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RESUMO

INTRODUGCAO: A COVID-19, doenca causada pelo virus SARS-COV-2 pode progredir para
casos graves e promover a Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA). A
fisiopalotogia da COVID grave ndo esta bem esclarecida, mas parece estar relacionada a
disfungéo endotelial combinada a uma resposta imune desregulada e tempestade de citocinas. A
COVID-19 evolui rapidamente para casos graves, portanto é de grande importancia avaliar
exames laboratoriais e biomarcadores indicadores da resposta imune do hospedeiro que sejam
eficazes para predizer a evolugdo de casos graves, com objetivo de otimizar o manejo clinico e
a terapéutica para evitar desfecho desfavoravel, como 6bito. OBJETIVO: Avaliar a expressao
dos genes ARG1, NOS2, ITGA4 e SELPLG em leucdcitos totais e mensurar os niveis das
proteinas P-selectina e PSGL-1 no plasma de pacientes com COVID-19 associando com a
gravidade do quadro clinico e ao prognostico da doenca. METODOLOGIA: No presente
estudo observacional submetido e aprovado pelo CONEP (N° Parecer: 4.014.165) Foram
recrutados 117 pacientes com diagnostico confirmado da doenga COVID-19 (grave =58 e leve
=59). Parametros demograficos, clinicos e laboratoriais foram coletados na admissao ao estudo.
Usamos o ensaio de RT-gPCR para mensurar a expressao relativa dos genes. Avaliamos niveis
plasmaéticos da P-selectina e PSGL-1 com ensaio de ELISA. RESULTADOS: Encontramos
gue homens, negros, idosos com presenca de comorbidades pré-existentes (p<0,0001) tiveram
maiores chances para desfecho grave. A razdo neutrofilo-linfocito (RNL) e razdo plaquetas-
linfécitos (RPL) (p<0,0001), estavam alteradas no grupo grave. Os pacientes com sintomas
grave exibiram expressdao aumentada dos genes ARG1 (p=0,032) e SELPLG (p<0,0001), assim
como maiores concentracdes plasmaticas das protéinas P-selectina (p=0,031) e PSGL-1
(p<0,002). A analise multivariada demostrou que os parametros hematolégicos NLR, PLR, bem
como a expressao do gene SELPLG e proteinas sSPSGL-1 foram preditores independentes da
gravidade do COVID-19. CONCLUSAO: O presente estudo sugere que os biomarcadores de
disfuncdo endotelial (P-selectina) e respostas leucocitarias desreguladas (ARG1; SELPLG e
SPSGL-1) estdo associados a gravidade da COVID-19, servindo como ferramentas preditivas
promissoras para otimizar o manejo clinico e o0 monitoramento do paciente.

Palavras-chaves: COVID-19; Leucdcitos totais; SELPLG; ARG1; sSPSGL-1 and P-selectina



ABSTRACT

INTRODUCTION: COVID-19, a disease caused by the SARS-COV-2 virus, can progress to
severe cases and promote Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS). The pathophysiology
of severe COVID is not well understood, but it appears to be related to endothelial dysfunction
combined with a dysregulated immune response and cytokine storm. COVID-19 evolves
quickly into severe cases, so it is of great importance to evaluate laboratory tests and biomarkers
that are indicators of the host's immune response that are effective in predicting the evolution
of severe cases, with the aim of optimizing clinical and therapeutic management to avoid
adverse outcomes. unfavorable events, such as death. OBJECTIVE: To evaluate the
expression of the ARG1, NOS2, ITGA4 and SELPLG genes in total leukocytes and measure the
levels of P-selectin and PSGL-1 proteins in the plasma of patients with COVID-19, associating
it with the severity of the clinical picture and the prognosis of the disease. METHODOLOGY::
In this controlled observational study approved by CONEP (Opinion No.: 4,014,165) 117
patients with confirmed diagnosis of COVID-19 disease (severe = 58 and mild = 59) were
recruited. Demographic, clinical, and laboratory parameters were collected at study admission.
We used the RT-gPCR assay to measure the relative expression of genes. We evaluated
plasmatic levels of P-selectin and PSGL-1 with ELISA assay. RESULTS: we found that men,
blacks, elderly people with pre-existing comorbidities (p<0.0001) were more likely to have
severe outcomes. The neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) and platelet-lymphocyte ratio (PLR)
(p<0.0001) were altered in the severe group. Patients with severe symptoms exhibit increased
expression of the ARG1 (p=0.032) and SELPLG (p<0.0001) genes, as well as higher plasma
concentrations of P-selectin (p=0.031) and PSGL-1 (p<0.002) proteins. Multivariate analysis
demonstrated that hematological parameters NLR, PLR, as well as SELPLG gene expression
and sPSGL-1 proteins were independent predictors of COVID-19 severity. CONCLUSION:
The present study suggests that the biomarker of endothelial dysfunction (P-selectin) and
dysregulated leukocyte responses (ARG1; SELPLG and sPSGL-1) are associated with the
severity of COVID-19, serving as promising predictive tools for clinical management and
outcome. patient monitoring.

Keywords: COVID-19; total leukocytes; SELPLG; ARG1; sPSGL-1 and P-selectin
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1 CAPITULO 1- INTRODUGCAO

O coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda (SARS-CoV-2) é o virus responsavel
pela doenca COVID-19, surgindo em novembro de 2019 na provincia de Wuhan — China
(KUMAR et al., 2021). Os altimos dados publicados em de 10 margo de 2023 pelo Dashboard
- Johns Hopkins University apontaram que ja sdo mais de 676.609.955 milhdes de pessoas
acometidas pelo SARS-CoV-2 com 6.881.955 6bitos no mundo. Segundo a Secretaria de Saude
do Estado da Bahia (SESAB) - (2023), no Brasil j& sdo mais de 37.145.514 milhdes de casos
confirmados com cerca de 699.634 mortos, a Bahia acumulou 1.794.715 casos de infecgéo
confirmada pelo SARS-CoV-2 com mais 31.481 o6bitos. A doenca COVID-19 é caracterizada
por uma gama de manifestacdes clinicas heterogéneas e multifatoriais, cursando com sintomas
leves a sintomas graves, acometendo em torno de 20% da populagéo infectada de forma
agressiva, resultando em morbidade e mortalidade (ABOU-ISMAIL et al., 2020; LOO et al.,
2021; SHANG et al., 2021).

Alguns fatores como idade e comorbidades: diabetes mellitus, hipertensdo, doencas
pulmonares e cardiovasculares e homens, vem sendo associados a gravidade do COVID-19
(KNOLL et al., 2020; AKBARIQOMI et al., 2020; ZHANG et al., 2020). Embora, desde o
inicio da pandemia, a comunidade cientifica buscou entender os mecanismos da COVID-19, os
biomarcadores da gravidade ainda ndo sdo bem definidos. Diversos estudos clinicos foram
desenvolvidos por muitos pesquisadores, na tentativa de tracar um perfil, estratificando os
pacientes com base no espectro de gravidade do COVID-19, mediante a identificacdo de
biomarcadores alterados em pacientes que desenvolveram a forma grave da COVID-19 (PONTI
et al., 2020).

O que ficou claro até o presente momento, € que a COVID-19 grave € uma doenca
multissistémica que afeta véarios 6rgdos e envolve diversos sistemas do corpo humano
(MCNARRY et al.,, 2022). Neste sentido, varios biomarcadores tém sido investigados,
incluindo: biomarcadores da tempestade de citocinas, hematologicos, desregulacdo
imunologica, tromboinflamacéo, hipercoagulabilidade, assim como de lesdo endotelial, pois
estes eventos hiperinflamatdrios séo eventos pontuais e marcantes na COVID-19 grave (PONTI
et al., 2020).

Assim, a tempestade de citocinas e resposta imunologica exacerbada do hospedeiro vem
sendo apontadas como principais gatilnos na fisiopatologia da gravidade, resultando em

complicacdes vasculares graves associadas a disfuncéo endotelial e hiperinflamac&o sistémica,
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microangiopatia trombotica evoluindo com sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA) (HOTTZ et al., 2020; KIM et al., 2021; FLAUMENHAFT et al., 2022; TARASEYV et
al., 2022; DE MORAIS BATISTA et al., 2022). A ativacao endotelial e a disfuncéo vascular
sistémica foram associadas a resultados graves e fatais, pois diversos estudos em espécimes
pulmonares humanos revelaram comprometimento microvascular e macrovascular, leséo
endotelial grave, infiltrados de linfocitos, macrdfagos, principalmente de neutrdfilos com
presenca de trombos de plaquetas-fibrina em alvéolos dos pacientes mortos (AID et al., 2020;
CARSANA et al., 2020).

Biomarcadores de lesdo endotelial e de resposta imune desregulada vém sendo
investigados em diversos estudos clinicos. Estudos recentes correlacionam alguns genes
responsaveis por codificarem moléculas provenientes do estresse metabdlico em leucdcitos
totais como reposta ao SARS-CoV-2, dentre esses genes destaca-se 0 ARG1, responsavel por
codificar a arginase-1 (DEAN et al., 2021). O efluxo de células imunoldgicas favorece o
aumento de células imunes jovens com fendtipos desregulados e alta producéo de moléculas
nocivas para os tecidos, como a arginase-1 (AGRATI et al., 2020; REIZINE et al., 2021;
FALCK-JONES et al., 2021). A arginase-1 ¢ uma das cinco enzimas que participam do ciclo
da ureia, sua fungdo é eliminar a amonia através da conversdo da L-arginina em L-ornitina e
ureia (CALDWELL et al., 2018). A expressdao aumentada da arginase-1 foi identificada em
pacientes com COVID-19 grave (BOST et al., 2021). Em pacientes com COVID-19 grave a
arginase-1 estava associado a deplecdo de L-arginina resultou em disfuncdo de células T,
producdo prejudicada de 6xido nitrico e aumento da disfuncao de células endoteliais (DEAN et
al., 2021). A expresséo do gene ARG1 estava significativamente aumentada em pacientes com
COVID-19 grave, em comparacao com individuos saudaveis (DERAKHSHANI et al., 2021).

Outra enzima envolvida com as atividades da arginase-1 é a Oxido nitrico sintase
induzivel 2 (NOS2/iNOS), sendo produzida em células imunes mieloides e linfoides através
dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) (BUZZO et al., 2017; DUARTE et al.,
2022). A iNOS tem a fungdo de viabilizar a produgdo do oxido nitrico (ON) sendo uma
molécula vasodilatadora, importante para 0 mecanismo microbicida, produzido pelo sistema
imunologico inato (MAHNKE et al., 2014). Todavia, a expressdo de ON prejudicada pela
auséncia da NOS2 foi associada a maior suscetibilidade e acometimento por doencas
infecciosas (GELZO et al., 2022). A concentracdo sérica da enzima iNOS exibiu estava
diminuida em pacientes com desfecho grave da COVID-19 (GELZO et al., 2022).
Possivelmente, a iINOS/NOS2 pode ser um biomarcador util da gravidade no COVID-19
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(DUARTE et al., 2022; GELZO et al., 2022).

Uma variedade de infeccdes virais pode induzir alteracbes em diversas moléculas, como
a integrina VLA-4 (04p1 - CD49d/ITGA-4), codificada pelo gene ITGA4, esta envolvida em
uma variedade de processos patologicos, entre eles: reparo de feridas, inflamacéo, trafego de
leucocitos e metéastase tumoral (SARTORI et al., 2021). A a4PB1 é expressa por mondcitos e
linfocitos, natural killer (NK), eosinofilos, neutréfilos, macréfagos, sendo um marcador de
inflamacédo pulmonar em ratos (KOURO et al., 2014; HADDAD et al., 2021). Em doencas com
resposta infecciosa intensas como a doenca COVID-19 podera fomentar a expressao do gene
ITGA4 ou elevar a concentracdo da integrina o4p1 (SARTORI et al., 2021). Embora, até o
momento ndo foi demostrado se existe uma correlagdo com o aumento na expressao do gene
ITGA-4, assim como da proteina VLA-4/04p1 com a gravidade da COVID-109.

Um biomarcador de lesdo endotelial importante é a P-selectina sollvel (sP-
selectina/CD62), sendo uma proteina de superficie, responsavel por mediar a interacdo entre
plaquetas ou células endoteliais ativadas (em estado ndo quiescente) com os leucdécitos totais
(KAUR etal., 2017). Além da forma membranar, a P-selectina soltvel também possui um papel
importante em patologias inflamatorias vasculares e trombose (KAUR et al., 2017). Em
doencas hiperinflamatdrias virais, ocorre lesdo e disfuncdo do endotélio, levando a uma
expressdo aumentada da P-selectina (LIBBY & LUSCHER, 2020, JACKSON et al., 2019). As
células endoteliais ativadas por mediadores inflamatérios, tais como: trombina, cisteinil
leucotrienos, oxidantes e histamina e citocinas como fator de necrose tumoral (TNF) séo
responsaveis por ativarem os corpos de Weibel-Palade (WPB). Os WPB produzem a P-selectina
expressando na superficie do endotélio, viabilizando adeséo entre plaquetas e leucdcitos pela
via do ligante de glicoproteina P-selectina-1 (PSGL-1 / (CD162) (JACKSON et al., 2019;
IVANOV et al., 2019).

O PSGL-1 é expresso como um homodimero em células linfoides e mieloides,
incluindo plaquetas (TINOCO et al., 2017, JIN et al., 2020). A proteina PSGL-1 é codificada
pelo gene SELPLG, desempenhando um papel importante na adesdo e rolamento das células
imunes (BELMONTE et al., 2021). Sua principal funcdo é estabelecer a ligacéo entre P-, E- e
L-selectina (TINOCO et al., 2017, JIN et al., 2020, BELMONTE et al., 2021). O complexo P-
selectina-PSGL-1 favorece a interacdo entre as células endoteliais e leucdcitos induzido os
monacitos a produzirem fator tecidual (FT) (IVANOV et al., 2019). Por outro lado, estudos
anteriores demostraram que uma forma soltvel de PSGL-1 (sPSGL-1) foi identificada, além de
PSGL-1 ligada a membrana de leucocitos (SAKO et al., 1993). A molécula de PSGL-1 soluvel
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(sPSGL-1) atua como um antagonista, competindo para se ligar a P-selectina membranar ou
solivel (STRAUSS et al., 1999; AJDUKOVIC et al., 2015). Até o0 momento, foi demostrado
que a P-selectina soltvel estava aumentada, assim como foi demostrado um aumento na
expressdao do gene SELPLG em pacientes com COVID-19 grave (GARCIA et al., 2022;
KARSLI etal., 2021; YATIM et al., 2021). Embora, ainda ndo esteja claro o papel do complexo
P-selectina-PSGL-1 na gravidade da COVID-19 (YATIM et al., 2021).

Diante da necessidade de estratificar e caracterizar pacientes com COVID-19, o
objetivo deste estudo foi analisar a expressdo de ARG1, SELPLG, ITGA4 e NOS2 em leucdcitos
totais, e determinar os niveis plasmaticos de P-selectina e proteinas PSGL-1, verificando a
associacdo desses marcadores com a gravidade da COVID 19.
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2 CAPITULO 2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agente patogénico

A doenca COVID-19 foi um grave problema de salde publica, afetando principalmente
a salde da humana e a economia (SHANG et al., 2021). A COVID-19 tem como agente
patogénico o SARS-CoV-2. Os coronavirus (CoVs) sdo membros da subfamilia
Orthocoronavirinaee  familia  Coronaviridae, ordem  Nidovirales. A subfamilia
Orthocoronavirinae é composta de quatro géneros - Alphacoronavirus (a-CoV),
Betacoronavirus (B-CoV), Gammacoronavirus (y-CoV) e Deltacoronavirus (6-CoV) (YAO et
al., 2020). O SARS-CoV-2 possui um RNA de fita simples e senso positivo [sSRNA (+)], sendo
um virus envelopado (SALVI et al., 2021).

Os virions coronavirus possuem quatro proteinas-chave responsaveis pela sua replicacdo
e sobrevivéncia: proteina do nucleocapsideo (N), proteina da membrana (M), proteina do
envelope (E) e glicoproteina spike (S), sendo proteinas estruturais. O SARS-CoV-2, entra na
célula hospedeira pela clivagem da enzima conversora da angiotensina Il (ACE2) que expde 0
sitio de ligacdo com auxilio da protease transmembrana, serina 2 (TMPRSS2) da célula
hospedeira (JACKSON et al., 2022). A literatura aponta que o receptor ACE2 atua como
receptor para a proteina estrutural S do SARS-CoV-2, que facilita a entrada do virus na célula
hospedeira (HOFFMANN et al., 2020). A entrada do SARS-CoV-2 ocorre por meio da ativacao
da glicoproteina S e clivagem do segmento C-terminal da ACE2 por proteases, a exemplo,
TMPRSS2 e FURIN presentes no tecido pulmonar (PINTO et al., 2020).

2.2.1 Transmissdo do SARS-CoV-2

Segundo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos Estados Unidos da
América (EUA), o SARS-CoV-2 é disseminado de forma facil e eficiente, o principal modo
pelo qual pessoas saudaveis se infectam com o virus SARS-CoV-2 é pela exposic¢éo a material
bioldgico de pessoas contaminadas, tais como os fluidos respiratorios que transportam os virus
viaveis (CDC, 2020; MUKHRA; KRISHAN; KANCHAN, 2020; ARAV; KLAUSNER;
FATTAL, 2021; RATHNASINGHE et al., 2022). Dito isso, a exposi¢cdo ocorre de trés
maneiras principais: inalagdo via nasal de goticulas respiratorias muito finas e particulas de
aerossol; a deposicdo de goticulas e particulas respiratorias em membranas mucosas expostas

na boca, nariz ou olhos por respingos e sprays diretos e, por fim a transmissao também ocorre
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pelo contato com as méos contaminadas que toca as membranas mucosas depositando os fluidos
respiratdrios contendo virus ou de forma indireta, tocando superficies com virus (CDC, 2020).
A literatura evidencia que a tosse é capaz de produzir aproximadamente 3.000 goticulas de
fluido, enquanto o espirro libera cerca de 40.000 goticulas de fluidos (DOLIN et al., 2005;
DHAND & LI, 2020). Em um estudo conduzido por Santarpia et al. (2020), foram coletadas
amostras do ar e superficie de quartos ocupados por pacientes acometidos pela COVID-19, os
resultados revelaram que havia RNA viral no ar dentro e fora dos quartos e nas grades de
ventilacdo (SANTARPIA et al., 2020). Pesquisa recente destaca que a probabilidade de
infeccdo diminuiu com a distancia da pessoa infectada das pessoas saudaveis (BALE et al.,
2022).

2.3 Espectro de gravidade da infecgéo por SARS-CoV-2

Segundo o National Institutes of Health (NIH) (2020), pacientes com infeccdo por
SARS-CoV-2 podem apresentar um espectro grande de manifestacdes clinicas, desde auséncia
de sintomas até doenca critica. Geralmente, os pacientes adultos com infecgdo por SARS-CoV-
2 sdo distribuidos em cinco categorias de sintomas: assintomaticos, leves, moderados, graves e
criticos. Contudo, os critérios de inclusdo podem variar de acordo com as diretrizes clinicas e
0s ensaios clinicos, podendo ser modificados ao longo do tempo, os critérios levados em
consideracdo, globalmente estdo descritos a seguir (Tabela 01).

H& indicios que maioria das pessoas com COVID-19 apresenta doenca
paucissintomatica e ndo grave (KIM et al., 2021). Todavia, cerca de 20% dos pacientes
desenvolvem COVID-19 grave com necessidade de hospitalizacdo, e cerca de 5% que sdo

internados na unidade de terapia intensiva evoluem para a forma critica (CAUSSY et al., 2020).
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Tabela 01. Espectro da gravidade e sintomas manifestados em pacientes com COVID-19.

SINTOMAS
Doenca Pacientes com teste positivo para SARS-CoV-2, mas que ndo
Assintomaética apresentam sintomas.
Doenca Leve Pacientes que apresentam varios sinais e sintomas de COVID-19
80% (febre, tosse, dor de garganta, mal-estar, dor de cabeca, dor muscular,

nausea, vomito, diarreia, perda de paladar e olfato), sem necessidade
de hospitalizacao.

Doenca Moderada | Pacientes que apresentam evidéncia de doenca respiratéria inferior
em avaliagdo médica ou imagem com saturacgdo de oxigénio (SpO »)
>94%. Demanda cuidados ambulatoriais.

Doenga Grave Paciente com SpO » < 94%, uma relacgdo entre pressdo parcial arterial
15% de oxigénio e fragdo inspirada de oxigénio (PaO 2 /FiO ;) <300 mm
Hg, frequéncia respiratéria >30 respira¢des/ min, ou infiltrados
pulmonares >50%. Requer hospitalizagéo.

Doenca Critica Pacientes com insuficiéncia respiratéria, choque séptico e/ou
5% disfuncdo de maltiplos érgdos. Requer hospitalizagéo.

Fonte. Tabela baseada no National Institutes of Health, (2020).

2.3.1 Manifestac0es clinicas das infeccoes pelo SARS-CoV-2

Os sintomas clinicos promovidos pela infeccdo do SARS-CoV-2 sdo analogos aos de
uma gripe comum, tais como: a febre, tosse, dor de cabeca, mialgia generalizada, mal-estar,
sonoléncia, diarreia, confusdo, dispneia, pneumonia e calafrios (MUKHRA; KRISHAN;
KANCHAN, 2020).

Em um estudo de revisdo sistematica, 152 pesquisas clinicas com 41.409 pacientes
diagnosticados por COVID-19, evidenciaram que 0s sintomas mais prevalentes foram: febre
(58,66%), tosse (54,52%), dispneia (30,82%), mal-estar (29,75%), fadiga (28,16%) e
escarro/secrecdo (25. 33%), sintomas neuroldgicos (20,82%), manifestacdes dermatoldgicas
(20,45%), anorexia (20,26%), mialgia (16,9%), espirros (14,71%), dor de garganta (14,41%),
rinite (14,29%), arrepios (13,49%), cefaleia (12,17%), dor toracica (11,49%) e diarreia (9,59%)
(DA ROSA MESQUITA, et al., 2021).

Além do mais, um estudo incluindo 184 pacientes admitidos em UTI com pneumonia
comprovada por COVID-19, evidenciou que cerca de 31% destes pacientes apresentaram
complicacdes tromboticas (KLOK et al., 2020). Além do prolongamento do tempo em UTI,
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outros fatores de riscos foram sugeridos e associados a tromboembolismo venoso, os resultados
sugeriram uma contagem mais alta de glébulos brancos, maior propor¢do de neutrofilos em
relacdo aos linfocitos e um nivel elevado de D-dimero (MIDDELDOREP et al., 2020).

2.3.2 Fatores de riscos

A COVID-19 é uma doenca que pode evoluir para o desfecho grave, alguns fatores de
riscos sdo associados a desfechos desfavoraveis para os pacientes - tanto a idade quanto as
comorbidades cronicas veem sendo relatadas em estudos clinicos como fatores para desfecho
de gravidade e mortalidade (ZHOU et al., 2020; KIM et al., 2021). Evidéncias cientificas
demostraram que pacientes com hipertensdo, diabetes, doenca pulmonar obstrutiva cronica,
doenca renal crénica e doencas cardiovasculares possuiam maiores chances de evoluirem para
o0 desfecho grave da COVID-19 (MOLANI et al., 2022).

Outra comorbidade associada a gravidade da COVID-19 é a obesidade, esta condicao
pode potencializar condigdes secundarias como hipoxemia e pneumonia que sao preditores da
mortalidade (RATHNASINGHE et al., 2022). Um estudo observacional prospectivo utilizou
0 banco de dados International Severe Acute Respiratory and Emerging Infections Consortium
(ISARIC), incluindo registros clinicos a partir de janeiro de 2020 a maio de 2021, referente a
442.643 pacientes com infecgbes por SARS-CoV-2 confirmadas em laboratério em 61
paises. Os pacientes foram caracterizados de acordo com o sexo, sendo (55%) homens e
mulheres (45%), com idade média de 77 anos. As comorbidades mais prevalentes na admissao
foram doenca renal cronica (19%), asmaticos (13%) e diabetes mellitus (13%) (WRIGHT et
al., 2021).

