9) 0(0) 1.000
Obesity 13 (36.1) 6 (31,6) 0.737
Avrterial hypertension 14 (37.8) 11 (52.4) 0.282
Acute kidney injury 14 (38.9) 19 (95) <0.001
Vasopressors use 9 (25.7) 14 (70) 0.001
Mechanical Ventilation use 24 (68.6) 19 (95) 0.022
Outcome <0.001
Survivors 37 (100) 5(23.8)
Non-survivors 0(0) 16 (76.2)
Unit length stay (days) 12 (6-17) 10,5 (6 - 19) 0.944
SAPS 3 and Laboratory data
SAPS3 Score 495+ 14.2 63 +13.8 <0.001
Hemoglobin (g/L) 121+ 21 115+ 22 0.348
Leukocyte count (x 10%/L) 12+45 13.5+4.3 0.226
Lymphocyte count (x 10%/L) 0.8(0.6-1.2) 0.7 (0.6 - 1.15) 0.468
Platelet count (x 10%/L) 291 +95 193 £ 102 0.001
Urea (mg/dL) 39 (28 - 55) 100 (40 - 170) <0.001
Creatinine (mg/dL) 0.7 (0.6 — 0.95) 16(1-2.6) <0.001
Potassium (mEg/L) 4.26 £ 0.67 4.2+0.77 0.756
AST (U/L) 48 (30 - 63) 55 (32 - 83) 0.337
ALT (U/L) 48 (29 - 68) 50 (28 - 71) 0.912
LDH (U/L) 707 (556 - 892) 888 (743.5 - 1355) 0.014
Total bilirubin (mg/dL) 0.52 (0.31 - 0.76) 0.52(0.34-0.91) 0.677
CRP (pg/mL) 145.5 (36.8—208.3) 161.1(72.5-210.1)  0.525
D-Dimer (ng/mL) 1.81 (0.78 — 2.46) 2.26 (0.58 — 6.09) 0.646

Continuous data expressed as median and interquartile range between parenthesis for non-normal data, or as
mean + standard deviation for normal data. *The Chi-square or exact Fisher test were used for categorical data.
*The Mann-Whitney or Student t test was applied according normality of the data.

AST: Aspartate transaminase; ALT: Alanine transaminase; LDH: Lactate dehydrogenase; CRP: C-reactive
protein

Table 2. Prediction performance of endothelial biomarkers to the need for dialysis in severe COVID-19 patients.

Sensitivity Specificity

cut-off AUC-ROC (Cl 95%) (%) (%)

VCAM-1 (ng/mL) 1329 0.673 (0.521 - 0.826) 57 74 0.031
Syndecan-1 (ng/mL) 300 0.648 (0.487 - 0.809) 43 89 0.065
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Angiopoietin-1 (ng/mL) 23 0.649 (0.495 - 0.803) 62 69 0.064
Angiopoietin-2 (ng/mL) 35 0.654 (0.502 - 0.807) 48 86 0.055
Ang-2/Ang-1 ratio 0.245 0.684 (0.536 - 0.833) 43 94 0.022
Combined* (ng/mL) 5490 0.713 (0.568 - 0.858) 81 54 0.008

Cut-off were determined using Youden index.
*VCAM-1 and syndecan-1 and Ang-2/Ang-1 ratio.

Table 3. Cox regression to the need for dialysis with unadjusted values and models according presence or absence of platelets.

Unadjusted Model 1* Model 2*

H.R (Cl 95%) p H.R (Cl 95%) p H.R (Cl 95%) p
Age (years) 1.032 (1.001 - 1.064) 0.042 1.066 (1.015 - 1.121) 0.011 1.039 (0.993 - 1.087) 0.095
Gender (Female) 1.247 (0.53 - 2.939) 0.613 - - - -
SAPS 3 (each point) 1.05(1.018 - 1.083)  0.002 1.084 (1.029 - 1.143)  0.003 1.055 (1.009 - 1.103) 0.018
\Vasopressors use 4.4(1.684-11.49) 0.002 - - - -
Mechanical Ventilation use 6.63 (0.887 - 49.57)  0.065 14.38 (1.39 - 148.42)  0.025 5.182 (0.64 - 41.98) 0.123
LDH (for each 500 U/L) 2.325(1.163 - 4.646) 0.017 - - - -

3 3

Platelets (each 50 (10¥mm’) 1.803 (1.314-2.474) <0.001  1.685(1239-2.292) 0.001
decrement) - -
VCAM-1 (for each 500 ng/mL)  1.112 (1.028 - 1.203)  0.008 1.134 (1.01-1.274) 0.034 1.141 (1.021 - 1.275)  0.020
Syndecan-1 (for each 50 ng/mL) 1.102 (1.045 - 1.163) <0.001 - - - -
Ang-2/Ang-1 ratio 4.63 (2.001 - 10.72) <0.001 - - 4.874 (1.732 - 13.719) 0.003

*The backward method was applied: Model 1= platelets were included from the first step; Model 2 = platelets were manually removed and did
not participate in any step. LDH: Lactate dehydrogenase.
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