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RESUMO

A tempestade de citocinas esta sendo considerada como um dos principais
mecanismos que contribuem para a lesdo pulmonar aguda e o desenvolvimento da
COVID-19. Diante do papel fundamental que as citocinas parecem desempenhar na
fisiopatologia da COVID-19, torna-se essencial analisar e compreender melhor os
fatores subjacentes que influenciam no agravamento da doenca. Neste contexto, o
estudo visou analisar os perfis das citocinas inflamatérias e anti-inflamatorias e a
gravidade da sindrome respiratéria aguda grave (SRAG) por COVID-19. Trata-se de
um estudo analitico, de natureza quantitativa, observacional retrospectivo, envolvendo
167 pacientes que estiveram internados em Unidade de Terapia Intensiva do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, apresentando SRAG por
COVID-19. Os dados referentes as informacgfes sociodemograficas e clinicas foram
coletados através dos prontudrios dos pacientes e tabulados em uma planilha. Os
dados laboratoriais foram obtidos através pesquisa realizada no setor de Imunologia
do Instituto Aggeu Magalhdes — Fundacao Fiocruz e, posteriormente, inseridos e
tabulados juntamente com os dados obtidos anteriormente. As citocinas IFN-Y, IL-10
e IL-6 se apresentaram elevadas no momento da admissao na UTI. Os niveis séricos
das citocinas IL-10 e IL-6 permaneceram elevados para ambos os momentos, com
associacao significativa ao desfecho 6bito. Ainda, houve relacéo destas citocinas com
o grau de comprometimento pulmonar, necessidade de ventilacdo mecanica e tempo
de internacdo hospitalar. Houve relacdo significativa entre indices elevados das
citocinas inflamatérias e anti-inflamatorias com a gravidade da SRAG, especialmente

em relacdo aos niveis de IL-6 e IL-10.

Palavras-chave: citocinas; COVID-19; SARS-CoV-2; sindrome respiratéria aguda

grave; mortalidade.



ABSTRACT

Cytokine storm is being considered as one of the main mechanisms contributing to
acute lung injury and the development of COVID-19. In view of the fundamental role
that cytokines seem to play in the pathophysiology of COVID-19, it is essential to
analyze and better understand the underlying factors that influence the worsening of
the disease. In this context, the study aimed to analyze the profiles of inflammatory
and anti-inflammatory cytokines and the severity of severe acute respiratory syndrome
(SARI) due to COVID-19. This is a analytical, quantitative, retrospective observational
study, involving 167 patients who were admitted to the Intensive Care Unit of the
Hospital das Clinicas of the Federal University of Pernambuco, presenting SARS due
to COVID-19. Data referring to sociodemographic and clinical information were
collected from patients’ medical records and tabulated in a spreadsheet. Laboratory
data were obtained through research carried out in the Immunology sector of the
Instituto Aggeu Magalhdes — Fundacgao Fiocruz and, subsequently, entered and
tabulated together with the data obtained previously. Cytokines IFN-Y, IL-10 and IL-6
were elevated upon admission to the ICU. Serum levels of IL-10 and IL-6 cytokines
remained high for both moments, with a significant association with the outcome of
death. Furthermore, there was a relationship between these cytokines and the degree
of pulmonary impairment, need for mechanical ventilation and length of hospital stay.
There was a significant relationship between elevated levels of inflammatory and anti-
inflammatory cytokines and SARS severity, especially in relation to IL-6 and IL-10

levels.

Keywords: cytokines; COVID-19; SARS-CoV-2; severe acute respiratory syndrome;
mortality.
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1 INTRODUCAO

Relatada pela primeira vez em novembro de 2019, a Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SRAG), doenca causada pelo novo coronavirus, denominado SARS-
CoV-2, resultou numa emergéncia de saude publica de interesse internacional (OMS,
2020).

Esta evoluiu como a pandemia mais relevante da historia moderna, causando
0 colapso dos sistemas de saude de todo o mundo, contabilizando mais de 762
milhdes de casos confirmados e mais de 6,8 milhdes de mortes relatadas globalmente
até abril de 2023 (OMS, 2023).

A pandemia estabelecida em escala global gerou véarios impactos e
repercussdes, além dos de ordem biomédica e epidemioldgica, evidenciando
consequéncias sociais, econémicas, politicas, culturais e historicas. Neste contexto, o
Brasil € um dos paises mais afetados. Até o abril de 2023, havia 37.319.254 milhdes
de casos confirmados e cerca de 700.556 mil mortes pela doenca no pais (MUSTAFA,
2022; MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

Os pulm®es séo os principais 6rgaos alvo atingidos pelo SARS-CoV-2. O tecido
pulmonar obtido post mortem de pacientes que tiveram COVID-19 revelou edema
alveolar extenso, exsudato proteico, deposicdo de fibrina e infiltrado de células
imunologicas. Semelhante a outras infec¢cdes virais, como na SRAG e na Sindrome
Respiratéria do Oriente Médio (MERS), a tempestade de citocinas tem sido
considerada como um dos principais mecanismos que contribuem para a lesao
pulmonar aguda e o desenvolvimento da doenca (CHEN et al., 2020).

Os pacientes com COVID-19 podem evoluir para quadro clinico grave, podendo
apresentar insuficiéncia respiratéria, choque séptico e/ou disfuncdo de multiplos
orgdos, com necessidade de oxigénio suplementar e até ventilacio mecanica
prolongada. Estes pacientes desenvolvem uma notavel resposta inflamatéria, com
importante comprometimento vascular e, consequentemente, possiveis alterages
cardiacas e insuficiéncia hepatica e renal, que podem contribuir para piora da
capacidade fisica e funcional (COVID-ICU GROUP ON BEHALF OF THE REVA
NETWORK AND THE COVID-ICU INVESTIGATORS, 2021).