Um estudo brasileiro de analise de casos confirmados por COVID-19 foi realizado,
através de coleta de dados em sites oficiais de cada Secretaria Estadual de Saude. Este estudo
envolveu pacientes acometidos pelo SARS-CoV-2 desde o inicio da pandemia, cerca de
276.703 pacientes foram incluidos neste estudo. Um total de 11.278 (4,8%) pacientes foram
internados em UTI e 17.752 (6,4%) pacientes evoluiram para o 6bito (PACHIEGA et al., 2020).
Na maioria dos estados brasileiros (58,6%) dos pacientes eram do sexo masculino, e pacientes
com idade superior a 60 anos (71,4%) foram acometidos por COVID-19 grave tiveram 0
desfecho de obito, respectivamente. As comorbidades foram avaliadas em 15 estados brasileiros
para pacientes em 6bito, as mais prevalentes foram: doengas cardiacas cronicas (35%), diabetes

(28,7%), doencas pulmonares cronicas (8,2%), doencas renais (5,9%), acidente vascular
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cerebral (5,3%), hipertensdo (5,1%), obesidade (4,4%) e doencas imunossupressoras (3,8%)
(PACHIEGA et al., 2020).

Ressaltamos que as comorbidades descritas anteriormente, segundo o CDC (2022),
estdo associadas a COVID-19 grave em adultos, independentemente da idade. Alem disso,
pessoas negras também correm maiores riscos de desfecho grave e morte, devido as
desigualdades sociais (CDC, 2022).

24 Imunopatologia e tempestade de citocinas na COVID-19

A tempestade de citocinas € caracterizada por niveis elevados de citocinas teciduais e
circulantes promovendo hiperativacdo de células imunes, podendo ser deflagrada por
patdgenos, canceres e doencas autoimunes (FAJGENBAUM & JUNE, 2020). A patologia
ocasionada pela infeccdo do SARS-CoV-2 é atribuida a uma interacdo complexa entre o virus
e a capacidade de resposta imunoldgica do hospedeiro. Esta interacdo promovendo a ativacéo
de inumeras vias pro-inflamatérias desencadeando a tempestade de citocinas, bem como
hiperinflamag&o, culminando em dano tecidual, sindrome do desconforto respiratorio agudo
(SDRA) e faléncia de multiorganica (MEHTA & FAJGENBAUM, 2021; TAN,
KOMARASAMY, BALASUBRAMANIAM, 2021).

A resposta inflamatoria exacerbada apresentada na infeccdo por SARS-CoV-2 €
sugerida por ZHOU et al. (2020), com uma associacao a um influxo macico de células imunes
inatas (neutréfilos e mondcitos), que podem promover o agravamento da lesdo pulmonar
contribuindo para a SDRA. Um estudo conduzido por Aid et al. (2020), investigou o tecido
pulmonar, através de necrépsia em espécimes de pacientes acometidos por COVID-19 grave
post-mortem. Além disso, comparou 0s cortes pulmonares humanos como cortes histolgicos
de pulmdes provenientes de macacos rhesus infectados com SARS-CoV-2. A
imunohistoquimica revelou lesdes microvasculares e macrovasculares, lesdo endotelial grave e
infiltrados linfocitarios nos alvéolos humanos. Semelhantemente, nos macacos rhesus foram
observados endotélio hiperplasico, proliferacdo intimal com aderéncia de macrofagos e
linfécitos TCD8+ ancorados ao endotelio e espaco perivascular (AID et al., 2020).

Outros resultados foram observados em uma coorte com 67 pacientes que sucumbiram
a infeccdo por COVID-19 grave. Neste estudo foram realizadas autopsias de espécimes
pulmonares humanos post-mortem. Os resultados evidenciaram marcadores inflamatorios

elevados, tais como: ferritina, proteina C reativa, procalcitonina, bem como alteracées nos
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niveis de leucdcitos totais com destaques para a neutrofilia. Além disso, valores elevados de
citocinas, tais como: IL-6, IL-8 e TNFo foram observados em pacientes com COVID-19
grave. Ainda, foi evidenciado embolias pulmonares em quatro casos, bem como microtrombos
no cérebro (BRYCE et al. 2020).

Sabe-se que as células imunes inatas sdo a primeira linha de defesa priméria, diante de
um dano inflamatério, independente do patdgeno que acomete o hospedeiro. Um estudo aponta
que citocinas (IL-6, IL-8, G-CSF, GRO a, MCP-3, IL-1 a, MCP-1 e TNF- o) foram produzidas
de forma exacerbada em paciente com COVID-19 grave. Ademais, essas citocinas sdo
produzidas por células imunes inatas especializadas e ndo especializadas, tais como:
neutrofilos, monacitos, células dendriticas e fibrdcitos (PETREY et al., 2021).

Além disso, outra citocina muito importante na resposta antiviral é o interferon gama
(INF-y), entretanto, evidéncias apontam que quando produzida de forma exacerbada pode
promover hiperinflamagdo (ANDREAKOS, 2022). A COVID-19, possui sua fisiopatologia
relacionada com a hiperinflamacéo, eventos de coagulopatias e imunotrombose. A gravidade é
atribuida a exacerbacdo da resposta imune do hospedeiro, com um aumento de células da
imunidade inata, e dos mediadores inflamatdrios em resposta a infec¢édo viral e a coagulopatia
(BOAVENTURA et al., 2021).

A coagulopatia/coagulacdo pode se apresentar como um processo dinamico, sendo
deflagrado pela ativacdo proteolitica regulada por fatores de coagulacdo em vasos
lesionados. Neste sentido, os fatores de coagulacdo, com exce¢do do fator VIII (FVIII), séo
sintetizados por células endoteliais sinusoidais hepaticas e pelo tecido linfatico (WINTER et
al., 2020). Um estudo realizado por Komi et al. (2021), reuniu trés grupos de pacientes (35
pacientes criticos, 35 pacientes graves e 35 controles saudaveis) para investigar os eventos de
coagulopatia que, possivelmente estariam presentes na patogénese da COVID-19 grave. Este
estudo investigou as seguintes moléculas: Testes de coagulacdo incluindo tempo de
protrombina (PT), tempo de tromboplastina parcial (PTT), fibrinogénio (FIB), anticoagulante
lupico (LAC), proteinas C e S, antitrombina I11 (ATIII), D-dimero e produtos de degradacdo da
fibrina (FDPs) no plasma dos pacientes. Os resultados evidenciaram que o D-dimero, FIB, PT,
PTT, LAC, proteina S, FDP e proteina C mostraram significancia no prognostico dos pacientes
com COVID-19 grave.

Corroborando com estes achados, um estudo conduzido por Cacciola et al. (2020),
investigou a inflamacdo, marcadores endoteliais e hemostaticos, incluindo IL-6 e fator de

necrose tumoral-alfa (TNF-a), fator tecidual (TF), fator von Willebrand (vWF) e inibidor da via
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do fator tecidual (TFPI) em 100 pacientes diagnosticados com COVID-19 grave e 60 pacientes
com COVID-19 leve e assintomaticos. Os resultados mostraram um aumento nos seguintes
marcadores: IL-6 e TNF-a, TF, VWF e TFPI em pacientes graves em comparagdo com pacientes
leves e assintomaticos. Os pesquisadores sugeriram que na COVID-19 grave ocorre uma
inflamacdo profunda e esta pode estar associada a endoteliopatia grave, bem como alteragdes
nas atividades hemostéticas (CACCIOLA et al., 2020).

25 Biomarcadores do COVID-19

Desde o inicio da pandemia, a comunidade cientifica busca entender os mecanismos
do COVID-19. Estudos clinicos transversais foram desenvolvidos em diversos paises a fim de
tracar um perfil estratificando os pacientes com base no espectro de gravidade da doenca a partir
de biomarcadores alterados em pacientes com COVID-19 grave, quando comparado a COVID-
19 leve e assintomatico (PONTI et al., 2020).

Neste sentido, a urgente necessidade de identificar biomarcadores laboratoriais e
preditores clinicos que sejam capazes de predizer a progressao para formas graves e fatais do
COVID-19 movimentou inimeras pesquisas clinicas (HENRY et al., 2020). Entdo, a partir de
estudos clinicos preliminares, diversos biomarcadores foram classificados como preditores da
gravidade no COVID-19: biomarcadores hematoldgicos, imunoldgicos, tomboinflamacéo e de
lesdo endotelial. A identificacdo dos biomarcadores eficazes, seriam Uteis e determinantes para
triagem, manejo clinico e prevencdo de complica¢fes graves, com terapias personalizadas,
mitigando a mortalidade no COVID-19 (PONTI et al., 2020).

25.1 Biomarcadores hematol6gicos no COVID-19

O processo inflamatério desempenha um papel central contribuindo para o
agravamento do COVID-19. O quadro inflamatdrio grave em resposta a infeccdo do SARS-
Cov-2, leva ao desequilibrio das respostas imunologicas, cursando com a fungdo imune
adaptativa enfraquecida (SIMADIBRATA et al., 2021). Identificar de forma precoce fatores de
riscos que favorecam a gravidade clinica em pacientes com COVID-19 é urgentemente
necessario, a fim de viabilizar cuidados adequados ou permitir acesso a tratamentos intensivos,
mitigando a mortalidade no COVID-19 grave (ZHANG et al., 2020).

Neste sentido, o comportamento das células sanguineas desde o inicio da pandemia vem

intrigando pesquisadores. Comumente, é esperado que em infecgdes virais 0s parametros
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hematoldgicos apresentem uma linfocitose, respondendo a grande demanda do sistema
imunolégicos em produzir células adaptativas. Contudo, apesar do COVID-19 ser uma doenga,
cujo o patdégeno € um virus, diversos estudos apresentam um quatro de leucocitose com
neutrofilia, contrariando as expectativas (JAVADI et al., 2022; SAURABH et al., 2022).

A disfuncéo leucocitaria é crucial para o desfecho de doencas infecciosas. A neutrofilia
e a tempestade de citocinas sdo presentes na COVID-19 grave, este quadro de desequilibrio
leucocitario prejudica as respostas imunes das células T, estando correlacionado com a
gravidade da doenca (BOST et al., 2021). Um estudo de coorte investigou 201 pacientes com
pneumonia por COVID-19, dentre os principais fatores de riscos, a neutrofilia foi associada a
SDRA e morte (WU et al., 2020).

Até o momento, os biomarcadores hematoldgicos mais utilizados para estratificar os
pacientes em estagios do COVID-19, sdo: contagem de leucdcitos, contagem de linfocitos,
contagem de neutréfilos, razdo neutrofilos-linfocitos (RNL), razdo plaquetas-linfocitos (RPL),
contagem de plaquetas, contagem de eosinofilos e contagem de mondcitos (PONTI et al., 2020;
HENRY et al., 2020; QU et al., 2020; YANG et al., 2020; MA et al., 2022).

Em um estudo conduzido por Qin et al. (2020), foram analisados biomarcadores
correlacionados com a desregulacdo da resposta imune em uma coorte de 452 pacientes
diagnosticados com COVID-19. Os resultados demostraram que pacientes graves exibiram
linfopenia, leucocitose, razdo neutréfilos-linfécitos (RNL) elevada, assim como porcentagens
mais baixas de mondcitos, eosinofilos e basofilos, quando comparados a pacientes com
sintomas leves do COVID-19 (QIN et al., 2020).

Um estudo de coorte demostrou que os achados hematoldgicos apresentaram maior
contagem de neutréfilos com leucocitose na coorte investigada, posteriormente estes mesmos
pacientes foram a o6bito, devido a infeccdo ocasionada pelo SARS-CoV-2. Por outro lado, os
pacientes desta mesma coorte apresentaram uma contagem de linfécitos menor, plaquetas e
hemoglobina mais baixa em comparacéo a coorte de sobreviventes acometidos pelo COVID-
19 (BAIRWA et al., 2021).

Além do mais, estudos clinicos demostraram que 0s subconjuntos de células T e B
apresentaram alteracfes nos pacientes com COVID-19 grave. Entre as alteracGes encontradas
em pacientes gravemente afetados por COVID-19, estavam a baixa contagem de células T,
cursando com aumento nas células T auxiliares naive, assim como uma reducdo consideravel
das células T auxiliares de meméria (COSSARIZZA et al., 2020). Outro estudo demostrou que

a diminuicao de subconjuntos especificos de linfocitos, tais como: linfocitos (<500/uL), células
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T CD3+ (<200/uL), células T CD4+ (<100/uL), células T CD8+ (<100/uL) e células B (<50/
uL), foram classificados e correlacionados com a morte intra-hospitalar e gravidade do COVID-
19 (BO et al., 2020).

2.5.2 Biomarcadores de desregulacdo imunoldgica, Razao Neutrdfilos-linfocitos (RNL) e Razéo
Plaquetas-linfocitos (RPL)

A razdo de neutréfilos-linfécitos é determinada a partir da contagem de neutrofilos
dividido pela contagem de linfécitos, dosados no sangue periférico. Este pardmetro biologico
simples reflete o equilibrio entre dois aspectos do sistema imunoldgico: inflamacdo aguda e
crénica (conforme indicado por contagem de neutréfilos) e imunidade adaptativa (contagem de
linfécitos) (SONG et al., 2022). A razdo neutrdfilos-linfocitos vem sendo utilizada pela
praticidade e baixo custo, podendo ser utilizado como um biomarcador para a inflamacéo e
previsdo de resultados (LI et al., 2022).

Notavelmente, os neutréfilos e linfocitos e suas altas proporgdes possuem papel de
destaque na fisiopatologia do COVID-19 (REGOLO et al., 2022). A razdo de neutréfilos-
linfécitos (RNL) foi Gtil para prever a mortalidade em outras doencas, tais como: sepse, acidente
vascular cerebral e neoplasias (LI et al., 2022). Dito isso, a literatura vem identificando
alteracbes na razao neutréfilo-linfécito (NLR) sendo considerados como biomarcadores que
predizem a gravidade no COVID-19 (JUNEJA et al., 2022). Um estudo clinico transversal
comparou a RNL em coorte de pacientes infectados com o virus Influenza, virus sincicial
humano (RSV) e com SARS-CoV-2. Para pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, a NLR foi
associada prognosticos desfavoraveis (PROZAN et al., 2021).

Outro biomarcador muito importante e de baixo custo é a razdo plaquetas-linfocitos
(RPL). Um estudo clinico demostrou que existe uma alta relacao entre a proporcéao de plaquetas
divididas por contagem de linfocitos em pacientes com COVID-19 grave (QU et al., 2020).
Recentemente, foi reafirmado em estudo clinico que a RPL é maior em pacientes com COVID-
19 grave, quando comparado a pacientes ndo graves (CARRANZA LIRA & GARCIA
ESPINOSA, 2022). A Razdo neutrofilo-linfocito (NLR) e razdo plaqueta-linfdcito (PLR) foram
classificados como preditores de gravidade do COVID-19 em pacientes chineses com idade
menor que 40 anos (MA et al., 2022).
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25.3 Biomarcadores da tomboinflamag&o

A tomboinflamacdo desempenha um papel importante na fisiopatologia da COVID-
19, com alteracdo de diversos biomarcadores envolvendo sistema imunoldgico e sistema de
coagulacdo. ComplicagcBes como o tromboembolismo venoso é marcante e exacerbada em
pacientes que evoluiram com quadro do COVID-19 grave, resultando em embolia pulmonar a
complicacdo trombdtica mais comum, culminando na sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SDRA) (CUI et al., 2020; KLOK et al., 2020).

Neste contexto, um estudo de coorte prospectivo exibiu em seus resultados que o
evento de embolia pulmonar foi a causa diretamente associada ao 6bito de mais de 30% dos
pacientes com COVID-19 grave, em autopsia post-mortem foi detectado trombose venosa
(WICHMANN et al., 2020). Outros estudos clinicos investigaram biomarcadores da
trominflamagao em pacientes com COVID-19. Eles observaram que, havia anormalidades nos
eventos da coagulacdo, cursando com aumento dos niveis de produtos de degradacéo da fibrina,
fator de von Willebrand, tempo de protrombina aumentada (TAP) e trombocitopenia, D-dimero
no grupo de pacientes hospitalizados com gravidade do COVID-19 (ZHOU et al., 2020; YANG
etal., 2020; LIPPI et al., 2020; LIBBY et al., 2020).

Além do mais, autdpsias de espécimes pulmonares humanos mortos por complicacfes
do COVID-19, demostraram trombos de plaquetas-fibrina, revelando comprometimento
microvascular. Consequentemente, o tecido pulmonar demostrou caracteristicas anormais com
lesdo endotelial aguda, aumento da permeabilidade capilares e microvasculatura distorcidas
(ACKERMANN et al., 2020; BRADLEY et al., 2020). A alta incidéncia dos eventos de
trombose e lesdes vasculares reveladas pelas autopsias pulmonares traz novas especulacdes
sobre ventilacdo-perfusdo e oxigenacdo prejudicada dos tecidos afetados pelas complicacoes
do COVID-19 grave (GATTINONI et al., 2020). Os eventos de trombos microvasculares foram
detectados nos principais 6rgdos humanos, incluido coracdo, rim e figado de pacientes com
COVID-19 grave e critica, esses achados foram caracterizados como microangiopatia
trombotica dos multiplos 6rgaos (RAPKIEWICZ et al., 2020).

2.6 Disfuncéo endotelial no COVID-19

O evento de disfuncdo endotelial, anteriormente foi associado a infecgdes ocasionadas

pela familia dos coronavirus como um evento fisiopatoldgico importante, a disfungédo endotelial
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pode ser causada pela infeccdo direta das células endoteliais (HAMMING et al., 2004;
BOAVENTURA et al., 2021). O SARS-CoV-2 pode infectar células endoteliais vasculares,
promovendo dano celular, disfungéo, levando estas células a morte ndo programada, estas
alteracdes no metabolismo das células endoteliais determina a perda ou diminuicdo da
capacidade antitrombdtica do endotélio fisiologico (WICHMANN et al., 2020; TEUWEN et
al., 2020).

Achados clinicos de lesdo endotelial foram descritos em diversos estudos recentes,

incluindo: danos alveolares, edema na parede dos vasos, trombos hialinos , micro-hemorragia
e microtrombose difusa na microvasculatura periférica, levando a insuficiéncia respiratoria na
COVID-19 (FOX et al., 2020; WICHMANN et al., 2020; TIAN et al., 2020).
Outros estudos tentaram identificar biomarcadores e mecanismos que causam 0s eventos de
trombose em pacientes com COVID-19, incluindo ativacdo plaquetéaria; ativacdo dos
leucdcitos, formacdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS), ativacdo do sistema
complemento, alteracdo no sistema de coagulacdo e disfuncdo das células endoteliais
(WICHMANN et al., 2020; PARANJPE et al., 2020; BARNES et al., 2020). Contudo,
possivelmente a lesdo das células endoteliais possa favorecer o mau funcionamento do sistema
vascular, sendo a caracteristica patoldgica central no COVID-19 grave (BARNES et al., 2020;
LEVI et al., 2020; PRANDONI et al., 2020; PAAR et al., 2021).

Estudos clinicos recentes observaram em seus resultados que existia inflamacéo
endotelial generalizada em diversos 6rgdos, incluindo pulmdes, coracéo, figado, rim, intestino
e pele de pacientes que sucumbiram a infeccdo do SARS-CoV-2 (ACKERMANN et al., 2020;
VARGA et al., 2020; FOX et al., 2020; NEGRINI et al., 2020; CARNEVALE et al.,
2021). Alem disso, autdpsias pulmonares humanas evidenciaram perda da integridade juncional
das células endoteliais (ACKERMANN et al., 2020). Neste sentido, estudos clinicos procuram
biomarcadores que possam caracterizar disfuncéo endotelial e classificar o estado de gravidade
em pacientes com COVID-19 (ESCHER et al., 2020; CRIPPA et al., 2020; FRASER et al.,
2021).

2.6.1 Biomarcadores da disfuncdo endotelial no COVID-19

Biomarcadores moleculares da disfuncdo endotelial, incluindo o fator de von
Willebrand, aumento das células endoteliais (ECs) na circulagdo, aumento dos niveis das

selectinas responsaveis pela adesdo entre células endoteliais-plaquetas-leucocitos P-selectina,
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E-selectina, molécula intercelular solGvel-1 e angiopoietina-2, sdo exacerbados em pacientes
gravemente acometidos pelo COVID-19, quando comparados a pacientes com desfecho leve
do COVID-19 (ESCHER et al., 2020; GUERVILLY et al., 2020; NERI et al., 2020; SMADJA
et al., 2020; SPADARO et al., 2021). A lesdo endotelial é marcante no COVID-19, sendo
provocada, tanto pela infecgdo direta das células endoteliais pelo SARS-CoV-2, quanto de
forma indireta pelo aumento do estresse metabdlico e hiperinflamag&o presente no COVID-19
(NICOSIA et al., 2021).

Conforme dito anteriormente, a atividade das células endoteliais sofre alteragdes em
infecgBes graves e criticas do COVID-19. Um estudo observou que a dilatacdo da artéria
braquial estava reduzida em jovens infectados pelo SARS-CoV-2, a diminuic¢do da capacidade
elastica da artéria braquial neste grupo foi correlacionada maior rigidez, quando comparado aos
controles saudaveis do estudo (RATCHFORD et al., 2021). Esse resultado sugere possiveis
alterac6es na producdo de 6xido nitrico (ON) em pacientes com COVID-19 grave (DOMINIC
et al., 2021). Recentemente, alteraces no metabolismo da proteina eNOS/iNOS em leucdcitos
totais dos pacientes gravemente afetados pelo COVID-19 foram observados (GELZO et al.,
2022). Esses dados podem justificar em parte a perda da vasodilatacdo em pacientes com
COVID-19.

Neste contexto, o endotélio possui uma camada chamada de glicocalice endotelial, o
glicocalice desempenha a funcdo sensorial, sendo capaz de detectar estimulos biomecanicos.
Esse mecanismo possibilita alteracbes moleculares, favorecendo a ativacdo de eNOS,
consequentemente produzindo ON molecular, levando a vasodilatacdo do endotelial,
combatendo infec¢des (ZHANG et al., 2019). Estudos clinicos observaram a degradacdo do
glicocalice em pacientes gravemente enfermos pelo COVID-19 (FRASER et al., 2020; DU
PREEZ et al., 2022).

Ademais, a desintegracdo do glicocélice estava associada a agregacao das plaquetas
ao endotélio, devido a perda da capacidade anticoagulante natural do endotélio nestes pacientes
(FRASER et al., 2020). Além do infiltrado leucocitario na parede do vaso pela perda do
glicocélice, é provavel que as alteracGes no metabolismo da proteina eNOS em pacientes com
COVID-19 seja multifatorial, devido ao estresse oxidativo sisttmico (CHANG et al., 2021). O
metabolismo da eNOS nos leucocitos esta associado ao metabolismo e atuacdo da enzima
arginase-1, dito isso, estudos clinicos demostraram maior expressdo do gene ARG1 em
pacientes graves com COVID-19 (DERAKHSHANI et al., 2021; DEAN et al., 2021).

Recentemente, foi sugerido que tanto o gene ARG1, como a proteina arginase-1 sejam
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biomarcadores associados a gravidade do COVID-19 (BOST et al., 2021; DERAKHSHANI et
al., 2021; DEAN et al., 2021, DUARTE et al., 2022).

2.6.2 O possivel papel da proteina Arginase -1 e gene ARGL1 na fisiopatologia do COVID-19

A arginase € uma das cinco enzimas que participam do ciclo da ureia com objetivo
final para dispor de amoénia, mediante a conversdo de L -arginina em L-ornitina e ureia
(CALDWELL et al., 2018). A molécula de arginase existe em duas isoenzimas distintas:
arginase 1 (ARG1) e arginase-2 (ARG2), que diferem na distribuicdo nos tecidos e na
localizacdo intracelular (ASH, 2004). A arginase 1 (ARGL1) possui a funcédo fisiologicas de
desintoxicacdo da aménia no ciclo da ureia, j& arginase 2 (ARG2) atua na produc¢do da ornitina
necessaria para a sintese de prolina e poliaminas que possuem papeis cruciais na regeneracao e
proliferagéo celular (CALDWELL et al., 2018).

A enzima Arginase-1 pode influenciar na regulacdo das respostas imunes, Vvisto que,
praticamente todos os tipos de células mieloides produzem a Arginase-1. Neste sentido, 0
aminoacido L-arginina é crucial para as respostas imunolégicas eficientes, sendo metabolizado
em células mieloides por um conjunto de quatro enzimas distintas: ARG1, 6xido nitrico sintase
induzivel (INOS/NOS2), arginina descarboxilase (ADC) e arginina glicina amidinotransferase
(AGAT) (GRZYWA et al., 2020). Além disso, a Arginase-1 é expressa constitutivamente em
neutrdfilos, sendo liberada no microambiente, mediante a processos inflamatdrios e infecciosos
(MUNDER, 2009).

A literatura evidencia que a expressao exacerbada do gene ARG1 promove sinalizac6es
intracelulares e producdo de diversas moléculas pro-inflamatdrias como: interleucina (IL) -13,
IL-4, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), bem como a sintese de espécies
reativas de oxigénio (ROS) pelos leucdcitos; nitrogénio e hipdxia (CHERIAN et al., 2004;
CALDWELL et al., 2018). Consequentemente, fatores de transcri¢do tais como: transdutor de
sinal e ativador da transcricdo (STAT) -6 / STAT-3 fator induzivel por hipdxia (HIF) -1 estdo
envolvidos neste processo inflamatorio (ZHU et al., 2015).

Ressaltamos que estudos conduzidos por Derakhshani et al., (2021) e Dean et al., (2021)

demostraram uma maior expressdo do gene ARG1 em leucdcitos, bem como em célula
mononuclear do sangue periférico (PBMC) de pacientes com COVID-19 grave, quando

comparado ao grupo controle saudavel. Ademais, a proteina arginase-1, estava com niveis
plasmaticos exacerbados em pacientes graves. Os pesquisadores evidenciaram também que,

houve um aumento na expressdo dos genes envolvidos em funcdes de granulocitos, entre eles
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mieloperoxidase (MPO) presentes nas armadilhas extracelulares de neutréfilos (NET'S) e
proteinas de degranulacdo de neutrofilos PRTN3. Desde modo, possivelmente existe uma
resposta imunoldgica desregulada (DEAN et al., 2021). O gene ARGL1 foi considerado um
biomarcador para a gravidade em pacientes com COVID-19 (DERAKHSHANI et al., 2021).

Uma pesquisa conduzida por Bost et al., (2021), mapeou a resposta imunoldgica em uma
coorte de pacientes com COVID-19. Realizaram o mapeamento do perfil dos mondcitos de PD-
L1, ARG1 e HLA-DR por citometria de fluxo. Os resultados apontaram para uma relacao clara
entre a expressdo média de ARG1 em mondcitos imunossupressores de pacientes com COVID-
19 grave (BOST et al., 2021). Semelhantemente, outro estudo sugeriu que uma populagéo de
neutréfilos imaturos, sendo células supressoras derivadas de mieloides granulociticas (G-
MDSC / CD66b+) constituiram a populacdo de leucocitos em pacientes com COVID-19 grave
(Dean et al., 2021). Logo, essas células possuem um inflamassoma desregulados, sendo comuns
em sepse, cancer trauma, transplante de medula 6ssea, distarbios autoimunes (MORTAZ et al.,
2020). Os resultados obtidos por Dean et al., (2021) em um ensaio de imunohistoquimica em
espécimes pulmonares (post morten) revelou que pacientes com COVID-19 grave expressavam
10 vezes mais neutrdfilos (G-MDSC / CD66b+), quando comparado aos controles normais,
além de niveis baixos de L-arginina plasmética (Figura 01).

Células cancerigenas sdo dependentes da L-arginina, mediante a metabolizacdo da
arginase-1. A linha celular do carcinoma epitelial cervical humano (HeLa), bem como a linha
celular de glioblastoma humano (SF268) sofrem apoptose na auséncia da L-arginina (GARCIA-
NAVAS et al., 2021). Estas linhagens celulares HeLa e SF268 cultivadas in vitro promoveram
0 aumento das células G-MDSC-CD66b+ neutrdfilos com fendtipo imaturo expressam niveis
exacerbados de ARGL, levando a deplecdo no microambiente do aminoacido L-arginina
(GARCIA-NAVAS et al., 2021). Além disso, existe uma relacdo antagdnica entre as enzimas
responsaveis pelo metabolismo da L-arginina: NOS e arginase-1. Quando aumentada a
arginase-1 favorece a restricdo da biodisponibilidade arginina no microambiente, levando ao
desacoplamento do NOS, mitigando a produgdo de ON levando a producédo de radicais livres,

como o superéxido (KIM et al., 2009).
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Figura 01. Migrac¢do das células imunes imaturas GMDSC’s para o sitio de infeccdo na
COVID-19 grave.

(A) celulas progenitoras das G-MDSC’s (B) G-MDSC (C) G-MDSC produzindo NET’s em uma resposta
imunoldgica desregulada (D) producéo de espécies reativas de oxigénio pelas células G-MDSC em macréfagos
(E) morte das células endoteliais por exaustdo e danos sofridos ocasionados pelas G-MDSC.

Fonte. Préprio autor, (2023).

Neste sentido, em um experimento realizado com cocultura de hESCs e PBMC ativados,
os resultados evidenciaram que células tronco embrionarias humanas (hESCs) bloquearam a
sintese de citocinas, bem como a proliferacdo de células T. Esses mecanismos podem ser
influenciados em parte, pela expressdo exacerbada de arginase-1 e consumo de L- arginina,
promovendo a pouca expressao da cadeia { de TCR em linfocitos T (YACHIMOVICH-
COHEN, 2010), influenciando nas respostas antivirais, mediadas por células, além da deplecéo
de NO mitigando a respostas antivirais (YACHIMOVICH-COHEN, 2010).

Dito isso, 0 ensaio realizado com células T cultivadas em arginina <50uM evidenciou a
expressdo diminuida da cadeia zeta do receptor de células T (CD3g- TCR) em pacientes com
COVID-19 grave, quando comparado ao grupo controle saudavel. Sabe-se que existem outras
vias para a disfuncdo das células T, todavia estes resultados apontaram para uma proliferacéo
das células T prejudicada e a produgdo de IFN-y insuficiente (RODRIGUEZ et al., 2009, DEAN

etal., 2021).
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2.6.3  Oxido Nitrico Sintase induzivel (iNOS/NOS?2) na fisiopatologia do COVID-19

Outro gene que vem sendo investigado no processo inflamatorio em doencas virais € a
oxido nitrico sintase (NOS). A NOS faz a catalise e conversdo de arginina em citrulina e éxido
nitrico (NO) (DECKER & PUMIGLIA, 2018). Existem trés isoformas expressas do NOS nos
vertebrados, sdo elas: NOS neuronal — expressas por neurénios (nNOS ou NOS1) e NOS
endotelial (eNOS ou NOS3), expressas por células endoteliais. Por outro lado, a NOS induzivel
(iNOS ou NOS2), ndo se restringe a tecidos especificos, sendo induzida por vérias citocinas nos
leucdcitos ou por moléculas da parede celular bacteriana e particulas virais (ESHELMAN et
al., 2019).

Contribuindo com este cenario, a hipoxia ¢ uma condicdo presente em doencas
infecciosas, possuindo diversos efeitos sob a molécula de NOS2: o primeiro é que a hipoxia
bloqueia parcialmente a sintese de 6xido nitrico (ON) pela NOS2, pois depende do oxigénio
molecular como substrato (MAHNKE et al., 2014). Assim, um segundo efeito é que hipoxia
interrompe a ligacdo entre NOS2 ¢ a proteina adaptadora a-actinina. Esse evento bloqueia a
ligacdo de NOS2 ao citoesqueleto de actina, promovendo a desativacdo do NOS2 e por fim, o
gene induzido transcricionalmente por HIF-1a esta presente nas células mieloides (MAHNKE
etal., 2014).

A sintese da INOS/NOS2 por parte das células imunes inatas ocorre via receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs). A expressdo de iINOS/NOS2 leva a sintese molecular de
ON. O ON € um importante para o mecanismo microbicida, produzido pelo sistema
imunoldgico inato, além da capacidade vasodilatadora. Todavia, aexpressdo de ON
prejudicada pela auséncia da NOS2 foi associada a maior suscetibilidade e acometimento por
doengas infecciosas (BUZZO et al., 2017).

Neste contexto, a literatura sugere que as enzimas INOS/NOS2 e arginase-1 sdo
capazes de modularem as respostas imunoldgicas, mediante ao catabolismo do L-arginina
(DUARTE et al., 2022). Os macrofagos sdo subdivididos em dois principais subtipos,
incluindo os macrofagos M1 e M2. Os macréfagos M1 metabolizam o L-arginina a partir de
INOS. Os macrofagos M1 sofre influéncia das citocinas T helper 1 (Th1), interferon (IFN),
interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-a (TNFa). Esse tipo de célula atua na primeira
fase de resposta imune a insultos inflamatérios (DUARTE et al., 2022). O estimulo continuo
das citocinas Thl mantém a circulacdo do L-arginina e cofatores que auxiliam a iNOS para
fomentar a sintese de ON. Os macréfagos M1 desempenha atividade microbicida e pro-
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inflamatorias, eliminando diversos tipos de microrganismos, incluindo virus, bactérias, fungos,
protozoarios e células tumorais a partir do ON (KARUPIAH et al., 1995; KAWANISHI et al.,
1995).

Anteriormente foi descrito que 0 SARS-CoV-1 tem seu ciclo de replicacdo influenciado
por ON da seguinte forma: na primeira etapa o ON reduz a afinidade ou intera¢do da proteina
spike com o receptor ACEZ2; na segunda etapa 0 ON reduz a producéo de RNA do SARS-CoV-
1, mediante, blogueio quimico das cisteina proteases, responsaveis por codificar a proteina do
Orfla do SARS-CoV-1 (DUARTE et al., 2022). O SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2 sdo
semelhantes, sendo possivel que este mecanismo desenvolvido contra o SARS-CoV-1 pelo ON
seja igual para o virus SARS-CoV-2 (DUARTE et al., 2022).

Por outro lado, os macréfagos M2 atuam na metabolizacdo do aminoacido L-arginina,
mediante a acdo enzimatica da arginase-1. As citocinas responsaveis por atuarem nestes eventos
sdo as T helper 2 (Th2), incluindo a interleucina-4 (IL-4) e interleucina-13 (IL-13), essas duas
citocinas sdo responsaveis por estimulam a expressdo de arginase-1 em células mieloides, sendo
responsaveis pela principal caracteristica dos macréfagos M2 (LOUIS et al., 1999). A principal
funcdo dos macrofagos M2 é atuar na segunda fase da resposta imunoldgica contra a
microrganismos invasores, mitigando a inflamag&o. Assim, mediante ocorre um
redirecionamento do aminoacido L-arginina, sendo metabolizado pela arginase-1 que promove
o reparo tecidual com producéo de poliaminas e prolina (ALBINA et al., 1998).

Além disso, a arginase-1 € expressa em neutrdfilos, bem como células supressoras
derivadas de mieloides (MDSCs) (MUNDER et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2017). Os
neutrofilos e MDSCs sdo capazes de secretar arginase no meio extracelular. A arginase no meio
extracelular promove a deplecdo do L-arginina, resultando na atenuacao e supressao das células
T (DUARTE et al., 2022). Recentemente, isso foi demostrado com células de pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2, onde ocorreu o blogueio da cadeia zeta do receptor de células T
(CD3¢- TCR) em presenca reduzida do L-arginina (DEAN et al., 2021).

Um estudo desenvolvido por Karki et al. (2020), investigou o envolvimento da iINOS
na patogénese da COVID-19. Para tanto, os pesquisadores utilizaram camundongos Irfl -/
“1rf2 -/~ e camundongos transgénicos K18-ACE-2 que foram infectados com o SARS-CoV-2.
Os pesquisadores tratam os camundongos com fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interferon-gama (IFN-y), posteriormente analisaram a expressao génica do NOS2. Este estudo
demostrou baixa expressao do gene NOS2 nas células dos camundongos, semelhantemente com

baixa concentracdo da proteina iINOS no soro apés o tratamento com TNF-a e IFN-y (KARKI
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et al., 2020).

Dominic et al. (2021), conduziram um estudo avaliando ON eo sulfeto de
hidrogénio (H2S) em amostras de pacientes com COVID-19 grave e controle. Os resultados
evidenciaram uma reducéo significativa para a disponibilidade de ON e H 2 S em pacientes
com COVID-19 grave, quando aos controles saudaveis. em pacientes com COVID-19 grave,
qguando comparado ao grupo controle. Essas alteragcdes de ON compromete a homeostase do
organismo na resposta antiviral, estando correlacionada com a atividade iNOS/NOS2 e eNOS
causando estresse oxidativo nos leucocitos e no endotélio (DOMINIC et al., 2021). Desta
forma, existem possiveis vias para arginina, bem como possibilidades de bloqueio e
desequilibrio, mediante a infeccdo por SARS-CoV-2 (Figura 02).

Um estudo clinico conduzido por Gelzo et al. (2022), investigou o papel da enzima
NOS2 em uma coorte de pacientes com COVID-19 grave e pacientes controles. A proteina
INOS exibiu niveis séricos diminuidos em pacientes com desfecho grave do COVID-19
(GELZO et al., 2022).
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Figura 02. Possiveis mudanga no metabolismo das células imunes inatas na infecc¢éo grave do

SARS-CoV-2.
Fonte. Prdprio autor, (2023).
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A resposta Th2 fomenta a sintese de Arginase-1 em neutréfilos, macréfagos e mondcitos infectados pelo SARS-
CoV-2. Com a replicacdo exacerbada do virus na COVID-19 grave, ocorre uma maior producdo da ARG-1,
principalmente nas GMDSC’s, mondcitos e macrofagos reativos/disfuncionais. O iNOS/NOS?2 através da enzima
LOHA, N o-hidroxi-L-arginina induz a producéo de NO promovendo vasodilatacdo. Porém, a literatura vem
sugerindo que na infeccdo pelo SARS-CoV-2, tanto iNOS/NOS2 estdo diminuidas, como também o ON esta
expresso em baixos niveis, sugerindo a que essa via Thl estaria parcialmente bloqueada.

2.6.4 Subunidade Alfa 4 do Receptor VLA-4 (ITGA-4)

A integrina a4f1 é codificada pelo gene ITGA4 (codifica a subunidade 04), esta

integrina estd envolvida nos procedimentos de adesdo e migracao de leucocitos (DARDIOTIS
et al., 2019). A integrina o4pl ¢é expressa em uma gama de células hematopoiéticas,

desempenhando diversas funcbes, sendo pega chave na resposta imune celular: mediando
ancoragem de leucdcitos, rolagem, ligacdo e diapedese para tecidos inflamatérios (LI et al.,
2008; HARJUNPAA et al., 2019; SARTORI et al., 2021). A integrina a4p1 pertence a familia
das integrinas leucocitarias, sendo um possivel alvo terapéutico importante, devido ao seu papel
primario na mediacdo de inflamacGes, em doencas autoimunes, bem como neoplasias
(SARTORI et al., 2021).

Assim, a integrina a4f1 é expressa por monacitos e linfocitos (PERCIANI et al., 2019).
Ademais, outros subtipos de leucécitos: natural Killer (NK), eosindfilos, neutrofilos,
macréfagos (HADDAD et al., 2021). Com base nisto, as doengas que promovem o acumulo de
leucdcitos, tais como: doencas autoimunes; asma; doenca de crohn; sindrome do olho seco;
pneumonia; infeccdes, doenca falciforme (DF) e sepse, possivelmente podem apresentarem
aumento na concentracdo da integrina o4p1, assim como do gene ITGA-4 (TSOKOS &
FEHLAUER, 2001; KOURO et al., 2014; KADIOGLU et al., 2011; HADDAD et al., 2021).

Por conseguinte, na DF, o antigeno-4 muito tardio (VLA-4 ou integrina a4pl) é
responsavel por promover a adesdo de reticuldcitos ao endotélio hiperinflamado. Esse
importante evento é uma peca chave na promogéo de episddios vaso-oclusivos (VOEs) na DF
e fomenta crises aos pacientes, podendo levar ao 6bito (PERKINS et al., 2020).

Por outro lado, infec¢Ges promovidas por diversos patdgenos, tais como: virus, bactérias
e fungos sdo responsaveis por pneumonias, insuficiéncia respiratoria, bem como a sindrome
respiratéria aguda grave (SDRA) (LOU et al., 2021). Isso posto, a infeccdo exacerbada
ocasionada pelo SARS-CoV-2 tem uma marca registrada por deflagrar a SARS em pacientes
que desenvolvem a forma grave da COVID-19 (DIAO et al., 2020; BUNDGAARD et al.,
2021). Associados a este quadro em infecgOes graves ocasionados pelo SARS-CoV-2 outros

eventos causais, tais como a hipercoagulabilidade e neutrofilia contribuem para a progresséo
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da gravidade com tempestade de citocinas, disfun¢cdo multiorganica e obito, sendo marca
registrada no COVID-19 (VERAS et al., 2020; DE LA MORENA-BARRIO et al., 2021).

Primeiramente, o estado de hipercoagulabilidade na COVID-19 possui varias moléculas
envolvidas: integrinas, células imunes inatas, plaquetas e fatores da cascata de coagulagédo
Zhang et al. (2020), e células endoteliais (MARCHETTI et al., 2022). No que se refere as
plaquetas, além de suas fun¢bes hemodindmicas, coordenam as fungdes vasculares e a
integridade da vasculatura, mediante a interacdo com células endoteliais e leucdcitos por meio
de sinalizacdo celular heterotipicas e sinais justacrinos das integrinas (POPA et al., 2018;
HOTTZ et al., 2020).

Além do mais, outras moléculas como as integrinas sao fundamentais na interagcdo com
leucocitos, plaquetas e eritrocitos em diversas patologias. Sendo as integrinas 04p1 e 04p7
imprescindiveis nas interacdes célula-a-célula, assim como célula e matriz extracelular no
efluxo leucocitario (CROOKS et al., 2010). Consequentemente, patologias que envolvem
hiperinflamagéo, possivelmente tenha o envolvimento da integrina a4p1.

Desta forma, postula-se que pode ocorrer um aumento na concentracdo plasmatica da
proteina/integrina 04p1l, como também, aumento na expressdéo do gene ITGA-4 na
imunopatologia da COVID-19 grave. Todavia, até o presente momento, ndo existem estudos
clinicos suficientes para comprovar o envolvimento da a4f1, tdo pouco do gene ITGA-4 na

imunopatologia da infeccdo pelo SARS-CoV-2.

2.6.5 Ligante de glicoproteina P-selectina 1 (PSGL-1) e P-selectina

Para que os leucocitos realizem o processo de diapedese eles interagem com as
integrinas da superficie de células endoteliais que recobrem as vénulas e capilares
(SREERAMKUMAR et al., 2014). O receptor homodimérico do tipo mucina ligada por
dissulfeto conhecido como ligante de glicoproteina P-selectina-1 (PSGL-1 / CD162), é uma
proteina transmembrana de 120kd expressa, principalmente como um homodimero em células
linfoides e mieloides. O PSGL-1 é um contra-receptor para P-, E- e L-selectina, mediante ao
terminal N do dominio extracelular (TINOCO et al., 2021; JIN et al., 2020; HE et al., 2021). A
proteina PSGL-1 ¢ codificado pelo gene SELPLG (Figura 03) (SHEIKH & GROOM, 2010).

Mediante ao processo inflamatorio agudo, a P-selectina (CD62) das células endoteliais
sinaliza para os neutrofilos que aderem na monocamada endotelial (PAN et al., 2015). Desta

forma, o PSGL-1 neutrofilico se ligando ao seu receptor endotelial VCAM-1 ou P-selectina
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(PAN et al., 2015). Além disso, em outras patologias como a asma, 0 processo adesdo e rolagem
dos eosinofilos, também é realizado com o intermédio do PSGL-1 a P-selectina (Figura 03)
(WOLTMANN et al., 2000).
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Figura 03. Fluxo sugerido para sintese da proteina PSGL-1 em leucdcitos totais mediante a estimulos.

A) o cromossomo 12 abriga o gene SELPLG responsavel por codificar a proteina PSGL-1 humana (B) proteina
PSGL-1 transcrita (C) PSGL-1 ativada interagindo com a P-selectina endotelial.

Fonte. Prdprio autor, (2023).

A interacdo da P-selectina com PSGL-1 induz a ativacdo de leucocitos,
consequentemente, fomentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
neutréfilos (UMEKI et al., 2013). A literatura aponta que o ROS pode promover a morte das
celulas endoteliais, contribuindo para a necrose tecidual via hipoxia (IVANOV et al., 2019).
Além do mais, aponta que o PSGL-1 possibilita a expressdao do fator tecidual (FT) em
monacitos (IVANQV et al., 2019).

Anteriormente, foi sugerido que os sinais responsaveis pela ativacdo dos leucocitos
foram transduzidos, em parte, através da integrina PSGL-1 que é responsavel pela migracéo de

leucdcitos para tecidos inflamados (BA et al., 2005). Ademais, a interacdo P-selectina-PSGL-
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1 desencadeia a cascata de fosforilagdo da proteina tirosina e proteinas quinases ativadas por
mitdgeno em neutréfilos humanos (BA et al., 2005; UMEKI et al., 2013).

Além disso, neutrdfilos reativos recrutados liberam de armadilhas (NETS), ativando o
fator de coagulacdo XII e, consequentemente, a via de coagulacdo dependente de contato
(BOAVENTURA et al., 2021). Os NETs capturam o fator de von Willebrand (VWF),
recrutando mais plaquetas. As histonas tipo 3 (H3) ativam mais plaquetas, bem como a elastase
de neutrofilos (NE) e mieloperoxidase (MPO) aderidas nos NETs (BOAVENTURA et al.,
2021). As moléculas H3, NE e MPO clivam e inativam anticoagulantes naturais - inibidor da
via do fator tecidual (TFPA) e trombomodulina (TM). E, finalmente, NETs expostas ao meio
externo ligadas aos TF, ativam a via extrinseca da coagulacdo (BOAVENTURA et al., 2021).

Atualmente, foi relatado que a infeccdo promovida pelo SARS-CoV-2 desencadeia um
processo de imunotrombose. Os leucécitos reativos que interagem com plaquetas, fatores de
coagulacdo e células endoteliais, contribuem para a formacdo de codgulos intravasculares e
complicacdes microtrombéticas nos pulmdes humanos (BONAVENTURA et al., 2021).

Segundo Nossent et al. (2021), a P-selectina soltvel (sP-selectina) é um dos indicios de
ativacdo das plaquetas. Logo, resultados demostraram que pacientes com a forma grave da
infecdo pelo SARS-CoV-2 apresentaram aumento da P-selectina, tanto no lavado bronquio
alveolar (BAL) quanto no plasma, quando comparados aos pacientes controles (NOSSENT et
al. 2021). Outros estudos clinicos investigaram o papel dos niveis séricos de P-selectina na
gravidade do COVID-19. Estes estudos evidenciaram que pacientes com pneumonia moderada
a grave apresentavam niveis séricos maiores de P-selectina, quando comparados aos pacientes
sem pneumonia, levando a aumento do risco de endoteliopatia e trombose (KARSLI et al.,
2021; HOTTZ et al., 2022) (Figura 04).

Naturalmente, existem moléculas que protegem a integridade do endotélio, impedido
que ocorra lesbes na matriz / monocamada endotelial, impedindo a adesividade de células
imunes e plaquetas ao lumen do endotélio (NOSSENT et al., 2021). Todavia, é sugerido que
mediante a processos infecciosos ou agressdes mecanicas a barreira endotelial se rompe e
expdem o VWF, bem como fatores coagulacdo que s&o depositados no local da leséo
(NOSSENT et al., 2021). Assim as plaquetas aderem e interagem com VWF com interagéo,
através de integrinas allbp3, a2B1 e a6pf1 promovendo agregacao plaquetaria e formacao de

trombo (Figura 04) (BOULAFTALI et al., 2013; HELMS et al., 2013).
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Figura 04. Imunotrombose sugerida na infeccdo por SARS-CoV-2 mediada por células imunes
expressando o PSGL-1 e P-selectina.