A maioria dos doentes infectados com SARS-CoV-2 tem uma contagem
sanguinea de leucdcitos normal ou reduzida e linfocitopenia. De acordo com um

estudo de coorte prospectivo com 709 pacientes internados com diagndstico
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confirmado de COVID-19 e apresentacdo moderada ou grave da doenca, 0s pacientes
com COVID-19 tiveram um aumento na contagem absoluta de leucdcitos e uma
reducdo dos linfécitos a partir dos pacientes classificados como moderados
(BARBOSA et al., 2023). Aqueles com a forma grave da doencga, mostraram niveis
significantemente elevados de neutrofilos, D-dimero e uréia no sangue, com
diminuicao continua de linfocitos (COSTELA-RUIZ et al., 2020).

Diante do papel fundamental que as citocinas parecem desempenhar na
fisiopatologia da COVID-19, torna-se essencial analisar e compreender melhor os
fatores subjacentes que influenciam no desenvolvimento da doenca para que, com
isso, possamos desenvolver métodos mais eficazes de controle e tratamento desta

enfermidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a associacéo das respostas Thl (Interferon Gama, Fator de Necrose
Tumoral Alfa e Interleucina 2) e Th2 (Interleucina 4, Interleucina 6 e Interleucina 10)
através do perfil das citocinas e a gravidade da SRAG por SARS-CoV-2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a resposta Thl (Interferon Gama, Fator de Necrose Tumoral Alfa e
Interleucina 2) e Th2 (Interleucina 4, Interleucina 6 e Interleucina 10) através do
perfil das citocinas inflamatorias e anti-inflamatérias na fase aguda da SRAG por
SARS-CoV-2 de pacientes internados numa unidade de terapia intensiva (UTI);

e Descrever a gravidade da SRAG por SARS-CoV-2 de acordo com o tempo de
ventilacdo mecanica (VM) e a relagcdo PaO2/FiOz;

e Avaliar arelacdo entre a resposta Th1l (Interferon Gama, Fator de Necrose Tumoral
Alfa e Interleucina 2) e Th2 (Interleucina 4, Interleucina 6 e Interleucina 10), através
do perfil das citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias e comprometimento
pulmonar, através da relacdo PaO2/FiOz;

e Avaliar a associacdo entre a resposta Thl (Interferon Gama, Fator de Necrose
Tumoral Alfa e Interleucina 2) e Th2 (Interleucina 4, Interleucina 6 e Interleucina
10), através do perfil das citocinas inflamatorias e anti-inflamatérias, e o tempo de
VM, tempo de permanéncia na UTI tempo de internagdo hospitalar e morte em 30
dias.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

O SARS-CoV-2 é responsavel pela doenca de COVID-19 e se associa
principalmente a apresentacdes assintomaticas e leves, mas pode progredir, nos
piores casos, para pneumonia grave, levando a SRAG, com consequente
necessidade de admisséo na UTI (COVID-ICU GROUP ON BEHALF OF THE REVA
NETWORK AND THE COVID-ICU INVESTIGATORS, 2021).

Além da resposta inflamatoria sistémica, pode ocorrer uma inflamacéo
pulmonar vigorosa e, possivelmente, ocasionar uma sindrome do desconforto
respiratorio de dificil tratamento. Um possivel mecanismo, seria o virus utilizar a
enzima conversora de angiotensina 2 (ACE 2) como receptor para entrar nas células
e perpetuar seu ciclo de vida viral. Tendo em vista que as células epiteliais bronquicas
humanas e os pneumacitos secretam ACE 2, a infeccdo dessas células desencadeia
mecanismos moleculares de defesa (morte celular e apoptose), juntamente com o
recrutamento do sistema imunolégico (NUNNARI et al., 2020).

A ACE 2 estd presente em praticamente todos os tecidos, com expressao
relativamente maior em células epiteliais respiratorias, células alveolares tipo | e II,
cavidade oral, rins, testiculos e intestinos (TOLOUIAN et al., 2020). Essa € a primeira
via de identificacdo de entrada viral, mediada pela ACE 2, e esta representada em
diversos 6rgdos humanos como rins, coracdo, pulmdes, intestino delgado, tireoide,
testiculos, e tecido adiposo (NI et al., 2020). Para entrar na célula alvo, o SARS-CoV,
se liga a ACE 2 por meio de sua glicoproteina de pico (proteina Spike), expressa em
seu envelope. Por meio da proteina Spike o virus invade a célula, injetando seu acido
nucleico (RNA) e a partir desse momento, ela deixa de trabalhar para sua
sobrevivéncia, passando a multiplicar as fitas de RNA e produzir as proteinas virais
(TOLOUIAN et al., 2020).

A ACE 2 tem a fungdo de converter a angiotensina Il (vasoconstritor) em
angiotensina 1-7 (vasodilatador), diminuindo, assim, a presséao arterial. Outra funcéo
dessa enzima é diminuir os niveis de bradicinina (BK), afetando assim o sistema
renina angiotensina (RAS) e sistema calicreina-cinina (KKS). Portanto, o equilibrio
entre ACE2 e BK pode afetar doengas vasculares, considerando que a atividade
vasodilatadora e permeabilizadora da BK facilita a migracédo dos leucocitos para o
tecido afetado, aumentando processos inflamatoérios sistémicos (JIA, 2016).

A BK é um importante peptideo pré-inflamatério no sistema KKS e um membro
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essencial dos vasodilatadores (prostaglandinas, cininas e 6xido nitrico) que atua como
horménio tecidual para regular o fluxo sanguineo regional. Os papéis fisiolégicos da
bradicinina incluem, portanto, propagacdo de processos inflamatorios, relaxamento
vascular e interacdo com estruturas neurais regionais. Niveis elevados de mediadores
inflamatorios através da ativacdo do sistema BK podem aumentar o risco de
permeabilidade capilar, SRAG e faléncia de multiplos 6rgéos (TOLOUIAN et al., 2020).