Fonte. Prdprio autor, (2023).

(A) O gene SELPLG codifica a proteina PSGL-1 em células mieloides e linfoides (B) o gene ITGA4 codifica a
parte beta da integrina o431 responsével pela ligagdo entre as células endoteliais e células de defesa no processo
de diapedese em processos inflamatérios (C) o mondcitos infectado pelo SARS-CoV-2 aumenta a expressao da
integrina PSGL-1 e aumenta a producédo de fator de nefrose tumoral (TNF-a) (D) o TNFa promove sintese de
corpos de Weibel Palade (WPB) nas células endoteliais, liberando P-selectina endotelial (E) os neutréfilos
aumentam a producdo da proteina arginase-1 e diminui a produgdo de dxido nitrico sintase reduzivel 2 (NOS2)
tornando o neutréfilo desregulado e expressando em sua superficie a proteina PSGL-1 que se liga a plaquetas
ativadas pela infec¢do do SARS-CoV-2 via P-selectina plaquetaria (F) células endoteliais desreguladas aumentam
a expressdo de P-selectina endotelial e aumentam o rolamento e adesdo de células imunes levando a lesdo do
endotélio (G) microtrombos formados pelo desregulamento das células imunes, células endoteliais e plaquetas

A segunda ¢ via da sinalizagéo do receptor acoplado a proteina G (GPCR), dentro desses
granulos contém moléculas como: ADP, ATP, GDP, 5-HT, pirofosfato, magnésio e calcio e
TXA2. O TXA2 age nas proprias plaquetas fomentando a secrecdo e recrutamento de mais
plaquetas no local de lesdo, gerando um feedback positivo (GOLEBIEWSKA & POOLE,
2015). Quando ativadas as plaquetas sdo capazes de modular as respostas leucocitarias de forma
ostensiva, com migracdo e secrecdo e extrusdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos

(HOTTZ et al., 2020; PAN et al., 2015). Sendo assim, aumenta mais ainda a expressao de fator
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tecidual em mondcitos, desencadeando a trombose sistémica (IVANOV et al., 2019).

Em estudo um de coorte foram feitos experimentos com objetivo de identificar a
interacdo de plaquetas e mondcitos, medindo os niveis de moléculas trombogénicas. Os
resultados sugerem que a P-selectina apresentou maior expresséao no grupo COVID-19 grave
em relacdo ao grupo controle, leve e assintomaticos. A molécula de TXA2 estava mais expressa
em pacientes com COVID-19 grave em relagdo ao grupo controle, leve e assintomaticos, além
disso, foi observado aumento expressivo de TF em mondcitos de pacientes COVID-19 grave,
em relacdo aos controles (HOTTZ et al.,, 2020). Recentemente, foi observado que a
concentracédo de P-selectina apresentou-se mais elevada no plasma de pacientes com COVID-
19 grave, quando comprado aos pacientes com COVID-19 leve e assintomaticos (DE MORAIS
BATISTA et al., 2022).

Corroborando com estes achados, Ivanov et al. (2019), estimularam plaguetas e
mondcitos de individuos saudaveis com agonistas PAR1, PAR1-AP (SFLLRN-amida), com a
intensdo de provocar a expressdo de P-selectina. Os dados resultantes dos experimentos
sugerem que as plaquetas em seu estado ndo quiescente promovem imediatamente a exposi¢do
superficial de TF em mondcitos, mediante a interacdo com P-selectina e seu contrareceptor em
PSGL-1 nos mondcitos (IVANOV et al., 2019).

2.6.6 Caracteristicas do Ligante de glicoproteina P-selectina 1 (PSGL-1) solUvel

Por outro lado, foi demostrado anteriormente que uma forma sollvel de PSGL-1
(sSPSGL-1) foi identificada, além de PSGL-1 ligada a membrana de leucécitos (SAKO et al.,
1993). A molécula de PSGL-1 soltvel (sPSGL-1) mantém suas caracteristicas e funcdes iguais
ao PSGL-1 membranar, ou seja, a SPSGL-1 se torna antagonista da PSGL-1 de membrana
competindo para se ligar a P-selectina solivel (STRAUSS et al., 1999; AJDUKOVIC, 2015).

No cenério das infecgdes virais, um estudo clinico identificou 0 PSGL-1 como um
fator inibitdrio regulado por IFN-y, contribuindo para o bloqueio da infecciosidade do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV-1) (LIU et al., 2019). Um estudo clinico anterior demostrou
que o aumento do sPSGL-1 no soro de pacientes com fibrose pulmonar, estava associado a
maior capacidade respiratoria, podendo ser um fator protetor contra a doenca (YANABA et al.,
2004). Ademais, a administracdo de sPSGL-1 (rsPSGL-Ig e PS/2) reduziu em proporcdes
diferentes os infiltrados leucocitarios no pulméo de camundongos BALB/cJ, resultando na

reducdo de 80% de eosinofilos e 50% de linfocitos no liquido de lavagem broncoalveolar no
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modelo de hiperreatividade das vias aéreas (AHR) (BORCHERS et al., 2001).

Recentemente, um estudo sugeriu que o PSGL-1 bloqueou a incorporacdo da proteina
Spike do SARS-CoV-2 em experimento in vitro, demostrando que o PSGL-1 possivelmente,
podera mitigar ou inibir a replicacdo do coronavirus em células que expressam PSGL-1 (HE et
al., 2020). Além disso, evidéncias apontam que 0 SPSGL-1 desempenha atividade antiviral de
amplo espectro (FU et al., 2020; LIU et al., 2020). Por outro lado, um estudo mostrou um
aumento na expressdo do gene SELPLG em pacientes com COVID-19 grave, quando
comparado aos pacientes controles saudaveis (YATIM et al., 2022). Embora, o desempenho de
valores preditivos e o papel para P-selectina e SELPLG/PSGL-1 em casos graves da COVID-
19 necessitem de maiores investigacfes em estudos clinicos para melhor compreenséo (YATIM
etal., 2022).
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3 CAPITULO 3-JUSTIFICATIVA

A COVID-19 é uma patologia multissisttmica com evolucdo nao linear e potenciais
implicagbes para saude humana a longo prazo (MCNARRY et al., 2022). A pandemia
ocasionada pelo SARS-CoV-2 foi um grave problema de salde pubica, afetando mais 6,7

milhGes de pessoas em todo mundo (https://coronavirus.jhu.edu/map.html). Recentemente, em

5 de maio de 2023, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) declarou em Genebra, na Suica, 0
fim da Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII), referente a doenca
COVID-19, devido ao controle parcial da doenca, mediante a imunizagé&o.

Atualmente, a vacinacdo contra 0 SARS-CoV-2 minimizou consideravelmente o
numero de 6bitos em todo mundo (WATSON et al., 2022). A imunizacao é muito importante
na prevencdo da doenca grave, porém, pacientes portadores de fatores de riscos, incluindo
comorbidades pré-existentes, idosos ou imunossuprimidos sdo mais susceptiveis ao
desenvolvimento do COVID-19 grave. Segundo a SESAB (2022), na Bahia dados da cobertura
vacinal até 26 de setembro de 2022, revelou que foram 38.764.307 milhdes de pessoas
vacinadas contra 0 SARS-CoV-2. Contudo, na faixa etaria maior que 40 anos, o publico
estipulado para receber a segunda dose era de 5.666.587, entretanto, apenas 41,72% das pessoas
receberam o reforgo. Isso pode explicar, em parte porque a taxa de letalidade na Bahia ainda é
alta, girando em torno de 1,75% mesmo apds as campanhas da imunizacdo (SESAB, 2023).

Outro fator que pode justificar a taxa de letalidade elevada do COVID-19 esta
associada aos diferentes tipos de respostas imunol6gicas desempenhadas pelo hospedeiro na
infeccdo do SARS-CoV-2 que, desempenha um papel fundamental no gerenciamento do
processo inflamatorio agudo e sisttmico da doenca (GUPTA et al., 2022). A resposta
imunologica no COVID-19 grave cursa com liberacdo de citocinas pré-inflamatorias,
pneumonia, promovendo dano alveolar difuso e infiltrados de células mieloides nos tecidos
alveolares (HORBY etal., 2021; GUPTA et al., 2022). Neste sentido, diversos estudos sugerem
que o desequilibrio das respostas imunoldgicas contribui de forma decisiva para a evolugdo da
gravidade (GHAZAVI et al., 2013; ALEEBRAHIM-DEHKORDI et al., 2022).

A imunopatologia do COVID-19 é complexa, devido a uma interagcdo ainda néo
esclarecida entre o sistema imunoldgico do hospedeiro e SARS-CoV-2 (QUINTI et al., 2020;
D’ONOFRIO et al., 2022). Alteragcdes vasculares, incluindo microangiopatia trombdtica,
eventos como coagulagéo intravascular difusa e trombose generalizada estdo correlacionados
com a mortalidade no COVID-19 (LIU et al., 2020; TANG et al., 2020). Além disso, a forma


https://coronavirus.jhu.edu/map.html
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grave do COVID-19 possivelmente estd relacionada com a exacerbacdo da resposta
imunoldgica, assim como aos eventos associados a lesdo vascular ( HAMMERSCHMIDT et al.,
2020; ALHAZZANI et al., 2020; AID et al., 2020).

Neste contexto, diversos estudos investigaram o amplo espectro de respostas
imunolégicas no COVID-19, na tentativa de compreender as diferentes respostas imunes em
pacientes com sintomas leves e sintomas graves para identificar possiveis biomarcadores, com
objetivo de desenvolver novas terapias especificas mitigando a mortalidade da doenca (DE
MORAIS BATISTA et al., 2022; PONTI et al., 2020; CHAVEZ-OCANA et al., 2023). Até o
momento, foram sugeridos biomarcadores de alteracbes em parametros hematolégicos,
desregulacdo imunoldgica, trominflamacdo, parametros bioquimicos e biomarcadores de lesdo
vascular e endotelial (PONTI et al., 2020; DE MORAIS BATISTA et al., 2022; DUARTE et
al., 2022; CHAVEZ-OCANA et al., 2023).

Além disso, novos biomarcadores relacionados ao dano endotelial vém sendo sugeridos
por estudos clinicos, incluindo a expressdo do gene SELPLG, sP-selectina, SPSGL-1-e ITGA4,
assim como biomarcadores de estresse metabdlico, tais como o gene a expressao de ARG1 e
NOS2, vém sendo associados com o estresse metabdlico nos leucocitos e ao dano endotelial na
microvasculatura em pacientes com a forma grave do COVID-19 (REES et al., 2021; BOST et
al., 2021; DEAN et al., 2021; DERAKHSHANI et al., 2021; GARCIA et al., 2022; YATIM et
al., 2022; GELZO et al., 2022). Embora, diversos estudos clinicos tenham sido desenvolvidos
para determinar os principais biomarcadores na gravidade do COVID-19, 0os mecanismos que
desencadeiam estes eventos e o envolvimento de ARG1, NOS2, PSGL-1 e ITGA4 ainda séo
pouco compreendidos na infeccdo do SARS-CoV-2, necessitando de maiores investigacoes
para determinar o valor progndstico destas moléculas na gravidade do COVID-19 (CARSANA
etal., 2020; KARSLI et al., 2021; DEAN et al., 2021; DERAKHSHANI et al., 2021; GARCIA
etal., 2022; YATIM et al., 2022; GELZO et al., 2022).

Diante do atual cenario, tornando-se imprescindivel o conhecimento dos mecanismos
envolvidos na imunopatologia da infeccdo pelo SARS-CoV-2, assim como identificar
biomarcadores da gravidade no COVID-19, contribuindo para um melhor manejo clinico e

terapias personalizadas, mitigando a morbidade e mortalidade da doenca.
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3.1 HipoGtese

O presente estudo avalia a hipdtese alternativa que ha diferenca na expresséo dos genes
ARG-1, NOS2, ITGA4 e SELPLG nos leucdcitos totais, nos niveis plasmaticos das proteinas P-
selectina e PSGL-1 solUveis, e nos paramétros hematoldgicos entre os grupos de pacientes com

diferentes formas de COVID-19, e esta diferenca esta associada a gravidade da doenca.
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3.2 Objetivo geral

Avaliar a expressao dos genes ARG1, NOS2, ITGA4 e SELPLG em leucdcitos totais e
mensurar os niveis das proteinas P-selectina e PSGL-1 no plasma de pacientes com COVID-19
associando com a gravidade da doenca.

321 Obijetivos Especificos

Caracterizar a populacdo estudada a partir dos dados clinicos, sociodemograficos e

pardmetros hematoldgicos;

Analisar a expressdo relativa dos genes SELPLG, ARG1, NOS2 e ITGA-4 nos leucécitos

totais de pacientes com desfecho grave e desfecho leve do COVID-19;

Quantificar as proteinas P-selectina e PSGL-1 no plasma de pacientes COVID-19;

Avaliar a possivel correlacdo da expressao dos genes com fatores sollveis no plasma,

marcadores de parametros hematoldgicos e o quadro clinico dos pacientes.
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4 CAPITULO4-MATERIAL E METODO

4.1 Critérios Eticos

Trata-se de um estudo transversal que fez parte do projeto guarda-chuva intitulado
“Estudo da Assinatura Molecular para a Determinacio de Gravidade da Doenca do
Coronavirus 2019 (COVID-19)”. Este presente projeto foi previamente submetido e obteve
aprovacdo da Comissdo Nacional de FEtica em Pesquisa (CONEP) (Processo
30764720.1.0000.0053 N° Parecer: 4.014.165) (anexo 2) e aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa humana do ICS (CAAE 30764720.1.3004.5662, N° Parecer: 4.040.329) (anexo 3),
tendo como coordenadora a Professora Dra. Soraya Castro Trindade (Universidade Estadual de
Feira de Santana, UEFS), e colaboracdo do Lablmuno/UFBA.

4.1.1 Local do estudo e pacientes

O presente estudo foi desenvolvido nas duas principais cidades do Estado da Bahia em
Salvador e Feira de Santana. O recrutamento e a coleta das amostras bioldgicas ocorreram no
periodo de junho a dezembro de 2020, anterior ao periodo de vacinacdo nacional. Um total de
117 pacientes foram recrutados no municipio de Salvador - Instituto Couto Maia e no municipio
de Feira de Santana no Hospital Geral Clériston Andrade (HGCA) e Hospital EMEC com
amostragem por conveniéncia. Para as coletas domiciliares foram realizadas visitas agendadas
para aplicacdo de questionario em forma de entrevista, mediante a aplicacdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram obtidos de todos os participantes elegiveis,

apos o aceite em participar da pesquisa e coleta da assinatura do paciente.

41.2 Calculo amostral

Para o calculo do tamanho amostral, considerou-se uma exposi¢do com aumento na
expressao dos genes marcadores de resposta inflamatoria, adesdo e-lesdo endotelial de 50% no
grupo com desfecho leve do COVID-19 (proporgéo 1) e de 75% no grupo com desfecho grave
(proporcdo 2). Para tanto, utilizamos o site calculo amostra da UNESP - Bauru

(http://calculoamostral.bauru.usp.br/calculoamostral/ta diferenca proporcao.php).

Consideramos o erro alfa (a, nivel de significancia) de 5% e erro beta (B, poder da amostra) de

20%, numa proporcdo de 1:1, foram calculados uma amostra com 58 pacientes em cada grupo.


http://calculoamostral.bauru.usp.br/calculoamostral/ta_diferenca_proporcao.php
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413 Desenho do Estudo

Os grupos estudados foram definidos de acordo com os sintomas clinicos apresentados
pelos pacientes. O grupo que ndo precisou do auxilio de suporte ventilatdrio, tendo apenas
sintomas de resfriado, em ambiente domiciliar, sem maiores problemas foram classificados
como desfecho leve. Por outro lado, os pacientes hospitalizados, dependentes de ventilacdo
mecanica invasiva ou suporte de oxigénio, cursando com saturacdo de pulso e saturacéo de
oxigénio inferior a 90%, foram considerados pacientes do com desfecho grave, segundo OMS
(2021), (Tabela 02). O grupo com desfecho grave foi composto por 58 individuos e o grupo

com desfecho leve consistiu em 59 pacientes.

Tabela 02. Defini¢édo dos grupos estudados.

Grupo com desfecho leve Grupo com desfecho grave

Paciente com RT-PCR positivo e com sintomas | Pacientes RT-PCR positivo com sintomas
de resfriado, sem necessidade de internacdo, | graves, tais como: SDRA, saturacdo de
considerado o desfecho leve. oxigénio <94%, pneumonia admitidos em
UTIs foram classificados como desfecho

grave.

Fonte. Préprio autor, (2023).

414 Critérios de Inclusdo e Exclusao

Os critérios de inclusdo e exclusao estao descritos a seguir (Tabela 03).

Tabela 03. Critérios de incluséo e exclusdo para os participantes.

Critérios de Incluséo Critérios de Exclusao

Paciente com idade maior ou igual a 18 anos. Com . . -
e Pacientes imunossuprimidos;

iagnoéstico molecular por mei RT-gPCR par .
diagnostico molecular por meio do GPCR para e Pacientes gestantes ou lactantes.

SARS-CoV-2 dentro de uma janela de 18 dias ap0s o

primeiro sintoma.

Fonte. Prdprio autor, 2023.

4.1.5 Questionario e coleta dos dados clinicos e demogréficos
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O questionario do tipo semiestruturado foi aplicado para a coleta de dados clinicos e
demograficos dos pacientes do grupo com desfecho leve realizada sob forma de entrevista
individual, por um dos membros da equipe de pesquisa (Apéndice). Com relacédo aos dados dos
pacientes do grupo grave, o acesso foi realizado por meio do sistema de prontuarios dos

hospitais envolvidos neste estudo.

4.2 Diagnostico da COVID-19

O diagnostico e deteccdo da presenca do material genético do virus SARS-CoV-2 para
os pacientes com desfecho leve, foi realizado pelo Laboratério de Salde Publica da Bahia
Goncgalo Muniz (LACEN/BA). A partir da coleta do material biolégico proveniente das vias
aéreas superiores com swab, este material foi submetido a técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real com transcricdo reversa (RT-gPCR) para deteccdo do RNA viral.
Os pacientes com desfecho grave foram diagnosticados em laboratorios hospitalares onde
encontravam-se internados pelo método de RT-qPCR. O acesso aos prontuarios, bem como
acesso aos exames laboratoriais, dados clinicos e sociodemogréficos foram liberados pela

equipe hospitalar.

43  Coleta do material biol6gico

4.3.1 Coleta e transporte das amostras bioldgicas

Foram coletados 6mL de sangue periférico em dois tubos contendo
acido etilenodiamina tetraacético (EDTA) e dois tubos com heparina de cada paciente de ambos
0s grupos (leve e grave) entre o décimo dia ao décimo quinto dia apds inicios dos sintomas. As
amostras provenientes do grupo com desfecho foram coletadas pela equipe hospitalar parceira
nas UTIs. O transporte das amostras foi realizado com auxilio de uma caixa térmica apropriada,
onde os tubos estavam em racks fixadas para melhor estabilidade e preservacdo das amostras.

Para a realizagdo do hemograma do grupo com desfecho leve foram disponibilizadas
500 pL de sangue total de cada paciente (Figura 05), mediante identificacdo de cada tudo e
foram entregues para o Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular da Universidade

Federal da Bahia (LABIMUNO) com o objetivo de mensurar parametros hematologicos deste

grupo.
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Figura 05. Esquema de coleta das amostras.
Fonte. Préprio autor.

432 Hemograma

Os hemogramas dos pacientes com desfecho grave e leve foram realizados no
laboratdrio do Instituto Couto Maia e no laboratério da Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecular da Universidade Federal da Bahia (LABIMUNO). Foram confeccionados esfregacos
sanguineos para analise da morfologia das células sanguineas e contagem diferencial dos
leucdcitos totais. As leituras foram feitas no analisador automatico mirandray — modelo BC —
6200 Vyttra.

4.3.3 Separacdo do plasma

Um repositorio de plasma foi montado para analisar posteriormente as proteinas
sollveis nos grupos participantes do estudo. O objetivo principal em preserva o plasma dos
pacientes foi para mensurar em analises posteriores proteinas, cujos amostras apresentassem
maior expressédo no ensaio do RT-gPCR. Para tanto, 2,5 mL de sangue com heparina foi
centrifugado a 2500 rpm por = 10 minutos a 4°C. Em seguida, apds a separacdo as serie
vermelha e branca, o plasma ficou no sobrenadante, assim foi aliquotado em tubos de 1,5 mL e

armazenados a -80°C para a realizagéo posterior do ensaio de ELISA (Figura 06).
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Sangue em heparina

Plasma preservado -80°C

Figura 06. Separacédo do plasma.
Fonte. Prdprio autor, (2023).

434  Lise dos eritrocitos e separacao dos leucdcitos totais

O método utilizado para separacao dos leucocitos totais foi realizado da seguinte forma:
0s tubos de cada paciente contendo 6mL de sangue total foram submetidos a lise dos eritrocitos,
através do tampao de solugdo para lise (1X), na propor¢do 1:10. Em seguida homogeneizou-se
a amostra no vortex, posteriormente as amostras foram incubadas a 4°C = 10 minutos.

As amostras de cada paciente foram submetidas a centrifugacéo por ~ 10 minutos a 2200
rpm a 4°C, apds a centrifugacéo, observou-se a formacéo do pellet (contento os leucdcitos
totais) na lateral do tubo Falcon. Em seguida, foi aspirado todo o sobrenadante, o pellet foi
ressuspendido em PBS glicose (1X) para lavagem (quantas vezes fosse necessario), apos
homogeneizacdo em vortex o pellet se desprendeu e foi submetido novamente a centrifugacdo
10 minutos 2200rpm a 4°C.

Ao final da centrifugacéo foi observado a formacao do pellet limpo que em seguida foi

ressuspendido em de 500uL do reagente Trizol ™ (Invitrogen), sendo jateado nas paredes do
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tudo Falcon de acordo com as orientacdes do fabricante. Por fim, o conteudo foi transferido
para tubos de 1,5 pL e armazenados a -80°C até o momento da extragdo do RNA (Figura 07).

eppendorf
U

- -

Figura 07. Lise dos eritrécitos e separacdo dos leucdcitos totais
Fonte. Prdprio autor.

PBS  pellet Amostras em TRIizol

Armazenadas a -80° C

44  Extragdo do RNA com o reagente TRIzol ®

A extracdo do RNA foi realizada com o reagente TRIZol™ (Invitrogen) de acordo com
orientacOes do fabricante, da seguinte forma: 200 pL de cloroférmio foi adicionado em cada
amostra. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas no vértex por 10 segundos para a
obtencdo de uma solucéo leitosa. Apos isso, as amostras foram incubadas por 3 minutos em
temperatura ambiente, em seguida observou-se a formacdo das trés fases nas amostras (fase
aquosa onde se encontrava 0 RNA, a fase branca composta pelo DNA e a fase rosa contendo
proteinas) — as amostras foram centrifugadas a 14000rpm ou 12000g a 4°C por 15 minutos.

A fase aquosa/transparente foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL. Foram
adicionados 500 pL de isopropanol 100% em cada amostra, apds a homogeneizacdo por
inversdo as amostras foram deixadas em temperatura ambiente por 10 minutos, em seguida foi
realizado a centrifugacdo a 14000rpm ou 12000g a 4°C por 10 minutos. Posteriormente, foi
adicionado 1mL de etanol a 75% ao pellet formado. Para retirar o excesso de etanol a 75% o0s
tubos foram invertidos e deixados para secar por 10 minutos dentro do fluxo laminar. Em
seguida, o pellet foi eluido em 25 L de &gua RNAse free, mediante incubagdo em banho-maria

por 10 minutos (Figura 08).
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Armazenamento a -80° C

Figura 08. Extracdo do RNA dos leucdcitos totais.
Fonte. Proprio autor.

44.1 Quantificacdo do RNA por espectrometria

A concentracdo do RNA foi determinada por densidade Optica das amostras em
espectrofotdbmetro NanoDrop — usando a absorbancia/ relacdo de A260"™/280". A pureza
das amostras foi verificada para determinar se havia presenca ou ndo de contaminantes

(proteinas/fenois), o grau de pureza foi considerado satisfatorio > 2,0 (Biosystems, 2008).

44.2 Eletroforese do RNA isolado

As amostras de RNA foram submetidas a eletroforese com gel de agarose (Sigma)
a 1% em 100mL do tamp&o Tris-Acido Borico-EDTA (1X) e 5uL de brometo de étidio
com voltagem de 150V 400mA por 25 minutos. A amostra foi diluida com um intercalante
de RNA SYBR Green na proporgéo de 1:4 (1uL de RNA com 100ng para 4pL do tampéo
de amostra). Utilizamos 5 pL tampédo de amostra para controle negativo da corrida de

eletroforese (Figura 09).



58

Controle - Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Figura 09. Corrida de eletroforese com controle negativo da corrida e amostras
Fonte. Préprio autor, 2023.

45 Preparo da biblioteca de cDNA

A biblioteca de cDNA foi sintetizada a partir do RNA mensageiro (MRNA) isolado
dos leucdcitos totais, utilizando o kit SuperScript IV Reverse Transcriptase de acordo com as
orientacOes do fabricante (Invitrogen — lotes: 00719351 e 2319760). O equipamento utilizado
para a sintese do cDNA foi termociclador BioRad (modelo T100). Utilizamos 3 puL de RNA
total de cada amostra com concentracdo maxima de 100ng/uL (BIOSYSTEMS, 2008; BUSTIN
et al, 2009). Com o tudo no gelo adicionamos 4L do master mix de reacao (SuperScript Villo),
3 uL do RNA total, e 13uL de dgua RNAse free, totalizando 20 pL de reacdo, em seguida a
reacdo foi homogeneizada e colocada na temperatura de 25°C por 10 minutos, ap0s esse periodo
a reacdo foi homogeneizada mais uma vez. Na etapa seguinte, o tubo contendo a reacéo foi
incubado a 42°C por 60 minutos, a reacdo foi finalizada na etapa de inativacdo a 85°C por 5
minutos de acordo com orientacdes do fabricante. Ao final da reacdo, a biblioteca de cDNA

foi armazenada a -80°C até o momento do ensaio de RT-gPCR.

45.1 Desenho de primers para o Real-Time gPCR

Para desenho dos primers foram utilizados as sequéncias depositadas no Gene Expression
Omnibus (GEO) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) e 0 Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). A seguir na (Tabela 04) estdo descritas as



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

sequéncias dos primers utilizadas em nosso estudo.

Tabela 04. Sequéncia dos primers utilizados no estudo.
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Genes de Interesse Sequéncias Forward Sequéncias Reverse Referéncia

SELPLG TTTGCTGAACTTGAACAGGAAG CTCATATTCGGTGGCCTGTC SACCHI et
al., 2020.

ARG1 TGATGTTGACGGACTGGACC ATCTAATCCTGAGAGTAGCCCTGT | DERAKHS
HANI et al.,
2021.

NOS2 AGATAAGTGACATAAGTGACCTG | CATTCTGCTGCTTGCTGAG SACCHI et
al., 2020.

ITGA4 CCCTACAACGTGGACACT CTCCATTAGGGCTACCCAG HE et al,
2020.

Genes de Referéncia

HPRT-1 ACCAGTCAACAGGGGACATAA CTTCGTGGGGTCCTTTTCACC GROGER et
al., 2020.

PSMB2 ATCCTCGACCGATACTACACAC GAACACTGAAGGTTGGCAGAT WU et al,
2018.

Fonte. Préprio autor, 2023.

Utilizamos os primers e diluimos para as concentraces recomendadas pelo fabricante

(Exntend®). A fim de manter o banco master livre de contaminagdes, sintetizamos o banco

intermediario e por fim o banco de trabalho na concentracdo de 400 nM para cada primer

(Figura 10). Todos os primers foram armazenados a -20°C até 0 momento uso.

Banco Master

Banco Intermediario

Armazenado -20°C

Solucéo de uso

Figura 10. Fluxo de diluicdo do banco master e solucdo de uso dos primers.
Fonte. Préprio autor, 2023.
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4.6 Curva de eficiéncia dos primers

Para determinar a curva de eficiéncia de cada primers foram realizados com base nas
instrugcbes do MIQE guidelines (BUSTIN et al., 2009). Inicialmente, foram determinadas
quatro concentracdes para a diluicdo dos primers - (Forward-Reverse) para cada gene alvo
ARG1, NOS2, SELPLG e ITGA4 e gene referéncia HPRT-1 (200nM, 400nM, 600nM e 800nM).
Foi utilizado um pool de quatro amostras de cDNA com dilui¢éo de 1:150 e concentracdo inicial
de 100ng/uL para realizar uma curva padréo, o principal objetivo foi verificar a eficiéncia de
amplificacdo da reacdo do ensaio de RT-gPCR. As amostras foram feitas em triplicata, com
controles negativos para cada gene em duplicata. Utilizamos 6 pL do master mix SYBR Green
para amplificacdo dos primers, 3 pL dos primers diluidos para as quatro concentragdes (200nM,
400nM, 600nM e 800nM) e 3 pL do pool de cDNA das amostras, de acordo com a
recomendacéo do fabricante (Appield Biosystems). A RT-gPCR foi realizada no QuantStudio5
com ciclos de amplificagdo: 2 minutos a 50°C, 2 minutos a 95°C e 40 ciclos de 95°C por 15
segundos, 1 minuto a 60°C para anelamento dos primers e extensdo. Apés o final da corrida de
amplificacdes foi realizado o estagio adicional referente a curva de dissociacdo (Melt curve)
para verificar a especificidade das reacdes.

Foi utilizado o parametro paralelismo entre as curvas dos genes alvo e referéncia
(slope) calculando a eficiéncia de amplificacdo das reacdes, através da formula E = (10-1/slope
— 1) x 100. Obtivemos a curva padréo pelo grafico de regressao linear (figura 11), a partir dos
valores dos ciclos de amplificacdo Ct (cycle threshold) sobre o log das diluicbes dos primers.
Sendo aceitavel e descrito por Bustin et al. (2009), que o coeficiente angular da curva padrado
de -3,32 com 100% de eficiéncia na reacdo ou com porcentagem da eficiéncia girando em torno
de 94% a 110%. A eficiéncia de amplificacdo para os genes alvos e do gene referéncia variacdo

(+10%). Os valores de Slope, r? e porcentagem da eficiéncia foram descritos na (Tabela 05).
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Curva de Eficiéncia dos primers
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Figura 11. Curva de eficiéncia obtida para o gene referéncia HPRT-1 e genes alvos ITGA4,

SELPLG, ARG1, NOS2.
Fonte. Préprio autor, 2023.

Tabela 05. Valores para as curvas de eficiéncia dos primers utilizados no estudo.

GENES ALVO SLOPE r EFICIENCIA DA CURVA
ITGA4 -31443 0,99 108%
SELPLG -3,4766 0,89 94%
ARG1 -3,1133 0,94 110%
NOS2 -3,3471 0,90 99%
HPRT-1 -3,1584 0,99 107%

Fonte. Préprio autor, 2023.

4.6.1 Diluigdo e padronizagdo das amostras de cDNA

As amostras foram diluidas em trés concentragdes distintas com objetivo de identificar
contaminantes ou inibidores provenientes do processo de extracdo. Para tanto, foi realizado
diluicbes seriadas, em trés tubos estéreis adicionamos a agua livre de RNAse e a amostra
(cDNA). Diluimos as amostras de 1:30; 1:150 e 1:300.

Com o objetivo de testar as trés diluicbes das amostras, realizamos o experimento de
RT-gPCR com os primers na concentracdo de 400nM e analisamos os resultados de expresséo
génica com graficos de regressdo linear, conforme recomendado e descrito por

(BIOSYSTEMS, 2008). Realizamos 8 experimentos, sendo: 4 amostras do grupo com desfecho
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grave e 4 amostras do grupo desfecho leve. Destes experimentos, conclui-se que a dilui¢do 1:30
era inadequada para o uso, pois continha inibidores da reacdo de RT-qPCR por apresentar muita
oscilacdo no gene referéncia HPRT-1, a diluicdo de 1:300 as amostras ficaram muito diluidas.

Desta forma, utilizamos em experimentos a dilui¢do 1:150 (Figura 12).

Experimento validagao - amostra 08
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g »
- PSMEZ Y =582TX+ 4418
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0.5 o.n 0.5 1.0
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Figura 12. Regresséo linear das trés dilui¢cGes analisadas no experimento de padronizacéo.
Fonte. Préprio autor, 2023.

4.7  Analise da expressao génica por Real-Time gPCR

Os ensaios de RT-qPCR foram realizados com base nas instru¢cdes do MIQE guidelines
(BUSTIN et al., 2009). Foi realizado experimentos de padronizacdo para calcular a eficiéncia
dos primers e dilui¢do das amostras, conforme recomendacdes do fabricante. Selecionamos 20
pacientes do grupo grave e 20 pacientes do grupo leve pareados por sexo e idade (
+ 10 anos) - todas as amostras com replicatas técnicas, 0 RNA total foi extraido das amostras
selecionadas. Utilizamos 6 pL do master mix SYBR Green para amplificacdo dos primers, 3
pL (200nM do primer forward e 200nM do primer reverse totalizando 400 nM do total de
primer) dos primers diluidos e 3 pL do cDNA de cada amostra de acordo com a recomendacao
do fabricante (Appield Biosystems) (Figura 13). A RT-gPCR foi realizada no QuantStudio5
(ThermoFisher), com os seguintes ciclos de amplificagdo: 2 minutos a 50°C, 2 minutos a 95°C
e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 1 minuto a 60°C para anelamento dos primers e extens&o.
Apos o final da corrida de amplificac6es foi realizado o estagio adicional referente a curva de
dissociagdo (Melt curve) para verificar a especificidade das rea¢fes. Todas as reacOes foram
feitas em duplicatas. Para analise da expressao relativa utilizamos o método do 2-¢7, conforme
descrito anteriormente (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). As curvas de amplificagéo do ensaio


https://pt.wiktionary.org/wiki/%C2%B1
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de RT-qPCR sdo apresentadas na figura 14.
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Figura 13. Fluxo do experimento de RT-gPCR.
Fonte. Préprio autor, 2023.
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Figura 14. Curva de amplificacdo para o gene alvo ARG1 e gene referéncia HPRT-1.
Fonte. Préprio autor, 2023.

4.7.1 Andlise da temperatura de Melting (TM)

A curva de Melting foi analisada apds amplificacdo dos genes alvos com objetivo de
avaliar a capacidade dos primers de se desanelarem na sua temperatura 6tima especifica, essa
analise permitiu avaliar se havia contaminantes sendo amplificados juntos com o primer alvo
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(Figura 15) (Biosystems, 2008).
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Figura 15. Curva de dissociacdo, em duplicata para gene alvo SELPLG e gene referéncia
HPRT-1 (A). Curva de dissociagédo, em duplicata para gene alvo AGR1 e gene referéncia HPRT-
1(B).

Fonte. Préprio autor, 2023.

4.8 Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay (ELISA)

4.8.1 Padronizacao e diluicdo das amostras de plasma

Para padronizagdo do ensaio de ELISA foram feitas diluigdes seriadas das amostras
(sem diluicdo, 1:2, 1:4, 1:8, 1:32 e 1:64) em dois ensaios com quatro amostras de plasma, sendo
duas amostras do grupo com desfecho grave e duas amostras do grupo desfecho leve para os
dois marcadores investigados no plasma, o sP-selectina/CD62P e o0 sPSGL-1/CD162. Diante
dos resultados obtidos, procurando ndo extrapolar a curva do padrdo de cada marcador,
padronizamos para a sP-selectina a diluicdo de 1:2 em nossos ensaios, por outro lado, ndo

diluimos a amostra para 0 SPSGL-1.

4.8.2 Principio do ensaio de ELISA

Utilizamos os kits human P-Selectin/CD62P DuoSet ELISA (lote: P325106) e humano
PSGL-1/CD162 DuoSet ELISA (lote:P294917) de acordo com orientacgdes do fabricante (R&D

Systems). Ambos os kits possuiam o principio do ELISA sanduiche.
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48.3 Ensaiode ELISA

As placas de microtitulacdo de poliestireno com 96 pocos (R&D Systems) foram
sensibilizadas com 100 pL do anticorpo de captura diluido BSA (1%), sendo incubada em
overnight na temperatura ambiente. Apds incubacdo o anticorpo de captura foi descartado e a
placa foi lavado com 300uL/ pogo de wash buffer (1%) por 90 minutos. Posteriormente, a placa
foi bloqueada com BSA (1%). Apos realizacdo de nova lavagem, 100uL de amostras ou 100uL
de cada padrdo foram adicionados em cada pogo e incubada por 2 horas. Em seguida, a placa
foi lavada com BSA (1%). Foi adicionado 100uL de anticorpo de deteccdo, previamente
diluido em BSA (1%) em cada pogo e incubado por 2 horas. Em seguida, apds lavagem da
placa, foi adicionada 100uL da Streptavidin-HRP por 20 minutos em auséncia de luz, apos
incubacdo e lavagem foi a adicionado 100uL de 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB) em cada
poco e incubado por 20 minutos na auséncia de luz. Foi utilizado acido sulfarico (2n) para parar
a reacdo enzimaética. A densidade 6tica (DO) das amostras e padrdo foram dosadas em dois
cumprimentos de ondas de acordo com a recomendacdo do fabricante (450nm e 570nm) no
equipamento de espectrofotdmetro Multiskan Go (ThermoFisher). Em cada teste foi feito um
“branco” da reagdo, este constitui-se da reagcdo sem a presenca da amostra e padrdo para

observar a reatividade de fundo (back-ground) da reacéo.

49  Célculo paraa determinagdo do RNL e RPL

Para calcular a razdo neutrofilos-linfécitos foi utilizando como parametro o estudo de
LIU e colaboradores (2021), onde o score = 5 foi definido como ponto de corte (Cut off) para
estratificar pacientes com COVID-19 grave e leve. Para tanto, o valor absoluto dos neutréfilos
dividido pelo valor absoluto dos linfécitos.

A razdo plaquetas-linfocitos foram calculadas a partir do valor absoluto de plaquetas
dividido pelo valor absoluto de linfécitos. O um ponto de corte (Cut off) = 0,20 foi determinado
através do indice de Youden, considerando o maior ponto de sensibilidade e especificidade da

curva ROC para estratificar pacientes com desfecho grave e leve da COVID-19.

410 Tabulacdo dos dados e analise estatistica

Todos os dados coletados no questionario foram tabulados no excel, bem como os
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resultados encontrados nos experimentos de RT-qPCR e ELISA. Os resultados foram
analisados usando os programas: GraphPad Software v.8 (GraphPad Prism) e O Statistical
Package for Social Science for Windows (SPSS) v.25. O teste de normalidade Shapiro-Wilk,
foi aplicado nos conjuntos de dados. Para as variaveis categoricas utilizamos o teste Qui-
quadrado com (ODDS ratio) ou teste exato de Fisher e intervalo de confianca de 95% (IC). Para
avaliar os dados ndo paramétricos aplicamos o teste U de Mann-Whitney e correlagdo de
Spearman, por outro lado, para dados paramétricos aplicamos teste t Student, a curva
caracteristica de operacdo do receptor (ROC) foi utilizada para determinar o valor diagnostico
dos biomarcadores. O valor da significancia (p) considerado significativo foi de > 0,05.

Para estimar a associacao entre as variaveis independentes e a gravidade do COVID-19,
foram testados quatro modelos de analise padrdo: 1. ARG1 e gravidade do COVID-19; 2.
SELPLG e gravidade da COVID-19; 3. Gravidade de sPSGL-1 e COVID-19; 4. sPselectin e
gravidade da COVID-19. Essas varidveis independentes foram categorizadas em dois grupos,
de acordo com o ponto de corte determinado na curva ROC. Assim, para obter as medidas de
associacdo mencionadas, foram estimados odds ratio (OR) brutos e intervalos de confianca de

95% por meio do teste de Mantel-Haenszel.
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5 CAPITULO 5- RESULTADOS
51  Analise de prevaléncia das caracteristicas clinicas da populacdo estudada

Analisamos as caracteristicas clinicas e sociodemogréaficas dos pacientes nos grupos
com desfecho leve vs. desfecho grave (entre 10 a 15 dias de sintomas ou internamento em UT]),
comparando o sexo, faixa etéria, sintomas e comorbidade pré-existentes entre os grupos. Os
resultados estdo descritos na (Tabela 06).

Nossos resultados demonstram que cerca de 65,5% dos pacientes no grupo com
desfecho grave eram do sexo masculino com 2,77 mais vezes chances de fazerem parte do
desfecho grave (***p<0,007; IC= 1,273 - 5,971). No grupo grave houve um predominio de
pacientes adultos 55,17 % e destes a maioria era idosos 44,82% (****p<0,0001; IC= 1,273 -
5,971) com cerca de 7,04 vezes mais chances de acometer essa faixa etaria, quando comparado
ao grupo leve. Observamos que o grupo com desfecho grave apresentou uma maior prevaléncia
de negros 86,20% (****p< 0,0001; 0,1031 - 0,6029; OR=0,25) quando comparado aos
pacientes com desfecho leve, por outro lado, observamos que o grupo com desfecho leve
apresentou uma maior frequéncia de pacientes brancos 37,30% (****p< 0,0001; IC=0,0278 -
0,3127; OR 0,09) em relacdo aos pacientes com desfecho grave. Os sintomas mais frequentes
para pacientes do grupo grave foram tosse seca 65,5% (p<0,48; IC= 0,6289 - 2,756; OR=1,3),
dispneia 67,2% (****p< 0,0001; IC= 3,201 - 15,52; OR=7,26), febre 63,8 % (**p<0,002;
IC=1,455 - 6,974; OR=3,18) e fadiga/mialgia 29,3% (****p<0,0001; IC= 0,06777 - 0,3403;
OR=6,48).

As comorbidades mais prevalentes para pacientes com desfecho grave foram:
hipertensdo 39,7 % (*p<0,026; IC= 1,111 - 5,636; OR=2,57), diabetes mellitus 46,6 % (****p
<0,0001; 4,859 - 53,04; OR=16,26), doencas cardiovasculares 46,6 % (****p<0,0001; 5,825 -
108,9; OR=24,8), e doenca renal 15,52% (****p<0,0001; 1,247 - 24,79; OR=5,2).

Tabela 06. Comparagéo das caracteristicas clinicas entre os grupos estudados.

TODOS
*\VARIAVEIS PACIENTES | GRUPO LEVE GRUPO_SGSRAVE p E(,Z\?POS 1 1C - 95%
(n=117) (n=59) (n=58)
SEXO (%)
Masculino 62 (53%) 24 (40,7%) 38 (65,5%)

2,77 1,273 -5,971

Feminino 55 (47%) 35 (59,3%) 20 (34,5%) <0,007




FAIXA ETARIA (%)
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Adulto (>18 anos) | 85 (72,64%) 53 (89,83 %) 32 (55,17 %)
< 0,0001 7,04 |0,05301 - 0,3689
Idoso (=65 anos) 32 (27,35) 6 (10,16%) 26 (44,82 %)
RACA/ COR (%)

Amarelo 3 (2,56%) 1 (1,70%) 2 (3,40%) >0,99 2,03 e o thehy
Branco 16 (13,70%) 13 (37,30%) 3 (5,20%) <0,0001 000 | 00278-03127
Negros 86 (73,50%) 36 (61,00%) 50 (86,20%) | < 0,0001 025 | 1031-06029

Né&o Informado 3 (2,56%) 0 (0,0%) 3 (5,20%)
SINTOMAS (%)
Tosse seca 73 (62,4%) 35 (59,3%) 38 (65,5%) <0,48 1,3 0,6289 - 2,756
Tosse produtiva 9 (7,7%) 5 (8,5 %) 4 (6,9 %) >0,74 1,22 0,2356 - 2,884
Dispneia 52 (44,4%) 13 (22 %) 39 (67,2%) <0,0001 7,26 3,201 - 15,52
Febre 58 (49,6%) 21 (35,6 %) 37 (63,8 %) <0,002 3,18 1,455 - 6,974
Fadiga/Mialgia | 60 (51,3%) 43 (72,9 %) 17 (29,3 %) <0,0001 6,48 | 0,06777 - 0,3403
COMORBIDADES (%)
Hipertensao 35 (29,9%) 12 (20,3%) 23 (39,7 %) <0,026 2,57 1,111 - 5,636
Diabetes Mellitus | 30 (25,6%) 3 (5,1%) 27 (46,6 %) <0,0001 | 16,26 | 4,859-53,04
DEETES 29 (24,8%) 2 (3,4%) 27 (46,6%) <0,0001 | 248 5,825 - 108,9
Cardiovasculares
Doengas renal 11 (9,4%) 2 (3,4%) 9 (15,5%) <0,0001 5,2 1,247 - 24,79
Obesidade 28 (24%) 13 (22%) 15 (25,8%) >0,62 1,2 0,5247 - 3,016
F DPOC 14 (23,2%) 6 (10,17%) 7 (12,28%) >0,71 1,4 0,2213 - 2,326

Nota: as variaveis categéricas foram analisadas com o teste Qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fischer.
Consideramos o valor absoluto (porcentagem) de cada variavel investigada. O valor de significancia é de p<0,05.

Legenda: t Razdo de chances (OR); i Intervalo de confianca (IC) de 95%; [ Doenca Pulmonar Obstrutiva
Cronica (DPOC).
Fonte. Préprio autor, 2023.

52  Comparacdo dos parametros hematoldgicos na populacdo estudada

Analisamos os resultados dos parametros hematoldgicos com teste t student (dados

paramétricos) ou teste U de Mann-Whitney (dados ndo paramétricos) (tabela 07). Dentre os
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pacientes recrutados neste estudo para os parametros hematoldgicos, analisamos 39 pacientes
no grupo grave e 28 no grupo com desfecho leve. Observamos que pacientes com desfecho
grave apresentaram numero de hemaécias significativamente menores (3,8 £0,98 vs. 5,6 +1,14),
hemoglobina 12,5 ([IQR] 9-14,2) vs.16,4 ([IQR] 14,25-18,50), porcentagem de hematdcrito
35,6 ([IQR] 27,9-39,1) vs. 55,2 ([IQR] 46,7-61,3), volume corpuscular médio (VGM) (87,1
+7,06 vs. 96,3 £6,9), (p<0,0001, respectivamente), quando comparado aos pacientes com
desfecho leve. Em comparacdo com os pacientes leves, os pacientes com desfecho grave
tiveram a concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM) (30 [IQR] 29,4-30,6) vs.
34,1 [IQR] 32,8-35,5, p<0,0001) significativamente maiores. Contudo, ndo houve diferenca
estatistica significante para a concentragdo de hemoglobina corpuscular média (HGM) (29,31
+1,42 vs. 29,5 +2,34, p=0,57) e porcentagem de RDW (14 [IQR] 13,2-14,4 vs. 14,8 [IQR] 13,3-

15,8, p=0,57), entres os grupos estudados.

Tabela 07. Comparacdo dos parametros hematoldgicos entre pacientes investigados.