Neste contexto, o efeito da COVID-19 pode abranger desde doenca
assintomatica até infeccdo critica. As taxas de mortalidade sofrem influéncia do
envelhecimento e da presenca de comorbidades como obesidade, diabetes,
problemas cardiovasculares, cancer e hipertensdo (CASTELLI, CIMINI e FERRI,
2020). Os pacientes idosos com COVID-19 podem apresentar comorbidades com
maior frequéncia, como distlrbios cardiovasculares, diabetes ou hipertensédo, que
podem piorar o curso da doenca (BINDOLI et al., 2020).

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 ¢é caracterizada por alta mortalidade,
principalmente nos idosos e frageis, podendo ser quatro vezes maior em pessoas de
35a 39 anos e 570 vezes maior em pessoas de 85 anos ou mais, quando relacionado
a grupo de idade entre 18 e 30 anos. Nessa populacdo idosa, a capacidade de
formar nova memoria imunolégica é reduzida e, portanto, sdo mais suscetiveis a
infeccbes devido a uma resposta imunoldgica prejudicada e fraca (WIERSINGA et al.,
2020).

Embora a maioria dos individuos com COVID-19 desenvolva apenas a forma
leve da doenca, alguns pacientes evoluem para formas mais graves e desenvolvem
complicaces como SRAG, eventos tromboembdlicos, hiperinflamacdo e faléncia
multipla de érgaos (CHEN et al., 2020).

O principal fator responsavel pela SRAG é a chamada “tempestade de
citocinas”, que é uma resposta anormal do sistema imunologico do hospedeiro,
ocorrendo uma liberagdo exagerada de citocinas/quimocinas pré-inflamatorias
(CASTELLI, CIMINI e FERRI, 2020).

Os fendtipos da COVID-19 podem ser identificados como: “leve”, “grave” e
“critico” (BINDOLI et al., 2020). O que é fundamental para determinar a gravidade da
doenca é a quantidade de citocinas liberadas ap0s a resposta imune do hospedeiro
ao SARS-CoV-2, que pode variar de um “chuvisco” de citocinas (COVID-19 leve) ou
uma “tempestade” (COVID-19 grave) para um “furacao” (COVID-19 critica) (Figura 1).

Portanto, a tempestade de citocinas pode estar relacionada com a intensidade das
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manifestacfes sintomaticas do paciente, associada a outros fatores, como idade
avancada, condicOes pré-existentes e resposta imunologica individual (BAQI, NAZ e
SAYEED, 2021). Nesse contexto, estudos também demonstraram uma ligagédo entre
a resposta imune do hospedeiro e a gravidade da doenca (BRODIN, 2021).

Figura 1 — Diferentes apresentacdes clinicas de gravidade da doenca para COVID-19.
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Fonte: Bindoli et al., 2020
Legendas: (a) Resposta imunolégica normal contra infeccao viral. (b) A sindrome de liberagao
de citocinas. (c) Os pacientes criticos apresentam um fen6tipo semelhante a uma linfohistiocitose
hemofagocitica secundaria, produzindo grandes quantidades de mediadores pré-inflamatérios que
levam a manifestagBes com risco de vida e faléncia de multiplos 6rgdos. SRC: sindrome de liberagéo
de citocinas; HLH: linfohistiocitose hemofagocitica; MAS: sindrome de ativagdo de macréfagos; MOF:
faléncia de multiplos 6rgéos; NLR: receptor nod-like; TLR: receptor toll-like.

Pacientes com COVID-19 grave apresentaram rapido avanco dos infiltrados
pulmonares e faléncia de multiplos 6rgéos, o que € concomitante com uma liberacao
sustentada de citocinas inflamatérias e mediadores bioquimicos de inflamacédo. Nesta
perspectiva, a maioria dos pacientes com COVID-19 tem replicacdo viral no trato
respiratorio superior, com sintomas leves, como febre e tosse seca, recuperando-se
facilmente sem desenvolver mais sintomas. Porém, € possivel que, ao atingir o trato
respiratério inferior, 0 SARS-CoV-2 resulte numa doenca mais grave, devido a uma
maior quantidade de receptores ACE 2 nos alvéolos (POLIDORO et al., 2020).

As principais anormalidades laboratoriais nos pacientes acometidos pelo
SARS-CoV-2 séo linfocitopenia (até 80% dos casos) e aumentos da proteina C reativa

(PCR), velocidade de hemossedimentacéo (VHS), D-dimero, transaminases e ferritina



20

com procalcitonina geralmente normal. Os linfocitos expressam a ACE 2 e uma
diminuicdo na contagem de linfocitos pode ser atribuida a necrose ou apoptose de
células causada por particulas virais invasivas (BINDOLI et al., 2020).

Segundo Bagqi, Naz e Sayeed (2021), a sindrome de liberacdo de citocinas
(SRC) é definida como qualquer um dos seguintes achados na presenca de doenca
moderada, grave ou critica:

e Ferritina > 1000 mcg/L e subindo nas ultimas 24 horas;

e Ferritina > 2000 mcg/L em paciente que requer oxigénio de alto fluxo ou ventilacado
mecanica;

e Contagem absoluta de linfocitos < 800 células/ml, ou proporc¢éo de neutrofilos para
linfécitos > 5 e duas das seguintes alteracdes:

a) Ferritina > 700 mcg/mL e subindo nas ultimas 24 horas;

b) Lactato desidrogenase (LDH) > 300 Ul e subindo nas ultimas 24 horas;

c) D-dimero > 1000ng/mL (ou >1 mcg/ml) e subindo nas ultimas 24 horas.