Varidveis Grupo Leve Grupo Grave p
Hemacias (RBC) 108 /uL 2 5,6 +1,14 3,8 +0,98 <0,0001
Hemoglobina g/dL ? 16,4 (14,25-18,50) 12,5 (9-14,2) <0,0001
Hematocrito (%) 55,2 (46,7-61,3) 35,6 (27,9-39,1) <0,0001
VGM (fL)? 96,3 6,9 87,1 7,06 <0,0001
HGM (pg/mL) 2 29,31 +1,42 29,5 2,34 0,57
CHCM g/dL® 30 (29,4-30,6) 34,1(32,8-35,5) <0,0001
RDW (%) ® 14(13,2-14,4) 14,8 (13,3-15,8) 0,53
Leucécitos Totais (mm3)® 6.760 (5.382,5 -7.850) 13.080 (9.360 - 18.520) <0,0001
Neutréfilos (mmd)® 3.670 (2.527,5 - 4.460) 11.589(6.888 — 16.702,5) <0,0001
Linfdcitos (mm?3)® 2.145 (1.832,5- 2.788,5) 966,28 (611 — 1488,24) <0,0001
Mondcitos (mm?) P 475 (342,5 - 665) 526 (290,7 — 1065) 0,66
Eosin6filo (mm3)® 150,0 (62,5 - 167,5) 0,00 (0,00 - 52,20) <0,0001
Basofilo (mm?)® 20 (10 — 30) 13,5 (0,00 — 13,4) 0,15
Plaguetas (mil/mm?3)2 229,2 £52,1 316,5+112,3 <0,0003

Nota: 2 as variaveis paramétricas foram avaliadas pelo teste t studant; ® as variaveis ndo paramétricas foram
avaliadas com teste U de Mann-Whitiney. O valor de significancia é de p<0,05. Legenda. Desvio Padrédo (z).
NUmero total de pacientes (N). Volume Corpuscular Médio (VGM). Hemoglobina Corpuscular Média (HGM).
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Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). Distribuicdo das Células Vermelhas (RDW).
Fentolitro (fL). Picograma por mililitro (pg/mL). Grama por mililitro (g/mL). Porcentagem (%). Milimetro clbico
(mm3).

Fonte: préprio autor, 2023.

A seguir avaliamos a contagem global e diferencial dos leucécitos em pacientes com
desfecho grave e leve, durante a infeccdo por SARS-CoV-2 (tabela 07). Nossos resultados
evidenciaram uma leucocitose (6.760 [IQR] 5.382,5 -7.850 vs. 13.080 [IQR] 9.360 - 18.520,
p<0,0001) e neutrofilia (3.670 [IQR] 2.527,5 - 4.460 vs. 11.589 [IQR] 6.888 — 16.702,5,
p<0,0001), em pacientes com desfecho grave em relacéo a pacientes com desfecho leve. Nossos
resultados sugerem uma linfopenia no grupo com desfecho grave (2.145[IQR] 1.832,5-2.788,5
vs. 966,28 [IQR] 611 — 1488,24, p<0,0001) e eosinopenia (150,0 [IQR] 62,5 - 167,5 vs. 0,00
[IQR] 0,00 - 52,20, p<0,0001), quando comparado aos pacientes com desfecho leve. Ndo houve
significancia estatistica para contagem de mondcitos (475 [IQR] 342,5 — 665 vs. 526 [IQR]
290,7 — 1065, p=0,66) e basofilos (20 [IQR] 10 — 30 vs. 13,5 [IQR] 0,00 — 13,4, p=0,66), entre
0s grupos avaliados neste estudo.

Investigamos as plaquetas dos grupos estudados (Tabela 07). A contagem de
plaquetas foi significativamente maior em pacientes com desfecho grave da COVID-19
em relacdo aos pacientes com sintomas leves (229,2 +52,1 vs. 316,5 £1123,
****p<0,0003).

521 Razdo dos neutrdfilos-linfécitos (RNL) e razdo plaquetas-linfécitos (RPL) nos grupos
investigados

Avaliamos se a razdo neutrofilos-linfocitos dos pacientes com desfecho graves vs. leves
estava alterada. Nossos resultados mostraram que, no grupo de pacientes com desfecho grave
(87,6%) apresentaram a razéo de neutrdfilos-linfocitos (RNL) com escore maior que >5 (11,8
[IQR] 6,38 -20,6) no primeiro dia de internacdo na UTI, quando comparado aos pacientes com

desfecho leve com escore menor que <5 com mediana 1,58 (1,21 -2,35) (Tabela 08).

Tabela 08. Razdo Neutrofilos-Linfdcitos (RNL)

Todos os pacientes Desfecho Leves Desfecho Graves p - valor
(N=67) (N=28) (N=39)
RNL p <0,001
4,36 (1,77 -12,4) 1,59 (1,22 -2,32) 10 (6,50 -20,5)
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=5

34 (50,7%) 0 (0.0%) 34 (87,2%)

<5

33 (49,3%) 28 (100%) 5 (12,8%) p <0,001

Nota. Os dados foram apresentados em mediana e intervalos interquartilicos. Os valores de p comparando 0s
pacientes graves aos pacientes leves foram do teste Qui-Quadrado, teste exato de Fischer ou Teste U de Mann-
Whitney. Nivel de significancia é p < 0,05. O score foi baseado no trabalho de LIU et al., 2021. Legenda: Razao
Neutréfilos-Linfocitos (RNL).

Fonte: préprio autor, 2023.

Observamos que o valor referente ao RPL foi significativamente maior em pacientes
graves quando comparados aos pacientes leves (0,29 [IQR: 0,21-0,52] vs. 0,10 (0,07- 0,13),
p<0,0001) (Tabela 09). Além disso, o RPL apresentou alteracdo em cerca de 76,9% dos
pacientes com desfecho grave do COVID-19 demonstraram RPL > 0,20 em tratamento na

unidade de terapia intensiva (p<0,001).

Tabela 09. Razéo de Plaqueta-Linfécito (RPL)

Todos os pacientes Grupo leve Grupo Grave p - Valor
(N=67) (N=28) (N=39)
RPL p <0,001
0,18 (0,10 -0,33) 0,10 (0,07- 0,13) 0,29 (0,21 -0,52)
>0,20
34 (50,7%) 3 (10,7%) 30 (76,9%)
<0,20 p <0,001
33 (49,3%) 25 (89,3%) 6 (23,1%)

Nota. Os dados sdo apresentados como mediana e intervalos interquartis, n (%), onde N corresponde ao nimero total de pacientes com dados
disponiveis. (b) Os valores de p comparando pacientes graves a pacientes leves foram do teste Qui-quadrado, teste exato de Fisher ou teste U
de Mann-Whitney. O nivel de significancia é p < 0,05. O ponto de corte foi determinado a partir do calculo com indice de Youden. Legenda:
razdo plaqueta-linfocito (RPL).

Fonte: préprio autor, 2023.

522 ARNL e RPL apresentaram potencial valor prognéstico no COVID-19

Analisamos se a razdo RNL e RPL apresentavam valor progndéstico em pacientes com
desfecho grave do COVID-19. Os nossos resultados sugerem um valor prognostico
significativo para a razdo de neutrdfilos-linfocitos em pacientes graves, quando comparado a
pacientes leves (AUC= 0,97; ****p<0,0001; especificidade 85,71 e sensibilidade 97,44), bem
como para razdo plaquetas-linfocitos (AUC= 0,89; ****p<0,0001; especificidade 92,86 e

sensibilidade 76,92), respectivamente, para pacientes com desfecho grave (Figura 16).
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Figura 16. Analise de curva ROC para os parametros hematologicos RNL, RPL dos grupos
com desfecho grave comparado ao grupo com desfecho leve.

7.2 Anélise da expressao relativa por RT-gPCR

Investigamos se os genes de interesse: SELPLG; ARG1; NOS2 e ITGA4 apresentavam
maior expressdo nos grupos de estudos em relacdo ao gene referéncia HPRT-1. Como
demonstrado na Figura 17A, houve uma expressdo relativa significativamente maior do gene
SELPLG no grupo de pacientes COVID-19 com desfecho grave, em relacdo ao grupo com
desfecho leve COVID-19, tendo como referéncia a expressio do gene HPRT-1
(****p<0,0001). O grupo com desfecho grave do COVID-19 apresentou maior expressao do
gene SELPLG em comparacdo aos pacientes do grupo leve (1.125, [IQR] 0,6750-1,913 vs.
0,2700, [IQR] 0,065-0,7875). Em seguida, comparamos a expressao relativa do gene ARG1 nos
grupos com desfecho leve e grave. Observamos que, houve um aumento da expressao relativa
significativamente maior para 0 gene ARG1 em pacientes com desfecho grave e leve do
COVID-19, quando comparados ao gene referéncia HPRT-1 (2.850, [IQR] 1.100-6.425 vs.
1.420, [IQR] 0,540-3.010), (*p=0,032) (figura 17B).
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Figura 17. Comparacdo da expressao reativados para os genes (A) SELPLG (B) ARG1 em
pacientes com desfechos leve e grave em relacdo ao gene referéncia HPRT-1. A linha tracejada
representa a expressdo do gene referéncia HPRT-1. As linhas horizontais nos graficos de caixa
representam a mediana, as bordas da caixa representam os intervalos interquartis e os bigodes
indicam o valor minimo e maximo em cada grupo. Teste U de Mann-Whitney p****0,0001 -
p*0,032.

Avaliamos o0s genes NOS2 e ITGA-4 atraves da expressao relativa entre 0os grupos
investigados em comparagdo ao gene referéncia HPRT-1. Os resultados estdo expressos na
(Figura 18A, B). Estes resultados demonstram uma diferenca nao significativa para a expressao
relativa do gene NOS2 nos grupos de pacientes desfecho leve e grave em relacdo em relacdo ao
gene referéncia HPRT-1 (p>0,45). Comparamos as medianas e intervalos interquartis entre 0s
grupos leve e grave. Como demonstrado, ndo houve uma maior expressao para o gene NOS2
no grupo grave (0.300 [IQR] 0.0600 — 0.400 vs. 0.100 [IQR] 0.0500 — 0.4400) em relacdo ao
grupo com desfecho leve. Além disso, observamos em nossos resultados uma expressao relativa
ndo significativa para o gene ITGA4 no grupo com desfecho leve e grave, quando comparado
ao gene referéncia HPRT-1 (p=0,085). A comparacdo da mediana e intervalos interquartis ndo
apresentou uma maior tendéncia de expressdo para o gene ITGA4 no grupo com desfecho grave
(0.6450 [IQR] 0.2900 — 1.583 vs. 0.4150 [IQR] 0.1425 — 0.7675).
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Figura 18. Comparacdo da expressao relativa dos genes (A) NOS2 e (B) ITGA4 em pacientes
com desfechos leve e grave em relacdo ao gene referéncia HPRT-1. A linha tracejada representa
a expressao do gene referéncia HPRT-1. As linhas horizontais nos graficos de caixa representam
a mediana, as bordas da caixa representam os intervalos interquartis e os bigodes indicam o
valor minimo e maximo em cada grupo. Teste U de Mann-Whitney p=0,45 — p=0,085.

53  Correlagdo entre o Cq dos genes ARGL1 e SELPLG entre os grupos com desfecho leve e
grave do COVID-19

Analisamos uma possivel correlacdo entre os genes PSGL-1 e ARG1 nos grupos de
pacientes com desfechos leve e grave do COVID-19 (Figura 19 e 20), através do teste de
correlacdo de Spearman. Conforme demonstrado, existe uma correlacdo positiva moderada
entre as expressdes dos genes avaliados. A medida que o Cq do gene ARG1 aumenta, também
aumenta o Cq do gene PSGL-1 no mesmo paciente com desfechos leve do COVID-19 (R?=0,56;
correlagdo = 0,77 e *p=0,001). Nos pacientes graves, também observou-se correlagcdo entre
estes genes (R?=0,27, correlagdo de 0,42 e *p=0,007).
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Figura 19. Correlacdo de Spearman entre os genes ARG1 e SELPLG no mesmo paciente com
desfecho leve do COVID-19.
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Figura 20. Correlagdo de Spearman entre os genes ARG1 e SELPLG no mesmo paciente com
desfecho grave do COVID-19.
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54  Os genes SELPLG e ARG1 sdo potenciais biomarcadores com valor progndstico na
COVID-19 grave

Analisamos se a expressdo do gene SELPLG apresentava valor prognostico para
pacientes com COVID-19 grave, através da analise de curva ROC. Os nossos resultados
mostraram que a expressao do gene SELPLG mostrou um valor diagnostico significativo em
pacientes com desfecho grave, quando comparados aos pacientes com desfecho leve (AUC=
0,82 com sensibilidade de 87,1% e especificidade de 62,5%, (****p<0,0001) (Figura 21).

Analisamos se a expressao do gene ARG1 apresentava valor prognostico em pacientes
com desfecho grave no COVID-19, através da analise de curva ROC. Observamos em nossos
resultados um valor diagnostico significativo para a expressao do gene ARG1 em pacientes com
desfecho grave, quando comparados aos pacientes com desfecho leve (AUC= 0,66 com
sensibilidade de 62,5 % e especificidade de 64%, *p=0,032) (Figura 21). Além disso,
estimamos os valores de corte relacionados aos genes ARG1 e SELPLG foram de 1.575 e
0,4250, respectivamente (Tabela 10).
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Figura 21. Anélise de curva ROC para os genes SELPLG e ARG entre 0s grupos investigados.

Tabela 10. Valor diagnostico para os genes ARG1 e PSGL-1 associadas a gravidade da COVID-
19.

Parametros AUC Ponto de Sensibilidade | Especificidade | P value
(95% CL) corte (%) (%)
ARG1 0.66 1.575 62.50% 64.0 % 0,032

(0.947-1.000)
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SELPLG 0.82 0,4250 87.10% 62.50% <0,0001
(0.713-0,933)

Nota. Abreviacdes: area sob a curva (AUC); O ponto de corte foi determinado a partir do calculo com indice de Youden.
Fonte: préprio autor, 2023.

5.5 Niveis plasmaticos das proteinas P-selectina e PSGL-1 estéo alterados em pacientes com
desfecho grave do COVID-19
Investigamos os niveis das proteinas P-selectina/CD62P e seu contra-receptor PSGL-
1/CD162 no plasma dos pacientes avaliados neste estudo. Conforme apresentado na figura 22A,
nossos resultados demostraram um aumento significativo nos niveis plasméticos da proteina
soltvel PSGL-1 no grupo com desfecho grave - mediana de 634,4 pg/mL ([IQR] 232,3-927,1),
guando comparado ao grupo com desfecho leve - mediana de 215,1 pg/mL ([IQR] 49,33-815,4,
**p=0,002), respectivamente. Observamos que 13 pacientes do grupo grave e 5 pacientes do
grupo leve tiveram resultados inferior a faixa de deteccéo do kit de ELISA utilizado, por este
motivo foram retirados da andlise. Além disso, nossos resultados demonstraram aumento
significativo da proteina solivel P-selectina no plasma dos pacientes com desfecho grave -
mediana de 2.807 pg/mL ([IQR] 2.500-3.240), quando comparado ao grupo leve - mediana de
2.662 pg/mL [IQR] 2.083-3.111, *p=0,039), respectivamente (figura 22B).
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Figura 22. Niveis plasmaticos das proteinas (A) SPSGL-1 (B) sP-selectina nos grupos estudos.
As linhas horizontais nos graficos de caixa representam a mediana, as bordas da caixa
representam os intervalos interquartis e os bigodes indicam o valor minimo e maximo em cada
grupo. Teste U de Mann-Whitney p**0,002 - p*0,039.
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55.1 As proteinas sP-selectina e SPSGL-1 séo potenciais biomarcadores da gravidade no COVID-
19

Analisamos se as proteinas sPSGL-1 e sP-selectina possuiam ou ndo um valor
diagnostico em pacientes com desfecho grave do COVID-19, pelo teste da curva ROC (Figura
23). Os resultados apresentaram valor diagnéstico significativo da proteina sPSGL-1 para
pacientes graves, em comparagdo aos pacientes com desfecho leve (**p=0,002, AUC= 0,67
com especificidade 59,26% e sensibilidade 68,18%), assim como a proteina sP-selectina
apresentou valor diagnostico significativo de gravidade na COVID-19 (*p=0,039, AUC= 0,61
com especificidade 52,54% e sensibilidade 58,62%). Os pontos de corte relacionados as
proteinas sP-selectina e sPSGL-1 foram de 2.689 pg/uL, 0,4250 pg/uL, respectivamente
(Tabela 11).
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Figura 23. Analise de curva ROC para as proteinas sPSGL-1 e sP-selectina nos grupos
investigados.

Tabela 11. Valor prognostico para as proteinas associadas a gravidade da COVID-109.

Pardmetros AUC Ponto de Sensibilidade | Especificidade | P value
(95% CL) corte (%) (%)
sP-Selectina 0,61 2.689 pg/mL 58,62% 52,54% 0,039
(0.508-0.713)
sPSGL-1 0,67 405,2 pg/mL 68,18% 59,26% 0,002

(0.575-0.784)
Nota. Abreviacdes: area sob a curva (AUC); P-selectina sollvel (sP-selectina); glicoproteina ligante da
P- selectina-1 (PSGL-1). O ponto de corte foi determinado a partir do calculo com indice de Youden.
Fonte: préprio autor, 2023.
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5.6 Correlacéo entre SPSGL-1 e sP-selectina por paciente

Investigamos uma possivel correlacdo entre 0 aumento da proteina SPSGL-1 e 0 aumento
da proteina sP-selectina nos pacientes com desfechos leve e grave da COVID-19 (Figura 24 e
25). Para tanto, comparamos 0s niveis plasmaticos da proteina PSGL-1 e P-selectina com o
teste de correlagdo de Spearman. Conforme observado, os resultados sugerem que existe uma
correlacdo positiva (fraca) entre estas duas proteinas. A medida que aumentou 0s niveis
plasmaticos de PSGL-1, ocorreu o aumento da P-selectina nos pacientes com desfecho leve da
COVID-19 (R?=0,064, correlacdo de 0,32 e *p=0,009). Além disso, observamos em nossos
resultados uma correlacdo positiva fraca entre 0 aumento dos niveis plasmaticos de PSGL-1 e
P-selectina nos pacientes com desfecho grave da COVID-19. Conforme aumentava os niveis
plasméticos de PSGL-1, a P-selectina se elevava (R?=0,148, correlacio de 0,32 e *p=0,006).
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Figura 24. Correlagdo de Spearman entre a proteina SPSGL-1 e sP-selectina em pacientes com
COVID-19 leve.
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Figura 25. Correlagdo de Spearman entre a proteina SPSGL-1 e sP-selectina em pacientes com

COVID-19 leve.
5.7 Razao sPSGL-1-sP-selectina

Como sPSGL-1 é um ligante de alta afinidade para sP-selectina, investigamos se a
relacdo sP-selectina/sPSGL-1 pode prever o resultado da doenca de COVID-19 (Tabela 12).

Observamos que a relacdo sP-selectina/sPSGL-1 foi significativamente maior no grupo leve
(13,04 [IQR] 3,30 — 31,76, p<0,007) em comparagéo ao grupo grave (4,57 [IQR] 3,24 — 11,89).

N&o houve significancia dos escores entre 0s grupos (p=0,15).

Tabela 12. Razao sP-selectina-sPSGL-1

Todos os pacientes Pacientes Leves Pacientes Graves p - valor
(N=104) (N=50) (N=54)
Razéo
. ina- - p <0,007
sP-selectina-sPSGL-1 | ¢ )5 396 _191g) 13,04 (3,30 -31,76) 4,57 (3,24 — 11,89)

<5

- 47 (45,2%) 19 (38%) 28 (51,9%)

>5

- 57 (54,8%) 31 (62%) 26 (48,1%) p=0,15

Nota. Os dados foram apresentados em mediana e intervalos interquartilicos. Os valores de p comparando os
pacientes graves aos pacientes leves foram do teste Qui-Quadrado, teste exato de Fischer ou Teste U de Mann-
Whitney. Nivel de significancia é p < 0,05. Legenda: razdo sP-selectina-sPSGL-1(RPP).

Fonte: préprio autor, 2023.
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5.8 Andalise Multivariada

A presenca de modificadores de efeito e confundidores foi investigada por meio da
construcdo de um modelo tedrico conceitual sobre as associa¢fes investigadas. Em seguida,
também foi investigada a presenca de covaridveis de interacdo por meio do teste de maxima
verossimilhanca (p < 0,05) e, na sequéncia, foi realizada a identificacdo de covariaveis de
confusdo por meio da estratégia backward caso a covariavel tivesse produzido uma diferenca
relativa de 10% na associa¢do medi¢cdo em relacdo ao modelo saturado. Na analise de regresséo
logistica mdltipla, as medidas de associacdo ajustadas foram estimadas considerando as
covariaveis idade, sexo e raca/cor da pele como fatores de confusdo. A Tabela 3 resume as

caracteristicas dos pacientes.

Tabela 13. Analise multivariada de marcadores moleculares associados a dados clinicos e
sociodemograéficos

Analise Ajustada*
Parametros P OR IC
RNL 0,001 50,67 6.72- 260.7
RPL 0,004 14,40 2.76-57.3
ARG1 0,479 1,695 0,393-7,311
SELPLG 0,005 15,758 2,264-109,670
SPSGL-1 0,004 5,749 1,728-19,123
sPselecitina 0,059 2,696 0,964-7,543

* Analise ajustada por sexo, idade e raga/cor

Observamos na analise univariada, que as varidveis idade, sexo, raca, RNP, RLN,
expressao génica relativa de ARG1, SELPLG, assim como 0s niveis plasmaticos de sP-selectina
e SPSGL-1 demostraram associagdes significativas com a gravidade da COVID 19. Contudo,
apos uma analise ajustada, observamos que para idade, sexo e raga, apenas o0s parametros NLR,
PLR e a expressdo de SELPLG e sua proteina sPSGL-1 demonstraram ser preditores

independentes da gravidade na COVID-19.

5.9 Ensaio de expressao genica e dados sociodemograficos
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Investigamos as caracteristicas clinicas e sociodemograficas da coorte submetida ao

ensaio de RT-gPCR para os genes investigados. Pacientes graves com COVID-19 apresentaram

maior frequéncia de sintomas como dispneia (n= 10, 47,6%), febre (n= 13, 61,9%) e

comorbidades diabetes (n=7, 33,3%) e doencas cardiovasculares (n= 9, 48,8%). Na coorte com
COVID-19 leve, o sintoma mais frequente foi fadiga/mialgia (n= 16, 76,1%). A Tabela 4

resume as caracteristicas dos pacientes.

Tabela 14. Analise de dados sociodemograficos para coorte avaliada na expressao génica

Variaveis Desfecho Leve Desfecho Grave OR p-value
(n=21) (n=21)
Idade (anos)? 43,0 (33,5-55,0) 50,0 (39,5-58) 0,29
Sexo feminino (n, %) 12 (57,14%) 12 (57,14%) >0.99
Etnia (n, %) "
Branco 6 (28,5%) 2 (9,5%) 0,26 0,11
Negros 15 (71,4%) 18 (85,7%) 2,40 0,25
Outros 0 (0,0%) 1(4,7 %) 0,31
Sintomas (n, %) °
Tosse seca 12 (57,1%) 15 (71,4%) 0,53 0,33
Dispneia 2 (9,5%) 10 (47,6%) 0,11 0,006
Febre 6 (28,5%) 13 (61,9%) 0,24 0,030
Fadiga/ Mialgia 16 (76,1%) 6 (30,0%) 7,40 0,003
Comorbidade (n, %) "
Hipertensao 3 (14,2%) 8 (38,1%) 0,27 0,070
Diabetes Mellitus 1 (4,7%) 7 (33,3%) 0,10 0,018
Doengas Cardiovascular 1 (4,7%) 9 (48,8%) 0,06 0,003
Doenca Renal 4 (19,0%) 6 (30,0%) 0,54 0,41
Obesidade 4 (19,0%) 7 (33,3%) 0,47 0,29
DPOC* 1 (4,7%) 1 (4,7 %) >0,99
(a) Mediana (intervalo interquartilico); (b) Teste qui-quadrado; Abreviagdes: *DPOC: Doenga

Pulmonar Obstrutiva Crénica.
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6 CAPITULO 6-DISCUSSAO

O COVID-19 é uma patologia multissistémica tendo como eventos determinantes a
tempestade de citocinas, desregulacdo imunoldgica, hiperinflamac&o, hipercoaguloabilidade e
lesdo endotelial (AID et al., 2020; FAN et al., 2022; GARCIA et al., 2022; VAN et al., 2022).
A identificacdo precoce de pacientes em risco na COVID-19 grave pode evitar a sobrecarga do
sistema de salde e garantir que o tratamento adequado seja fornecido aos que mais precisam.
Este estudo investigou uma coorte de pacientes nas duas principais cidades da Bahia: Feira de
Santana e Salvador. Foram analisados seis biomarcadores e destes quatro biomarcadores
(SELPLG, ARG1], sP-selectina e SPSGL-1) mostraram diferencas significativas nos niveis entre
pacientes com sintomas leves e graves da COVID-19. Descobrimos em nossos resultados que
pacientes com desfecho grave da doengca COVID-19, uma prevaléncia de idosos (> 60 anos),
homens (65,5%, p = 0,007) e maior prevaléncia de individuos negros (86,2%, p < 0,0001). Os
sintomas mais comuns observados foram tosse, febre, mialgia e dispneia. Os parametros
laboratoriais de inflamagcdo (NLR e PLR) foram significativamente maiores na COVID-19
grave (p < 0,0001), indicando processo inflamatorio sistémico em andamento. O aumento da
expressao de SELPLG e ARG1 em leucdcitos, juntamente com niveis plasmaticos elevados de
sP-selectina e sPSGL-1, foram associados a sintomas graves e podem ser indicadores
progndsticos potenciais para COVID-19. Este conjunto de resultados sdo indicadores de
desregulacdo nas respostas imunoldgicas e células endoteliais, em homens idosos e negros e
estdo correlacionados com a gravidade na COVID-19.

Identificamos em nossa coorte de pacientes com desfecho grave uma maior
prevaléncia de homens idosos, portadores de comorbidade, tais como hipertensdo arterial,
diabetes mellitus, doencas cardiovasculares e doengas renais, estes fatores clinicos estavam
associados a gravidade da doenca. Demostramos em nossa coorte que pacientes com desfecho
grave eram em sua maioria pretos. Corroborando com nosso resultado, um estudo brasileiro
mostrou resultados similares aos nossos dados, concernente a raga, cerca de (45,7%) eram
pardos (MALTA et al., 2021). Um estudo conduzido nos Estados Unidos — Atlanta demostrou
que pacientes afro-americanos foram mais afetados pelo COVID-19, quando comparados aos
pacientes de outras racas (MARMARCHI et al., 2021). Estes resultados demostram que,
possivelmente, o COVID-19 grave acometeu, principalmente as pessoas economicamente
menos favorecidas. Demostramos que os sintomas mais frequentes para pacientes com desfecho

grave foram tosse seca, dispneia, febre e fadiga/mialgia. Resultados semelhantes foram



84

evidenciados em um estudo epidemiol6gico conduzido no estado de Minas Gerais que,
investigou 325 infectados por SARS-CoV-2 (SILVA et al., 2022). Corroborando com nossos
dados, outro estudo demostrou que a maior prevaléncia foi do sexo masculino (60,76%) no
grupo com desfecho grave do COVID-19 (SILVA et al., 2022). Em contrapartida, um estudo
realizado no Pernambuco teve sua populacdo maioritariamente, composta pelo sexo feminino
(50,38%) no grupo grave (DE MAGALHAES et al., 2020). Por outro lado, no Jap&o um estudo
foi conduzido por Kojima et al. (2023), investigou 450 pacientes mostrando uma prevaléncia
(66,4%) para o sexo masculino com idade média de 58 anos, além disso esta coorte apresentou
pelo menos uma comorbidade pré-existente (KOJIMA et al., 2023). Esses dados sugerem que,
uma maior frequéncia do sexo masculino, ser idoso com comorbidades s&o fatores de risco que
favorecerem o agravamento do quadro clinico no COVID-19.

Demostramos em nossos resultados evidéncias de alteracbes nos parametros
hematoldgicos dos pacientes com desfecho grave acometidos pelo COVID-19. Os parametros
hematimétricos, tais como: hemacias, hemoglobina, hematdcrito e volume corpuscular médio
(VGM), estavam significativamente menores em pacientes com desfecho grave, por outro lado,
houve uma maior propor¢do do nimero de plaquetas para pacientes com desfecho grave em
relacdo aos pacientes com desfecho leve. Neste sentido, um estudo observacional retrospectivo
desenvolvido na Italia mostrou resultados semelhantes com reducdo significativa para
hemoglobina e hematdcrito em pacientes grave, quando comparado a pacientes com sintomas
leves/moderados do COVID-19 (HENRY et al., 2020). Contrapondo estes achados, um estudo
caso-controle conduzido em Jeddah evidenciou uma diminuicao significativa na contagem de
plaquetas em pacientes com COVID-19 grave em relagdo aos pacientes controles (KAMEL et
al., 2021). Além disso demostramos que existem diferencas nas células do sistema
imunoldgicos, observamos que pacientes com desfecho grave apresentaram leucocitose,
neutrofilia e linfopenia. Corroborando com nossos achados, um estudo brasileiro investigou
uma amostra populacional no estado do Parana com 121 pacientes, este estudo demostrou que
pacientes graves exibiram leucocitose com neutrofilia em relagdo aos pacientes com COVID-
19 moderado e controle. Porém, em contraste com nossos achados, este mesmo estudo néo foi
capaz de demostrar diferenca significativa entre os grupos de pacientes investigados para a
contagem de linfocitos (OLIVEIRA et al., 2022). Por outro lado, um estudo transversal de
centro Gnico, desenvolvido em Jharkhand — india com 148 pacientes estratificados em COVID-
19 leve, moderado e grave, demostrou leucocitose com neutrofilia e linfopenia em pacientes
com COVID-19 grave (ANURAG et al., 2020). Estes resultados podem ser explicados de
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forma parcial, pois existem diferencas genéticas, devido a alta miscigenacéo apresentada pela
populacéo brasileira, além da diferenca do nimero amostral da populagéo investigada em nosso
estudo. Mesmo com estas possiveis diferencas entre as populac@es investigadas, a maioria dos
estudos concordam que a leucocitose, com neutrofilia e linfopenia sdo pardmetros associados a
gravidade no COVID-19.

Além disso, demostramos em nossos achados que, cerca de 97% dos pacientes com
desfecho grave internados em UTI apresentaram RNL aumentada, assim como, 89% exibiram
alteracdes no RPL, sendo biomarcadores marcantes nesta populacdo investigada. Retificando
nossos dados, um estudo retrospectivo conduzido no Hospital das Clinicas em Campinas,
investigou 320 prontuarios de pacientes internados sobreviventes e ndo sobreviventes ao
COVID-19 grave. Os autores evidenciaram em seus resultados que o RNL era maior desde o
momento da internacdo em pacientes ndo sobreviventes, quando comparado aos pacientes
sobreviventes a infeccdo do COVID-19. Ademais, os autores demostraram que RPL apresentou
reducédo significativa em pacientes ndo sobreviventes (ALAGBE et al., 2021). Um estudo
clinico conduzido na Cidade do México demostrou que a RPL era maior em pacientes com
COVID-19 grave, quando comparado a pacientes ndo graves (CARRANZA LIRA & GARCIA
ESPINOSA, 2022). Confirmando estes achados, um estudo avaliou 411 pacientes com COVID-
19 grave internados em um hospital da Catania-Italia, a anélise mostrou que o RNL
(AUC=0,77) e RPL (AUC=0,57) foram parametros preditivos para morte intra-hospitalar
(REGOLO et al., 2022). Outro estudo demostrou que pacientes graves apresentaram o RNL
significativamente maior (score > 5), quando comparado aos pacientes nao graves com COVID-
19 (score <5) (LIU et al., 2020). De acordo com estes dados, a relagdo neutrofilos-linfocitos
(RNL) e plagueta-linfécitos (RPL) sdo biomarcadores progndsticos e preditivos da gravidade
no COVID-19, por serem marcadores de hiperinflamagdo sistémica e desregulacdo
imunologica.

Investigamos a expresséo relativa dos genes SELPLG, ARG-1, NOS2 e ITGA-4 na
populagéo estudada. Descobrimos em nossos resultados que, o gene NOS2 exibiu uma
expressdo ndo significativa entre os grupos investigados. Por outro lado, um estudo
desenvolvido em Napoles por Gelzo et al. (2022), investigou 35 pacientes acometidos pela
primeira onda do COVID-19 e 153 pacientes compuseram 0 grupo da segunda onda. Os
pacientes sobreviventes ao internamento exibiram uma mediana de 1,3ng/mL da proteina sérica
INOS, gquando comparado aos pacientes que sucumbiram ao COVID-19 grave com 3,3ng/mL.

Entretanto, de acordo com nossos achados Gelzo et al. (2022) afirmou que os pacientes de
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segunda onda ndo exibiram diferenca significativa para os niveis séricos de iNOS (GELZO et
al., 2022). Um estudo desenvolvido no Ird investigou os niveis de 6xido nitrico (NO) em 25
pacientes com pneumonia grave por COVID-19 e 25 pacientes controles. Os resultados
mostraram que individuos controles exibiram maiores niveis de nitrato e nitrito (metabélitos do
NO) no sangue em relacdo aos pacientes graves com COVID-19 (ALAMADARI et al., 2022).
A INOS tem a fungéo de viabilizar a produgdo do 6éxido nitrico (NO) sendo uma molécula
vasodilatadora, importante para 0 mecanismo microbicida produzido pelo sistema imunoldgico
inato (DUARTE et al., 2022). Os resultados discutidos ndo evidenciaram uma correlacdo para
niveis da proteina iINOS e producdo NO nos pacientes investigados com COVID-19 grave.
Apesar do aumento significativo na expressao do gene NOS2/iNOS relatado por Gelzo et al.,
em pacientes com desfecho grave do COVID-19, pode ndo corresponder ao aumento da
atividade da proteina iNOS em infeccdo do SARS-CoV-2. Embora, altos niveis de iNOS séo
associados a uma maior biodisponibilidade de NO, estes achados reforcam o entendimento de
que ndo € claro o papel da iINOS/NOS2 no COVID-19 grave, sendo pertinentes novos estudos
clinicos para possiveis esclarecimentos.

Os nossos achados evidenciaram uma expressdo relativa ndo significativa do gene
ITGA-4 nos grupos avaliados neste estudo. Um Estudo anterior demostrou que, as integrina
estdo ligados a patogénese de muitos estados de doenca (neoplasias, trombose, doencas
vasculares e doencas autoimunes) (CRUZ-PULIDO; OUMA; KENNEY, 2022). Outro estudo
demostrou a expressdao aumentada do gene ITGA-4 presente em espécimes pulmonares de
criancas que faleceram acometidos por doenca de Kawasaki (DK), quando comparados a
controles saudaveis. Sugerindo que o gene ITGA-4/ a*p! provavelmente contribua para
patogénese da vasculopatia na KD, promovendo a adesdo dos leucécitos e inflamacdo nas
paredes das artérias cardiacas (SARTORI et al., 2022). Embora, até onde sabemos, a literatura
ndo dispde de achados clinicos associando o gene ITGA-4/ integrina o * B! a gravidade em
pacientes com COVID-19.

Para investigar o possivel estresse metabolico nos leucocitos, mensuramos a expressao
relativa do gene ARG1. Demostramos que cerca de 66% dos pacientes com desfecho grave
apresentaram superegulacdo do gene ARG1 nos leucdcitos totais, mas, ndo em pacientes com
desfecho leve. Neste sentido, o gene ARG1 pode ser considerado como possivel biomarcador
de gravidade no COVID-19. Estudos anteriores mostram expressao exacerbada do gene ARG1
em pacientes com sepse (CALDWELL et al., 2018; LI et al., 2022). Confirmando nossos
achados, um estudo de caso-controle demostrou que o gene ARG1 estava regulado
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positivamente em leucdcitos de pacientes com COVID-19 grave, além disso, a analise de curva
ROC mostrou que cerca de 84% dos pacientes graves apresentaram aumento do gene ARG,
demostrando potencial para biomarcador da gravidade (DERAKHSHANI et al., 2021). Um
estudo conduzido por Bost et al., (2021), mapeou a resposta imunolégica em uma coorte de
pacientes com COVID-19. Os resultados demostraram que havia uma relagéo clara entre a
expressdo media do gene ARG1 em mondcitos imunossupressores de pacientes com COVID-
19 grave, quando comparado aos pacientes com sintomas leves/moderados (BOST et al., 2021).
Células supressoras derivadas de mieloides granulociticas (G-MDSC / CD66b+) foram
encontradas em autopsia pulmonar de pacientes com COVID-19 grave, as G-MDSC exibiam
Arg " em seu citoplasma, além da arginase-1 em maior concentracdo no plasma (DEAN et al.,
2021). A arginase-1 é sugerida como a principal causa para deplecdo da L-arginina no
microambiente, comprometendo a resposta das células inatas e células T pela via do interferon
em pacientes com desfecho do COVID-19 (DEAN et al., 2021). Além disso, 0 aumento da
arginase-1 pode favorecer a baixa producdo de NO e aumento da L-ornitina desencadeando
problemas estruturais na vasculatura (CALDWELL et al., 2018; LI et al., 2022). Esses dados
sugerem uma possivel participacdo do gene ARG1, assim como da proteina arginase-1 na
gravidade do COVID-19, podendo contribuir para a hipoxia e lesédo endotelial, embora mais
estudos ainda sejam necessarios para determinar 0s mecanismos envolvidos no aumento na
expressao do gene ARGL e sua associacdo com a gravidade do COVID-19.

Para analisar a disfuncdo endotelial, investigamos o gene SELPLG e as proteinas
sPSGL-1 e sP-selectina nos grupos avaliados neste estudo. Aqui, mostramos que gene SELPLG
estava superregulado nos leucdcitos totais em cerca de 82% dos pacientes com desfecho grave
do COVID-19, em relacdo aos pacientes com desfecho leve, sendo um biomarcador da
gravidade. Ratificando nossos achados, Yatim et al. (2021), conduziu um estudo em
Paris/Franca com duas coortes independentes com COVID-19. Corroborando com nossos
resultados, Yatim et al. (2021), evidenciou que o gene SELPLG foi um biomarcador preditivo
de intubagdo para cerca de 80% dos pacientes COVID-19 grave e critica (YATIM et al., 2021).
Semelhantemente, um estudo clinico recente evidenciou que o gene SELPLG foi relacionado
com a producao de armadilhas extras celulares de neutréfilos (NETS) em pacientes com lGpus
eritematoso sistémico (HANATA et al., 2022). Um estudo brasileiro conduzido por Veras et
al. (2020), revelou que as NETs estdo presentes de forma marcante no plasma de pacientes com
COVID-19 grave, qguando comparado a pacientes controles (VERAS et al., 2020). A expressao
aumentada do gene SELPLG em pacientes com COVID-19 parece estar associada com a
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gravidade da doenga.

Investigamos o papel do gene SELPLG na COVID-19 grave, para tanto mensuramos
a proteina PSGL-1 no plasma dos pacientes participantes deste estudo. Demostramos que as
concentracdes da sPSGL-1 foram significativamente maiores em pacientes com COVID-19
grave. Notavelmente, cerca de 67% dos pacientes com desfecho grave apresentaram niveis
plasméticos elevados da PSGL-1, sendo um potencial biomarcador da gravidade para este
grupo. Corroborando com nossos resultados, um estudo clinico conduzido no México por
Fricke-Galindo et al. (2022), avaliou 450 pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 estratificados
em pacientes dependentes de ventilagdo mecanica invasiva e ndo invasiva. Os resultados
evidenciaram que os niveis de PSGL-1 aumentaram significativamente em pacientes com
COVID-19 grave, quando comparado aos pacientes controles/ leves e moderados (FRICKE-
GALINDO et al., 2022). Um estudo in vitro demostrou que mondcitos ativados produzem fator
tecidual rapidamente pela interacdo da P-selectina e seu contrareceptor PSGL-1 (IVANOV et
al., 2019). Em contrapartida, um estudo in vitro com células VERO infectadas com pseudovirus
do SARS-CoV-2 neutralizou a incorporacdo das glicoproteinas spike (S) do SARS-CoV-2
bloqueando a ligacdo do pseudovirus e a infeccdo das células-alvo (HE et al., 2020). Este
achado foi semelhante em dois estudos anteriores, onde a entrada do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) em células alvo foram neutralizadas pela proteina PSGL-1 da célula hospedeira
(FU et al., 2020; LIU et al., 2020). O papel da proteina PSGL-1 em infec¢do vem sendo
investigado a bastante tempo (SAKO et al., 1993). Neste contexto, um estudo clinico anterior
avaliou camundongos sensibilizados e desafiados com poélen que posteriormente,
desenvolveram sinais clinicos compativeis com conjuntivite alérgica humana. Os autores
demostraram que, o grupo de camundongos tratados com sPSGL-1 ndo desenvolveram
hiperinflamacdo ocular, quando comparados ao grupo controle (STRAUSS et al., 1999).
Reafirmando estes resultados, um estudo com camundongos desafios com aerossol ovalbumina
(Ova) que mimetiza a asma humana e hiper-reatividade das vias aereas (AHR) em
camundongos foi desenvolvido por Borchers et al. (2001). Os autores demostraram em seus
resultados que a administracdo de uma forma soltvel de PSGL-1 resultou na reducdo de 80%
dos eosinofilos e 50% de linfocitos no lavado broncoalveolar das vias aéreas no modelo de
hiper-reatividade (AHR) (BORCHERS et al., 2001). Embora, mais estudos sejam necessarios
para esclarecer o papel da proteina sSPSGL-1 na gravidade do COVID-19, nosso estudo
demonstrou que existe uma associacdo da proteina sPSGI-1 e do gene SELPLG na gravidade

da doenca.
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Neste contexto, demostramos com a analise multivariada que o gene SELPLG e a
proteina SPSGL-1 como preditores da gravidade na COVID-19. Nossos resultados corroboram
com estudos anteriores sobre disfuncdo e hiperinflamacdo na patogénese dos resultados da
COVID-19 grave (XU, ILYAS & WENG, 2023; RUHL et al., 2021). O gene SELPLG e a
proteina sSPSGL-1 sdo integrantes fundamentais presentes nos leucocitos, desempenhando
papéis fundamentais na modulacdo das interacdes entre leucocitos e endotélio durante a
inflamacdo. Consequentemente, nossos resultados contribuem para a hipoOtese de que a
disfuncéo endotelial pode contribuir e influenciar significativamente para o desenvolvimento
de casos graves na COVID-19, possivelmente mediando respostas imunes aberrantes e
complicagdes vasculares (NICOSIA et al., 2021). Neste sentido, nossos achados destacam a
importancia de explorar terapias direcionadas para mitigar a disfuncéo e hiperinflamacao como
estratégias potenciais para melhorar o manejo clinico de pacientes com casos graves da COVID-
19.

Para determinar o estado de adesdo dos leucdcitos ao endotélio e provavel envolvimento
com ativacdo da coagulacdo, dosamos os niveis plasmaticos da proteina P-selectina.
Descobrimos que a sP-selectina estava com niveis plasmaticos significativamente maiores em
pacientes com desfecho grave do COVID-19, mas ndo no grupo com desfecho leve. Ademais,
61% dos pacientes com desfecho grave pelo COVID-19 apresentaram aumento da proteina sP-
seletina, sendo um biomarcador da gravidade. Corroborando com nossos achados, Hottz et al.
(2020), conduziu um estudo de coorte no Rio de Janeiro investigando 35 pacientes admitidos
em UTI com COVID-19 grave e pacientes ambulatoriais com sintomas leves e assintomaticos
e controles saudéveis. Como resultado, pacientes com desfecho grave exibiram aumento na
expressdo da P-selectina na superficie das plaquetas (CD63), em relacdo aos outros grupos
investigados (HOTTZ et al. 2020). De forma semelhante, outro estudo brasileiro multicéntrico
demostrou niveis maiores de sP-selectina em pacientes com COVID-19, quando comparado
aos pacientes leves/moderados (DE MORAIS BATISTA et al. 2022). Ainda de acordo com
estes achados, um estudo observacional prospectivo desenvolvido na Franca, avaliou 29
pacientes admitidos em UTI com SDRA por COVID-19 e 9 pacientes com sepse desenvolvida
por outros patdgenos e controles saudaveis. Os autores evidenciaram que pacientes com
COVID-19 grave exibiram niveis significativamente maiores de sP-selectina (CD62P), quando
comparado a pacientes controles (GARCIA et al.,, 2022). Na Turquia pesquisadores
demostraram em estudo de caso-controle que os niveis de sP-selectina foi significativamente

maior em pacientes com COVID-19 grave, quando comparado aos pacientes leves (KARSLI et
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al., 2022). Um estudo de coorte na Franca demostrou que pacientes com COVID-19 grave e
critico apresentaram altos niveis de sP-selectina, além disso os autores relataram que a sP-
selectina apresentou-se como potencial biomarcador para intubacdo (AUC = 0,67) e morte
intra-hospitalar (AUC = 0,74) na gravidade do COVID-19 (YATIM et al., 2022). Outro estudo
clinico de coorte mostrou que a sP-selectina e sE-selectina, estavam significativamente
elevados em pacientes que ndo sobreviveram ao COVID-19, quando comparados aos pacientes
sobreviventes (VASSILIOU et al., 2021). Além disso, 0 SARS-CoV-2 pode infectar plaquetas
e monacitos pela com ACEZ2, ativando de forma intensa monadcitos e plaquetas, essa ativagdo
acontece mediante a proteina spike dependente de plaguetas, interagindo com a P-selectina da
plaqueta - PGSL-1 do mondcito e CD40L/CD40 (LI et al., 2022).

Neste estudo demonstramos que 0s niveis da proteina sP-selectina foi 4 vezes maior,
guando comparado aos niveis da proteina SPSGL-1 em pacientes graves. Um estudo francés
demostrou que os niveis da proteina PSGL-1 aumentaram de forma progressiva em pacientes
com mais de 10 dias com sintomas graves do COVID-19 (FRICKE-GALINDO et al., 2022).
Estudos anteriores demostraram que a molécula de sPSGL-1 mantém suas caracteristicas e
funcBes iguais a PSGL-1 membranar, ou seja, a SPSGL-1 se torna antagonista da PSGL-1 de
membrana competindo para se ligar a P-selectina sollivel (STRAUSS et al., 1999;
AJDUKOVIC, 2015). Neste sentido, possivelmente a forma soltvel da proteina SPSGL-1 possa
bloquear a sP-selectina, mitigando a adesdo exacerbada do endotélio diminuindo a
trominflamacdo. Contudo, novos estudos clinicos sejam necessarios para avaliar e determinar
0 papel da proteina sSPSGL-1 em pacientes com sintomas graves da COVID-19. Além disso,
estes resultados mostraram que, possivelmente existe dano ao endotélio e alteracdo na adesdo
endotélio-plaqueta-leucdécitos, facilitando a tomboinflamacdo, sendo um dos fatores
contribuidor da gravidade em COVID-19.

Nosso estudo apresenta alguns fatores limitantes: primeiro, ndo conseguimos avaliar 0s
parametros bioquimicos dos pacientes envolvidos neste estudo; o segundo fator é que néo
mensuramos a carga viral de cada paciente, por este motivo ndo conseguimos correlacionar os
resultados de prognoéstico desfavoravel com a carga viral nos pacientes avaliados; o terceiro
fator limitante é referente a0 numero de pacientes avaliados neste estudo, ndo conseguimos
mostrar algumas correlacGes entre os parametros hematoldgicos, genes e proteinas solveis
avaliados na referida populacdo; outro fator limitante foi que ndo conseguimos realizar a
dosagem das proteinas no soro do pacientes codificadas pelo genes NOS2 e ITGA-4,

investigados pelo ensaio de RT-gPCR; o tltimo fator é que apesar deste estudo ser caracterizado
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como caso-controle, seria mais adequado o desenvolvimento do estudo de coorte para mensurar
0s marcadores, ndo apenas na admisséo e coleta domiciliar, mas coletar de forma seriada as
amostras com a finalidade de acompanhar o comportamento de cada marcador durante a
infeccdo do COVID-19.
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7 CAPITULO 7 - CONCLUSAO

Compreender os biomarcadores da resposta imunoldgica e sua correlacdo com a
gravidade do COVID-19 € crucial devido a rapida disseminacao e mutabilidade do virus SARS-
COV-2. Os biomarcadores de disfuncédo leucocitéria e disfuncao endotelial investigados neste
estudo apresentaram diferencas significativas para pacientes com desfecho grave da COVID-
19. Nossos achados indicam que homens idosos, pretos e portadores de comorbidades séo grupo
de risco para o desenvolvimento da gravidade na COVID-19. Detectamos uma associagdo do
RNL e RPL como possiveis biomarcadores para 0 COVID-19 grave. Verificamos um aumento
na expressao dos genes SELPLG e ARG1, assim como 0s niveis plasmaticos das proteinas
SPGSL-1 e P-selectina estavam elevadas em pacientes com desfecho grave da COVID-19,
podendo servir como indicadores progndsticos para COVID-19 grave. Embora, mais estudos
sejam necessarios para entender o0 mecanismo que leva a alteracdo dessas proteinas e genes,
contribuindo para o dano endotelial e imunodesregulacdo em infeccBes graves desencadeadas
por SARS-CoV-2. O uso desses biomarcadores para identificar pacientes de alto risco pode

melhorar 0 manejo, o progndstico de pacientes com COVID-19 grave e 0s servigos de saude.
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Apéndice 1. Ficha Clinica utilizada no estudo

FICHA CLINICA

N® Aplicado por: Data da coleta: 1) !