3.1 RESPOSTA IMUNOLOGICA FISIOLOGICA INICIAL

Um sistema imunolégico oportuno, localizado e bem coordenado é a primeira
linha de resposta fisiologica de defesa contra a infeccdo por SARS-CoV-2.
Semelhante a outros virus citopaticos, a infeccdo causada por este virus induz lesao
nas células epiteliais das vias aéreas e, consequentemente, morte celular (CHEN et
al., 2019). Esta morte celular mediada por virus desencadeia a liberacdo de padrées
moleculares associados a danos (DAMPS) e padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) (BOHN et al., 2020).

A resposta imune imediata a infec¢cdo por virus, bactérias ou outros
microorganismos envolve a participacao de células e moléculas e utiliza recursos
energeticos, enzimaticos e biossintéticos, ou seja, recursos metabalicos (Figura 2)
(BOHN et al., 2020).

No caso de virus de &cido ribonucleico (RNA), como SARS-CoV-2, essas vias
de defesa sao iniciadas pelo envolvimento de receptores de reconhecimento de
padrdo (PRRs) por RNA viral de fita simples (sSRNA), via gene induzivel pelo acido
retinoico | (RIG-I citosolico), receptores tipo Toll (RLRS) e os receptores semelhantes
a RIG-I (RLRs) extracelulares e endossomais. Tais proteinas desempenham um papel

importante na resposta imune inata, através do reconhecimento de uma ampla
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variedade de padrdes moleculares incluindo acidos nucleicos virais, promovendo a
deteccao de infeccdes virais e a ativacao de respostas antivirais. Apos a ativacao de
receptores de reconhecimento padrdo (PRR), as cascatas de sinalizagcdo, na
sequéncia, desencadeiam uma resposta imune para combater a infeccdo, pela
secrecédo de citocinas (CHANNAPPANAVAR et al., 2016).

As citocinas sdo um grupo de moléculas polipeptidicas sinalizadoras
responsaveis por regular muitos processos biolégicos via células receptoras de
superficie. As principais citocinas sdo aquelas envolvidas na adaptac¢éo da imunidade,

citocinas pro-inflamatorias e interleucinas (VABRET et al., 2020).

Figura 2 - Resposta imune fisioldgica do hospedeiro a infec¢do por SARS-CoV-2
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Fonte: Bohn et al., 2020

Legenda: SARS-CoV-2: virus da familia dos Coronavirus (COVID-19); TMPRSS2: enzima protease
serina transmembranar 2; ACE2: enzima conversora de angiotensina Tipo 2; IL-1: interleucina 1; IL-6:
interleucina 6; IL-8: interleucina 8; IP-10: proteina 10 induzida por interferon gama; MCP-1: proteina
guimioatraente de mondcitos 1; MIG: monocina induzida por interferon gama; T cells: linfécitos T.

Interleucinas, quimiocinas, interferons e fator de necrose tumoral séo todas
pequenas citocinas e proteinas néo estruturais que tém efeitos pleiotropicos, de
controle de diversas agbes e fungbes em muitos 6rgdos. Em muitas infecgbes e
distarbios do sistema imunolégico, as citocinas sao liberadas por vias paracrinas,

autocrinas ou endocrinas e exibem processos pro-inflamatorios ou anti-inflamatorios.
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As citocinas que tém reacdes pro-inflamatdrias incluem as interleucinas 1B (IL-1B),
interleucina 17 (IL-17), interferon-y (IFN-y) e fator de necrose tumoral- a (TNF-a).
Aquelas com propriedades anti-inflamatérias incluem interleucina 10 (IL-10) e
interleucina 4 (IL-4) (ORTEGA e FORNONI, 2010).

Vérias teorias sugerem que, em pacientes com COVID-19 grave, a tempestade
de citocinas tem um efeito importante na fisiopatologia dessa doenca e na SDRA.
Normalmente, a invasao viral causa o recrutamento de diferentes células inflamatorias
como macrofagos, neutrofilos, e células natural killer (células NK), que s&o as
principais produtoras de citocinas pré-inflamatérias (COOKE et al., 2008).

A inducdo da cascata inflamatoria desencadeada pela liberacdo de citocinas,
quimiocinas e proteinas da fase aguda, contribui para 0 progresso dos processos
ateroscleroticos e potencializam a aterogénese (AMIN et al., 2020). A inflamacéo
persistente, caracterizada por niveis elevados de citocinas pro-inflamatoérias e
inflamatorias por um longo periodo de tempo, comum naqueles pacientes que
desenvolvem a doenca de forma mais grave, também esta fortemente relacionada a
doenca cardiaca corondria, ataques cardiacos, insuficiéncia cardiaca e outros eventos
cardiacos prejudiciais.

Processos inflamatérios mediados por citocinas também tém sido relacionados
a patogénese do insulto renal, seja por lesédo renal aguda (LRA) ou por doenca renal
cronica (DRC) agudizada (ORTEGA e FORNONI, 2010).

3.2 RESPOSTA IMUNE EXACERBADA

O sistema imunoldgico desempenha um papel fundamental na patogénese de
doencas infecciosas. Evidéncias sobre intervencdes nas acodes virais, disfuncdes
metabdlicas e mecanismos moleculares desencadeantes de citocinas podem refletir
a maneira pela qual o sistema imune inato responde a uma infeccédo viral, seja
controlando a inflamacdo de uma forma mais rapida ou mantendo um processo
inflamatorio mais prolongado (SANCHEZ e LAGUNOFF, 2015).

A geracdo de resposta imune pro-inflamatoria e antiinflamatoria depende de
varios fatores, incluindo a carga de patdégenos, duracdo da exposi¢cdo ao patdgeno,
estado imunologico do hospedeiro (presenca de condigdes imunossupressoras
prévias, cancer, diabetes ou tratamento com agentes imunossupressores em

pacientes com doenca do enxerto contra o hospedeiro (GVHD) e autoimunidade)
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(VIJAYKUMAR, 2020).

A primeira resposta contra infec¢cdes virais € uma reacdo imune inata
sincronizada e rapida. Porém, reagfes imunoldgicas extremas e descontroladas
podem desencadear deficiéncia imunoldgica no corpo humano (CHANNAPPANAVAR
et al., 2016). No caso dos pacientes acometidos por SARS-CoV-2, essa resposta pro-
inflamatoria extrema, representa a patogénese da COVID-19, causando impacto
destrutivo para o hospedeiro. Quando o sistema imunoldgico ndo é mais capaz de
neutralizar o virus e concluir a resposta inflamatoria, a producdo exagerada das
citocinas leva a hiperatividade dos macrofagos, com consequéncias para todo o corpo,
incluindo febre, anemia e mau funcionamento dos 6rgdos. Em algum momento, a
tempestade de citocinas se torna imparavel, levando a disfuncgéo irreversivel do érgdo-
alvo e até mesmo a morte (CHAKRABORTY e BURNS, 2020; YAZDANPANAH et al.,
2020).

Entendendo melhor como ocorre essa resposta exacerbada, estudos in vitro
observaram que, na fase inicial da infeccdo por SARS-CoV-2, macréfagos, células
epiteliais das vias aéreas e células dendriticas liberam tardiamente quimiocinas e
citocinas. Nas fases seguintes, as células secretam quantidades elevadas de citocinas
pré-inflamatérias (incluindo interleucinas e fator de necrose tumoral) e quimiocinas,
gue esta em paralelo com baixas quantidades de interferons de fatores antivirais (YE
et al., 2020; LAU et al., 2013).

A fosforilagdo em ACEs durante a infeccdo por SARS-CoV-2 aumenta a
liberacdo de IL-6 e TNF-a, ocasionando o dano pro-inflamatério ao 6rgdo
(BOUHADDOWU et al., 2020).

Evidéncias relevantes de pacientes graves com o0s coronavirus (CoVs)
sugerem que as respostas pro-inflamatérias desempenham um papel fundamental na
patogénese destes virus. Considerando os CoVs gque, sabidamente podem infectar
seres humanos, temos os CoVs patogénicos e CoVs altamente patogénicos. Nestes,
podemos incluir o coronavirus da sindrome respiratoria aguda (SARS-CoV), o
coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) e 0 SARS-CoV-
2 (NG et al., 2016).

Além disso, a SDRA fatal em humanos foi acompanhada por expressao robusta
e persistente de interferon (IFN) e de genes estimulados por IFN, associados ao
prejuizo de respostas de células T e de anticorpos. Assim, as manifestacdes clinicas

deletérias do SARS-CoV podem resultar de uma combinacdo de respostas imunes
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inatas exuberantes e efeitos citopaticos diretos induzidos por virus. Consistente com
uma resposta imune inata desregulada em pacientes, a infeccdo de macrofagos
humanos e células dendriticas € abortiva, com expressao elevada de varias citocinas
e quimiocinas pré-inflamatdrias, porém com expressao tardia do interferon tipo | (IFN-
), critico para o inicio da resposta imune inata antiviral. A inducéo de IFN-I também é
retardada apos a infeccdo de uma linha celular epitelial das vias aéreas humanas
(CHANNAPPANAVAR et al., 2016).

Os niveis séricos elevados de citocinas e quimiocinas em pacientes com MERS
estao relacionados ao alto nimero de neutréfilos e monécitos nos tecidos pulmonares
e no sangue periférico dos pacientes, sugerindo que essas células podem
desempenhar um papel na patologia pulmonar (NG et al., 2016).

A resposta imunoldgica dos pacientes graves com COVID-19 se assemelha
muito a uma forma de tempestade de citocinas classica. Esta sindrome pode ser

observada como resultado da terapia com receptor de antigeno quimérico (células
CAR-T) ou quando as células B (linfcitos B) e T (linfocitos T) sdo alvo de varios

anticorpos em leucemias ou linfomas. Este mecanismo provoca a lise das células
imunes com consequente liberagcdo de uma grande quantidade de citocinas pro-
inflamatérias (GARCIA BORREGA et al., 2019).

Comparativamente, a desregulacédo da resposta imune provocada pelo SARS-
CoV-2 pode levar ao desenvolvimento dessa “tempestade de citocinas”, provocando
lise de macréfagos, células dendriticas, células B e T e, consequentemente, a
liberacdo maciga das interleucinas IL-6, IL-1, IL-18, IL-8, proteina quimioatraente de
monaocitos (MCP)-1, proteina inflamatoria de macréfagos (MIP)-1b, fator estimulador
de colbnia de granuldcitos-macréfagos (GM CSF), ligante de motivo CC de quimiocina
(CCL) 5, ligante de motivo de quimiocina C XC (CXCL) 9 e CXCL10 (LI et al., 2020).