IDENTIFICACAO

MNome:

Mome da mie:

Endereco:

Bairro: Cidade:

CEP: Estado:

Telefone: Profissio:
MNaturalidade:

Data de Nascimento: / !

rVAR[AVE[S SOCIOECONOMICAS E SOCIODEMOGRAFICAS

1 Idade: 2 Sexo: () Masculino (1) Feminino

3 Raca/Cor (autorreferida): (0) Amarelo (1) Branco (2) Preto (3) Pardo

4 Escolaridade: (0) Pos-graduacio (1) Ens. superior completo (2) Ens. superior incompleto
(3) 27 grau completo (4) 2° grau incompleto (5) Ens. fundamental completo (6) Ens. fundamental
incompleto (7) Analfabeto

5 Anos de estudos:

6 Ocupacio atual: (0) Desempregado (1) Empregado (2) Aposentado (3) Autdnomo (4) Nao
trabalha (5) Outro. Qual?
7 Se empregado(a), qual a ocupaciio atual:

8 Possui renda préopria? (0) Sim (1) Nio.

9 Renda familiar em salirios minimos: (0) 1 (2)<1 (3)l1laz2 (4) 3 ou mais

10 Nimere de moradores em sua residéncia:

11 Estado civil: (0) Solteiro (1) Casado (2) Vidvo (3) Divorciado (4) Unido estavel

| VARIAVEIS DE ESTILO DE VIDA |

12 E fumante? (0) Nio (1) Sim. (2) Ex-fumante.

13 Em caso positive, ha quanto tempo? . E qual a quantidade de
cigarros/dia?

14 Se ex-fumante, por quanto tempo fumou? E hid quanto tempo parou de
fumar?

15 Consumo de bebida alcodlica: (0) Nio (1) Sim (2) Ja consumi
Tipo de bebida: . Tempo de consumo (em anos):

16 Priatica de atividade fisica: (0) Nio (1) Sim 17 Em caso positivo, gqual tipo de atividade?

. E gqual frequéncia/semana? .
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VARIAVEIS DE CONDICAO DE SAUDE

21 Temp.: (0) = 37,5°C (1) =37,5°C =< 39°C

18 Tosse seca: (0) Nao (1) Sim (2) > 39°C
19 Tosse produtiva: (0) Nio (1) Sim 22 Febre: (0) Nio (1) Sim
20 Dispneia: (0) Ndo (1) Sim 23 Mialgia ou fadiga: (0) Nio (1) Sim

24 Hipertensfo arterial? (0) Nio (1) Sim. Medicagio:
25 Diabetes? (0) Nio (1) Sim. Tipo: - Medicacio:
26 Doenca renal? (0) Nio (1) Sim. Qual? . Medicacio:

27 Doenca cardiovascular? (0) Nio (1) Sim Medicacdo:
28 Doenca hepatica? () Nio (1) Sim Medicacio:
29 Sindrome do ovirio policistico? (0) Nao (1) Sim

30 Doenca Pulmonar (asmaftuberculose/bronguite/pnenmonia/enfisema/DPOC)? (0) Nio (1)
Sim Qual? - Medicacio:

31 Alergia? (0) Nao (1) Sim. Qual?
32 Obesidade? (0) Nido (1) Sim

33 Doenca autoimune? (0) Nao (1) Sim Qual?

34 Neoplasia maligna (cincer)? (0) Nao (1) Sim Qual?

35 Doenca neuroligica (Alzheimer, Parkinson, Epilepsia, Deméncia, etc.)? (0) Nao (1) Sim
Qual?
36 Doenca hematoligica? (0) Nio (1) Sim Qual?

37 Possui alguma outra doenca ndo citada anteriormente? (0) Nio (1) Sim  Qual?

37 Usa algum outro tipo de medicamento nio citado anteriormente? (0) Nao (1) Sim Qual(s)?

OBSERVACOES

Método diagndstico:
Inicio dos sintomas:

Outros sintomas:
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Riscos e Beneficios" foram retiradas das Informac¢des Bésicas da Pesquisa, arquivo
“PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1536737.pdf”, gerado na Plataforma Brasil em
08/04/2020. As demais informacdes foram retiradas do Projeto Detalhado, arquivo “ProjetoCompleto.pdf’ de
07/04/2020.

INTRODUCAO

Em 11 de marco de 2020, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou a situagdo epidemiolégica da
COVID-19 como Pandemia apéds o surgimento dos primeiros casos em dezembro na China e expansao de
novos casos no. Diante da atual pandemia e da incerteza sobre o impacto das respostas imunes individuais
na gravidade das infec¢cbes por CoV do tipo SARS, forma-se uma rede de colaboragéo entre grupos de
pesquisadores brasileiros e, especificamente, aqueles atuantes na Imunologia, com a necessidade de
colaboracédo de grupos da Bahia, visto que o numero de casos na regido aumenta progressivamente.O
Brasil apresenta uma curva crescente de casos e medidas de restricdo de circulagdo de pessoas e de
precaucao sédo fundamentais para a contengéo da transmissédo do virus SARS-CoV-2. Na Bahia, o municipio
de Salvador é classificado como “transmissdo comunitaria” e, entre 12/03/2020 e 04/04/2020, foram
confirmados 183 casos da COVID-19 de residentes de Salvador. O prognéstico da infec¢éo por SARS-CoV-
2 pode
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variar a depender da populacao acometida, visto que alguns haplétipos HLA supostamente conferiram
resisténcia ao SARS-CoV- 1 na China (RAOULT et al., 2020). Portanto, torna-se fundamental estudar a
resposta imune na populacéo da Bahia e desenvolver ferramentas adequadas para a resolugdo dos casos
graves nesta populagdo.Do ponto de vista imunolégico, a discrepancia entre a gravidade dos casos
observados na China e os que ocorrem fora da China pode ser resultado da exposicdo comunitaria prévia a
ndo-SARS-CoVs e seus epitopos antigénicos, levando a potencializacdo dependente de anticorpos
(antibody-dependent enhancement) do SARS-CoV-2. Tal potencializacado pode provocar inflamacao
sustentada, linfopenia e / ou tempestade de citocinas, que foram observadas nos casos graves. I1sso pode
explicar as discrepancias geogréficas de casos graves. E torna ainda mais justificavel investir em estudos e
tecnologias aplicaveis a cada populacdo, bem como em prevencdao, diagndstico e tratamento adequados. A
imunidade contra a infec¢éo ou também padrdes de semi-imunidade (capacidade do sistema imunolégico de
evitar infecgBes graves) podem ser devido a respostas imunes celulares e ndo humorais. Dessa forma, é
imprescindivel obter-se um perfil de moléculas inflamatérias de cada populacao e, a partir desse resultado,
torna-se viavel o planejamento da terapia farmacoldgica adequada para cada populacdo, bem como estudos
de aplicacdo de farmacos ja disponiveis. Além disso, o padrdao de marcadores obtidos viabilizara a producéo
de testes para definir o progndstico da infeccéo.

HIPOTESE

Espera-se com este estudo a determinacédo da expressdo de genes relacionados a vias moleculares e a
resposta imune que possam estar associadas as formas graves da doenca causada pelo virus SARS-CoV-
2, bem como a determina¢éo de epitopos promissores, reconhecidos em casos graves da COVID-19. Sendo
assim, obtencdo desse padréo de assinatura poderd fornecer subsidios para o diagnéstico, progndstico e
terapéutica da doenca.

METODOLOGIA

Individuos com o diagnéstico positivo para a infeccao por SARS-CoV-2 serdo agrupados de acordo com a
gravidade da doenca. Aqueles com a forma leve compordo o grupo caso e os considerados com a forma
grave compordo o grupo controle. Amostras de secrecdo de nasofaringe e orofaringe de sangue serao
coletadas para o diagndstico da infeccao pelo virus, avaliagdo da expressao génica e imunofenotipagem. A
andlise da expressédo génica seré feita pela técnica do arranjo de PCR em tempo real (RT2 gPCR ARRAY),
utilizando 84 genes envolvidos com respostas antivirais. A imunofenotipagem para determinacdo das
expressdes de mondcitos e subpopulagbes de
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linfocitos, quantificacdo das imunoglobulinas IgM e IgG e das citocinas interferon gamma (IFN-), fator de
necrose tumoral (TNF) e interleucina do tipo 2 (IL-2) ser& realizada por citometria de fluxo. As tendéncias de
assinatura molecular ser@o observadas com um mapa de calor e os célculos de diferenca de expresséo
serdo feitos com base no Ct. As comparacgdes entre os grupos seréo feitas com o teste T de Student ou o
teste Mann-Whitney, a depender da distribuicdo dos dados. Em seguida, seré realizada a identificacdo de
epitopos candidatos para fabricacdo de vacina adequada para a populacdo e marcadores para diagndostico
de casos graves, utilizando um método de microarranjo protedmico especifico para SARS-CoV-2. Para o
calculo do tamanho da amostra, considerou-se uma exposi¢cao (aumento na expressdo génica de
marcadores de resposta antiviral) de 50% entre os controles, 75% entre os controles. Assim, com nivel de
confianca (bicaudal) de 95% e poder de 80%, nhuma proporcdo de 1:1, serdo avaliados 58 individuos em
cada grupo.

METODO:

- diagnostico da covid-19

- coleta de secrec¢do de nasofaringe e orofaringe

- coleta de sangue - extragdo de rna e sintese de cdna

- técnica do arranjo de pcr em tempo real (rt2 gpcr array)

- imunofenotipagem para determinacao da expressao de células imunoldgicas e imunoglobulinas

- avaliacéo do perfil de citocinas

- analise dos dados

- mapeamento de epitopos de sars-cov2 para producao de vacinas e para o diagnéstico

CRITERIOS DE INCLUSAO

a) Individuos com idade maior ou igual a 18 anos

b) Diagndéstico laboratorial de infeccao ativa por SARS-Cov-19 durante avaliacdo ambulatorial ou
hospitalizagéo

CRITERIOS DE EXCLUSAO
b)Doenca autoimune em atividade
c)Neoplasia maligna em tratamento

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO:
Caracterizar o perfil de expressao génica e o imunofenétipo associado a gravidade de COVID-19,
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bem como identificar epitopos de SARS-CoV-2 reconhecidos pela resposta imune humoral na populagdo em
estudo.

OBJETIVO SECUNDARIO:

* Identificar os genes expressos diferencialmente comparados com a forma leve da doencga.

« Classificar o perfil de expressédo de macrdfagos e mondécitos na infeccdo de SARS-CoV- 2 associando aos
graus de evolugéo da doenga;

« Caracterizar distribuicdo de subpopulacdes de linfécitos e padrédo de expressao das proteinas de superficie
celular;

« Avaliar quantificacdo de anticorpos IgM e IgG especificos contra proteinas do SARSCoV- 2 associando-0s
ao tempo de infeccao e condicao clinica do paciente;

* Determinar perfil de citocinas IL-2, IFN-y e TNF-alfa.

« Identificar epitopos de SARS-CoV-2 reconhecidos pela resposta imune humoral (IgM e IgG) na populacdo
da Babhia.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Os procedimentos de avaliacao clinica e laboratorial fazem parte do atendimento padrdo ao qual os
participantes sdo submetidos mesmo sem a participagdo na pesquisa. Segundo as recomendacdes da
sociedade brasileira de patologia clinica / medicina laboratorial para coleta de sangue venoso, as
complicagdes mais comuns decorrentes da coleta sdo a formag&do de hematoma, puncédo acidental de uma
artéria, anemia iatrogénica, infec¢do, lesdo nervosa e dor; as quais sdo minimizadas através da capacitacéo
e treinamento do flebotomista.

Os profissionais de saude estédo capacitados para contorna-las caso ocorram, como descrito a seguir. Tais
complicacdes estao explicitas no TCLE. A puncéo acidental de uma artéria, a anemia iatrogénica e a lesao
nervosa sdo evitadas quando o flebotomista esta capacitado e ndo devem ocorrer. Se houver a puncéo
acidental de uma artéria, a hemostasia sera realizada pelo profissional. Caso ocorram a anemia iatrogénica
e a lesdo nervosa, o participante estard em atendimento médico e terd suporte ao tratamento. Formacao de
hematoma e dor podem ocorrer e precisam ser acompanhados pelo médico para 0 manejo com compressas
geladas e analgésicos e para observacao da evolucao do quadro. A infec¢éo precisa ser evitada através das
medidas de biosseguranca: antissepsia do local da puncéo com gaze estéril embebida em alcool 70%, uso
de agulha estéril e descartavel, adaptador de agulha estéril, uso de EPI pelo profissional e desinfeccéo
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das superficies de trabalho com alcool 70%. Caso ocorra uma infecgdo, o pesquisador responsavel ira,
imediatamente, levar o participante para o atendimento médico e dar suporte ao tratamento. Algum
individuo, devido a presenca de disturbio de coagulagédo nédo diagnosticado, pode apresentar hemorragia
apos a pungédo venosa. Apos os procedimentos emergenciais de hemostasia realizados pelo profissional da
saude em atendimento, sera ativado o protocolo de emergéncia preconizado pelo sistema Gnico de saude,
acompanhado integralmente pela pesquisadora responsavel. O participante da pesquisa tem o direito a
assisténcia integral gratuita, pelo tempo que for necessario, garantido pela pesquisadora responsavel. O
voluntario, devido a ansiedade e medo, pode apresentar agravos a saude que requeiram condutas
emergenciais - manobras basicas do Suporte Basico de Vida (SBV). A ansiedade e o0 medo podem
deflagrar, principalmente: sincope, crise hipertensiva, angina, infarto do miocéardio, hipoglicemia, convulsao,
epilepsia e acidente vascular cerebral. Esses agravos devem ser prevenidos observando-se o0s principais
sinais e sintomas de ansiedade e medo para que possam ser controlados: palidez, sudorese, maos e pés
frios ou suados, respiracdo ofegante, boca seca, dor ou aperto no peito, taquicardia, falta de ar, tremores
nas maos ou outras partes do corpo, sensa¢éo de fragueza ou cansaco e nausea. O participante recebera o
suporte retrocitado da pesquisadora responsavel e de sua equipe. Caso ocorram 0s danos a saude do
participante proporcionados pela pesquisa anteriormente citados ou algum dano fisico / emocional nao
previsto, os pesquisadores fardo os encaminhamentos necessarios, sem nenhum custo para o participante,
e a pesquisa sera suspensa com notificagdo aos CEP responsaveis. O participante da pesquisa tem o direito
a assisténcia integral gratuita, devido a danos diretos/ indiretos e imediatos/ tardios, pelo tempo que for
necessario, garantido pela pesquisadora responsavel (Itens 11.3.1 e 11.3.2, da Resolucdo CNS n° 466 de
2012).

BENEFICIOS
O participante da pesquisa ndo receberd nenhum tipo de beneficio material, mas contribuira para
proporcionar conhecimento cientifico a coletividade.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudo do tipo observacional CASO-CONTROLE para caracterizar expressao génica e imunofenotipica, em
116 Individuos, divididos em 2 grupos, que apresentarem a forma grave da COVID-19 (grupo CASO) e
individuos com a forma leve da doenca (grupo CONTROLE).

Participardo os seguintes centros de pesquisa no Brasil:

- Laboratorio de Imunologia e Biologia Molecular

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

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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- Emec Empreendimentos Médico Cirurgicos Ltda

- Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia UFBA
- Bahia Secretaria de Saude do Estado

- Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos - HUPES

Nao havera armazenamento de amostras.
Orcamento proprio: R$168.350,94

Previsao de inicio do estudo: abril/2020
Previsado de encerramento do estudo: abril/2021

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Vide campo "Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes".

Recomendagdes:
Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes".

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Trata-se de andlise de respostas ao parecer pendente n° 3.987.979 emitido pela Conep em 24/04/2020:

1. Quanto ao orgcamento do estudo, solicita-se esclarecimento quanto ao responsavel pelo patrocinio do
estudo, se sera financiamento préprio ou ndo. Caso o patrocinio tenha outra fonte que nédo o pesquisador,
sera necessario adequar os documentos para constar o nome e 0s dados da pessoa juridica/fisica
responsavel pelo patrocinio, além de se apresentar nova Folha de Rosto e adequagdo do documento PB
Informac6es Basicas.

RESPOSTA: No projeto Detalhado, no item orgcamento do estudo, foi inserido esclarecimento quanto ao
responsavel pelo patrocinio do estudo, o qual tera financiamento préprio.

ANALISE: Pendéncia atendida.

2 . No documento PB Informac¢8es Basicas intitulado

“PB_INFORMACOES_ BASICAS_DO_PROJETO_1536737.pdf” gerado em 08/04/2020, quanto ao item
“orcamento financeiro”, solicita-se que seja apresentado orcamento financeiro mais detalhado, que
especifique TODOS os recursos, fontes e destinagcdo (Norma Operacional CNS n° 001 de 2013,

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

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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item 3.3.e).
RESPOSTA: o “orcamento financeiro” foi detalhado na plataforma como solicitado.
ANALISE: Pendéncia atendida.

3. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, arquivo “TCLE.pdf”, postado na
Plataforma Brasil em 07/04/2020, solicita-se esclarecimento se havera armazenamento de amostras. Caso
afirmativo, solicita-se adequacéo do protocolo de pesquisa conforme disposto na Resolu¢do CNS n° 441 de
2011 e na Portaria MS n° 2201 de 2011. Solicita-se, ainda, especificar por quanto tempo as amostras serdo
armazenadas (se for o caso) ap6s o término do estudo e o destino das amostras apds o periodo de
armazenamento.

RESPOSTA: No TCLE, foi inserido esclarecimento quanto ao armazenamento de amostras “Todo o material
coletado (amostras) sera descartado apds o término da pesquisa (ndo serd armazenado).”

ANALISE: Pendéncia atendida.

Consideragdes Finais a critério da CONEP:

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

Situacéo: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 25/04/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1536737.pdf 11:35:57
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 25/04/2020 | Soraya Castro Aceito
Assentimento / 11:14:50 |Trindade
Justificativa de
Auséncia
Outros CartaResposta.pdf 25/04/2020 | Soraya Castro Aceito

11:06:08 | Trindade
Projeto Detalhado / | Projetodetalhado.pdf 25/04/2020 |Soraya Castro Aceito
Brochura 11:04:05 |Trindade
Investigador
Declaracéo de HGCA.pdf 25/04/2020 |Soraya Castro Aceito

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

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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Instituicdo e HGCA.pdf 11:01:51 |Trindade Aceito

Infraestrutura

Declaracéo de EMEC.pdf 25/04/2020 | Soraya Castro Aceito

Instituicdo e 11:01:26 |Trindade

Infraestrutura

Declaracao de PauloCarvalhoFilho.pdf 08/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 11:23:19 | Trindade

Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinada.pdf 08/04/2020 | Soraya Castro Aceito
11:16:42 | Trindade

Declaracéo de VascoAzevedo.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 16:05:27 | Trindade

Declaracéo de TaianeGondim.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 16:05:07 | Trindade

Declaracéo de SorayaTrindade.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 16:04:11 | Trindade

Declaracéo de RobertoMeyer.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 16:03:14 | Trindade

Declaracao de RicardoFigueiredo.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 16:02:50 | Trindade

Declaracéo de RebecaSantos.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 16:01:59 | Trindade

Declaracéo de IsaacGomesFilho.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 16:01:21 | Trindade

Declaracéo de GubioCampos.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 16:00:57 | Trindade

Declaracéo de GisellePinto.pdf 07/04/2020 | Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 15:59:56 | Trindade

Declaracéo de EllenSantosLima.PDF 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 15:59:29 | Trindade

Declaracao de AlexTorres.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Pesquisadores 15:56:42 | Trindade

Declaracéo de HUPES. pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Instituicdo e 15:55:26 | Trindade

Infraestrutura

Declaracéo de NUPPIIM.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Instituicdo e 15:55:04 |Trindade

Infraestrutura

Declaracéo de LABIMUNO.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Instituicdo e 15:54:43 | Trindade

Infraestrutura

Declaracéo de UEFS.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Instituicdo e 15:54:19 | Trindade

Infraestrutura

Declaracéo de UFBA.pdf 07/04/2020 |Soraya Castro Aceito

Instituicdo e 15:53:58 | Trindade

Infraestrutura

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

Bairro: Asa Norte
UF: DF
Telefone: (61)3315-5877

Municipio: BRASILIA

conep@saude.gov.br
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Situacao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 07 de Maio de 2020

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))

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

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DA ASSINATURA MOLECULAR PARA A DETERMINAGCAO DE
GRAVIDADE DA DOENCA DO CORONAVIRUS 2019 (COVID-19)

Pesquisador: Soraya Castro Trindade

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 30764720.1.3001.5662

Instituicdo Proponente: Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.040.329

Apresentacéo do Projeto:
Este Comité de Etica em Pesquisa considera o presente protocolo de pesquisa APROVADO de acordo com
0 parecer consubstanciado numero 4.014.165 emitido pela CONEP em 7 de maio de 2020.

Objetivo da Pesquisa:
Este Comité de Etica em Pesquisa considera o presente protocolo de pesquisa APROVADO de acordo com
o0 parecer consubstanciado numero 4.014.165 emitido pela CONEP em 7 de maio de 2020.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Este Comité de Etica em Pesquisa considera o presente protocolo de pesquisa APROVADO de acordo com
0 parecer consubstanciado numero 4.014.165 emitido pela CONEP em 7 de maio de 2020.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Este Comité de Etica em Pesquisa considera o presente protocolo de pesquisa APROVADO de acordo com
o0 parecer consubstanciado niumero 4.014.165 emitido pela CONEP em 7 de maio de 2020.

Endereco: Miguel Calmon

Bairro: Vale do Canela CEP: 40.110-902
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8951 E-mail: cepics@ufba.br
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Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:

Este Comité de Etica em Pesquisa considera o presente protocolo de pesquisa APROVADO de acordo com

o0 parecer consubstanciado numero 4.014.165 emitido pela CONEP em 7 de maio de 2020.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Este Comité de Etica em Pesquisa considera o presente protocolo de pesquisa APROVADO de acordo com

0 parecer consubstanciado numero 4.014.165 emitido pela CONEP em 7 de maio de 2020.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este Comité de Etica em Pesquisa considera o presente protocolo de pesquisa APROVADO de acordo com

o0 parecer consubstanciado niumero 4.014.165 emitido pela CONEP em 7 de maio de 2020.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 25/04/2020 | Soraya Castro Aceito
Assentimento / 11:14:50 |Trindade
Justificativa de
Auséncia
Outros CartaResposta.pdf 25/04/2020 | Soraya Castro Aceito

11:06:08 | Trindade
Projeto Detalhado / | Projetodetalhado.pdf 25/04/2020 |Soraya Castro Aceito
Brochura 11:04:05 |Trindade
Investigador
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
Endereco: Miguel Calmon
Bairro: Vale do Canela CEP: 40.110-902
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8951 E-mail: cepics@ufba.br
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SALVADOR, 21 de Maio de 2020

Assinado por:
DANIEL DOMINGUEZ FERRAZ

(Coordenador(a))
Endereco: Miguel Calmon
Bairro: Vale do Canela CEP: 40.110-902
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8951 E-mail: cepics@ufba.br
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