Uma resposta imune eficaz contra o SARS-CoV-2 requer o envolvimento de
células do sistema imunoldgico inato e adaptativo. No entanto, ao contrario do que se
observa na maioria das respostas antivirais, os pacientes com COVID-19 apresentam
algumas varia¢fes na resposta imunologica como a reducgéo da contagem de linfocitos
e 0 aumento da relacao neutréfilo/linfécito, que sao considerados caracteristicas desta
doenca. Além disso, ha evidéncias de que a COVID-19 é marcada por desregulacéo
no compartimento das células mieloides (SCHULTE-SCHREPPING et al., 2020).
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3.3 LESAO PULMONAR NA COVID-19

A pneumonia é a manifestagao clinica mais importante da infec¢cao por COVID-
19 relacionada ao progndstico de pacientes graves. H4 uma notavel heterogeneidade
no curso individual e na gravidade da doenca. Uma resposta exagerada ou reducao
da depuracdo viral imunodependente em alguns pacientes pode agravar a
manifestagdo pulmonar. Diferencas individuais no tropismo viral, carga viral, duragao
da eliminagdo viral e distribuicdo do tecido viral podem desempenhar um papel
fundamental na evolucdo da doenca (MUNKER et al., 2021).

A SRAG ocorre como resultado de uma resposta inflamatéria sistémica aguda,
que pode ser causada por insultos ao pulméo, de forma direta ou indireta. A fase
exsudativa inicial apresenta dano alveolar difuso com destruicdo do tecido epitelial e
células endoteliais, sendo a tosse seca o sintoma mais comum (ZHOU et al., 2020).

Retrospectivamente, temos SDRA causada por outros fatores, na qual o
desenvolvimento desta patologia apresenta semelhancas clinicas como insuficiéncia
respiratéria e troca gasosa comprometida, evidenciada por baixos indices da relacédo
entre a pressao parcial de oxigénio no sangue arterial e da fracdo inspirada de
oxigénio (PaO2/Fi02). Porém o curso inicial dessas doencas é diferente.

Segundo o Consenso de Berlim, em 2012, que define a SDRA classica, a
instalacdo desta condi¢do clinica ocorre em até sete dias ap6s um insulto clinico
conhecido ou sintomas respiratérios novos ou agravados (ARDS DEFINITION TASK
FORCE et al.,, 2012). No entanto, os relatos de SRAG relacionada a COVID-19,
apresentaram variacao de periodo de instalacdo da doenca de oito a doze dias. Desta
forma, como os critérios de Berlim ndo se aplicavam nesta patologia, seria
interessante acompanharmos com ponderagado aqueles pacientes que apresentavam
COVID-19 por mais de uma semana, para assim podermos dar suporte mais
adequado em tempo habil (LI e MA, 2020).

Outras diferencas clinicas apontavam para uma patologia diferente da SDRA
classica, como a complacéncia pulmonar, que poderia ser relativamente normal,
inconsistente com a hipoxemia apresentada, sugerindo outro tipo de
comprometimento pulmonar. Os achados tipicos de tomografia computadorizada (TC)
nos pacientes com COVID-19 mostraram opacidade em vidro fosco bilateral com
distribuicdo pulmonar periférica, diferente da distribuigéo bilateral difusa, presente na
forma classica da SDRA (CHUNG et al., 2019).
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Em relacéo a gravidade, a SDRA classica pode ser dividida em trés estagios
com base na relagdo PaO2/FiO2 em SDRA leve, cujo indice de oxigenag&o varia entre
200 mmHg e 300 mmHg; SDRA moderada, com PaO2/FiO2 variando entre 100 mmHg
e 200 mmHg; e SDRA grave, com PaO2/FiO2 < 100 mmHg. (RANIERI et al., 2012).
Segundo Li e Ma (2020), a SDRA relacionada a COVID-19 foi dividida em trés
categorias com base na relagdo PaO2/FiO2, com pressao expiratoria final positiva de
5 cmH20: SDRA leve (PaO2/FiOz variando entre 200 e 300 mmHg), SDRA leve-
moderada (PaO2/FiO2variando entre 150 e 200 mmHg) e moderada-grave (PaO2/FiO2
< 150 mmHg).

As taxas de mortalidade sao altas nos pacientes com COVID-19 que precisam
de ventilagdo mecanica invasiva (VMI) por insuficiéncia respiratéria aguda. Em
pacientes que receberam VMI por motivos diferentes da COVID-19, estudos recentes
mostraram associacfes da driving pressure (DP) e da mechanical power (MP) com a
mortalidade, tanto em pacientes com SDRA quanto aqueles que ndo apresentaram
essa patologia (AMATO et al. 2015).

DP € a pressao aplicada pelo ventilador para fornecer um volume corrente (VC),
representando assim a tenséo aplicada ao pulméao a cada respiracdo. MP € um valor
resumido para a quantidade de energia por unidade de tempo transferida do ventilador
para o sistema respiratorio (GATTINONI et al., 2016). Parte dessa energia atua
diretamente no tecido pulmonar, onde pode causar danos. A MP é calculada a partir
de volume corrente (VC), frequéncia respiratoria (FR) e DP (SCHUIJT et al., 2021).

Ao analisar marcadores sistémicos da inflamacéo, observamos um prolongado
processo de resposta inflamatéria sistémica de IL-6 e procalcitonina (PCT) nas 2-3
semanas ap0s uma elevacdo inicial e diminuicdo da PCR (semana 2). Esses
resultados suportam dados publicados anteriormente que caracterizam a resposta
imunoldgica em pacientes gravemente doentes (LUCAS et al., 2020).

Durante a epidemia inicial na China, foram observados perfis anormais de
coagulacéo em pacientes graves com COVID-19. D-dimeros acima de 1000 ng/mL foi
um fator de risco independente de morte intra-hospitalar (ZHOU et al., 2020). A
hipétese de microtrombose foi proposta uma vez que altos niveis de creatinina
estavam associados a niveis mais elevados de D-dimeros (>500 ng/mL), em favor de
uma origem microtrombotica para insuficiéncia renal (CHENG et al., 2020).

Além da insuficiéncia renal, esse dano endotelial no nivel microvascular pode

desempenhar um papel importante ndo apenas na incidéncia de insuficiéncia renal,
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mas também em alguns aspectos da patogénese da insuficiéncia respiratoria, além
de insultos alveolares. De fato, o receptor SARS-CoV-2 (ACEZ2) é fortemente expresso
nas ceélulas endoteliais (WAN ey al., 2020). Como o pulmdo aceita todo o débito
cardiaco em seu rico leito vascular e microvascular, é possivel, portanto, que a
infeccdo das células endoteliais induza lesdes endoteliais pulmonares,
desencadeando a ativacdo da coagulacdo. Assim, a infeccdo viral de células
endoteliais, endotelite vascular pulmonar e microtrombose vascular pulmonar sao
cada vez mais relatadas em estudos de autépsia (VARGA et al., 2020).

Um estudo prospectivo observacional multicéntrico realizado em 15 UTIs na
Itdlia no ano de 2020, envolvendo 607 pacientes, identificou como fator de risco para
ventilagcdo mecanica prolongada a presenca de complicacdes durante a permanéncia
na UTI. De fato, o desfecho de sobrevida de pacientes ventilados mecanicamente néo
depende apenas das caracteristicas basais, mas também do desenvolvimento de
complicacBes. Estas podem ser subdivididas em nao pulmonares e pulmonares. Entre
as complicacbes nao pulmonares, as mais frequentes foram lesdo renal com
necessidade de terapia de substituicao renal (19%) e eventos cardiovasculares (17%).
Entre as complicacdes pulmonares, a mais frequente foi a pneumonia associada ao
ventilador de inicio tardio (175 pacientes, 44,8%) (GAMBERINI et al., 2020).

Identificar as possiveis relagcdes entre os niveis de citocinas e evolucao da
gravidade da SRAG em pacientes com COVID-19 pode reforcar as evidéncias atuais
acerca da manifestacdo da doenca, de forma a consolidar biomarcadores para
avaliacdo do paciente e sua evolucao clinica, visando mitigar possiveis agravos e
delinear novas abordagens e tecnologias de tratamentos baseados em terapias

imunomoduladoras, que proporcionem um melhor progndstico dos casos.



28

4 METODO

4.1 TIPO DO ESTUDO

O presente trabalho é um estudo analiticoo, de natureza quantitativa,

(observacional).

4.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado em uma Unidade de Terapia Intensiva do Hospital das

Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.3 PERIODO DE REFERENCIA

A coleta dos dados teve inicio em abril de 2020 e término em junho de 2021.

4.4 POPULACAO DO ESTUDO

A amostra populacional foi ndo probabilistica e selecionada por conveniéncia,
através da analise retrospectiva do banco de dados do Hospital apés aplicacao dos
critérios de incluséo e exclusao. Participaram do estudo 167 pacientes que estiveram
internados em UTI apresentando SRAG por COVID-19.

4.4.1 Critérios de Inclusao

e |dade maior ou igual a 18 anos;

e Pacientes diagnosticados por COVID-19, confirmado segundo os critérios
utilizados pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), através de transcricao
reversa seguida de reagdao em cadeia da polimerase (RT-PCR);

e Pacientes internados em UTI, que apresentaram quadro clinico de SRAG por

COVID-19, conforme critérios estabelecidos pelo Ministério da Saude.



29

4.4.2 Critérios de Exclusao

e Pacientes com falta de dados por falha de preenchimento no prontuario durante o

internamento.

4.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

4.5.5 Monitoramento dos Parametros Clinicos

Apoés confirmacdo da infeccdo pelo SARS-CoV-2, através de RT-PCR, os
pacientes foram admitidos na UTI do HC-UFPE mediante regulacdo de leitos do
Estado de Pernambuco.

Ao chegar na UTI, aqueles que apresentavam saturacao periférica de oxigénio
(Sp02) < 92% eram submetidos a oxigenioterapia suplementar. Os individuos que nao
respondiam a esta terapia, ou aqueles que permaneciam com desconforto
respiratério, eram intubados precocemente e submetidos a ventilagdo mecéanica
invasiva (VMI).

Naquele periodo, no servi¢o onde foi realizado o estudo, 0s pacientes ndo eram
submetidos a ventilacdo mecénica néo invasiva (VNI) na fase inicial da doenca, pelo
risco de contaminacéo. As orientacdes dos 6rgdos de saude competentes, na ocasido
do estudo, para realizar esta terapia, ndo puderam ser atendidas por falta de material
e estrutura fisica adequada. Desta forma, os pacientes que ndo apresentavam uma
boa evolucédo com a oxigenioterapia convencional, eram intubados de forma precoce,
na tentativa de evitar mais lesdo pulmonar diante do esforco respiratério persistente.

Os dados referentes a informacgfes sociodemogréficas e clinicas (tempo de
ventilacdo mecénica e indice PaO2/FiO2, tempo de internagdo em UTI, tempo de
internacdo hospitalar e desfecho) foram coletados através de consulta aos registros
de prontuarios dos pacientes e tabulados em uma planilha.

Na ocasido da pandemia, periodo em que os dados foram coletados, o grande
volume de pacientes graves em contraste com a quantidade reduzida de profissionais
com expertise atuando nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) se mostravam como
obstaculo ao registro eficiente dos dados e evolugéo clinica dos internados nesta

unidade.
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4.5.6 Coleta das Amostras de Sangue

Os exames laboratoriais de hematologia e bioquimica s&o realizados na
admissdo do paciente na UTIl e conforme indicagdo clinica para monitorar as
complicacbes, como lesédo hepatica aguda, lesdo renal aguda, lesdo cardiaca aguda
ou choque.

As amostras foram coletadas pelo laboratério do hospital, ha ocasido da
realizacdo dos exames hematoldgicos de rotina, seguindo todo o padrao de qualidade
assistencial da instituicdo. As coletas para a dosagem das citocinas foram realizadas
em dois momentos, na admissao na UTI (identificada como “M1”) e sete dias apds a
admissao (denominada “M2”).

O sangue foi armazenado em caixa térmica com controle de temperatura e
transportado pelo pesquisador até o Instituto Aggeu Magalhdes/ FIOCRUZ,
Departamento de Imunologia, onde as amostras foram centrifugadas, refrigeradas e,
posteriormente, testadas as dosagens das citocinas pela utilizagcdo do Kit comercial
(BD Cytometric Bead Array - CBA) (Figura 3).

Figura 3 - Kit comercial (BD Cytometric Bead Array — CBA)

BD™ Cytometric Bead Array (CBA)
Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit

'mmzmnc,ouus-muaucom anent 51006249 contains 0.02%
AT e 31 Way cause an sllergic skin reacton

Woar promelve plou o Moﬂ/pohﬂ'.da'mg Avoid breathing

=tV apours spray cours: Get medical adv JMMH IF On
St mr mﬁ‘pldﬂ afm D-oouoicom rtainer in accordance
local ionalintarmational regulation

Cat: 560484 Lot: 0064427
80 Tests
Store at 4°C Exp:2021-10-31

BD Biosciences

arch Use Only. Not for resale.
g0 and all other trademarks are the property of Becton, Dickinson and Company. ©2015 BD

Fonte: a autora
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Figura 4 — Beads dos padrdes de citocinas humanas liofilizada que comp&em o BD Cytometric Bead
Array - CBA

Fonte: a autora

Para a realizacdo desta pesquisa, os experimentos foram conduzidos conforme
especificacdes da bula e protocolo de marcacao proposto pelo fabricante (Anexo B).
As citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-Y) foram quantificadas no plasma por
citometria de fluxo. Para a analise das citocinas plasmaticas, foi utilizado o software
FCAP array (BDbioscience), e os resultados foram expressos em pg/ml. A Figura 5

mostra algumas etapas preparatorias para as analises das citocinas plasmaticas.

4.6 VARIAVEIS DO ESTUDO

Como variaveis dependentes, foram considerados o tempo de internacdo
hospitalar; tempo de permanéncia na UTI; tempo de ventilagdo mecéanica; desfecho
(morte em 30 dias) e indice PaO2/FiO-.

A variavel independente consiste no perfil das citocinas inflamatorias
(interleucina 2 (IL-2), IL-6, TNF-a e IFN-y) e anti-inflamatorias ( I1L-4, IL-10).
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Figura 5 — Etapas preparatérias para as analises das citocinas plasmaticas utilizando o kit BD
Cytometric Bead Array

Fonte: a autora
Legenda: kit BD Cytometric Bead Array — CBA (1), padrdes de citocina inflamatéria humana liofilizada
(2), reconstituicao e diluicdo (3), Mixed Capture Beads (4), centrifugacao das contas de captura (5),
diluicdo das amostras (6, 7), realizando o ensaio de citocina (8, 9).

4.7 ANALISE DOS DADOS

Para a analise dos dados foram utilizados os Softwares SPSS 13.0 (Statistical
Package for the Social Sciences) para Windows e o Microsoft Excel 365.

Todos os testes foram aplicados com 95% de confianca e os resultados foram
calculados levando em consideracdo respostas validas, ou seja, ndao foram
contabilizadas as respostas ignoradas. Os resultados estdo apresentados em forma
de tabela com suas respectivas frequéncias absoluta e relativa. As variaveis
numeéricas estao representadas pelas medidas de tendéncia central e medidas de
disperséo.

Para as variaveis quantitativas foi aplicado o Teste de Normalidade de
Kolmogorov-Smirnov.

Para verificar a existéncia de associacdo entre as variaveis categoricas, foi
aplicado o Teste Qui-quadrado.

A comparacdo com dois grupos foi realizada mediante o Teste t Student
(Distribuicdo Normal) e Mann-Whitney (Nao Normal).

Os testes entre grupos pareados foram realizados pela aplicagcdo do Wilcoxon
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(N&o Normal).

4.8 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo esta inserido no projeto “Prospeccdo de biomarcadores de
evolucéo clinica da COVID-19”, aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Pernambuco, com Parecer Consubstanciado niumero 4.031.889 (Anexo
A).

Foram cumpridos os principios éticos previstos na Resolucdo 466/2012 do
Ministério da Saude do Brasil sobre pesquisas envolvendo seres humanos,
respeitando o sigilo ético dos conteldos e identificacdes dos sujeitos pesquisados.

O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo B) foi aplicado
nas enfermarias, enquanto o paciente ainda estava internado, no ambulatorio ou por
contato telefonico, caso o paciente ndo tenha sido abordado pelo grupo de pesquisa
anteriormente.

O contato com o paciente ou familiar, no caso de 6bito, objetivou identificar o
grupo de pesquisa e explicar de forma esclarecedora sobre o estudo proposto, além
solicitar a autorizagdo do TCLE, informando, inclusive, que o sangue foi coletado
durante o internamento do paciente para realizacdo de exames laboratoriais de rotina
e que, apos os resultados, o sangue foi guardado e estocado pelo préprio pesquisador.

A pesquisa obteve financiamento da Fundacao de Apoio ao Desenvolvimento
da UFPE, mediante contrato n. 43/20.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertacdo estao apresentados na forma de artigo.

5.1 ASSOCIACAO ENTRE RESPOSTAS DAS CITOCINAS E GRAVIDADE DA
SINDROME RESPIRATORIA AGUDA GRAVE DECORRENTE DO NOVO
CORONAVIRUS
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" Programa de Pds-graduacdo em Saude Translacional, Centro de Ciéncias Médicas,
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Resumo

Tempestade de citocinas tem sido considerada como um dos principais mecanismos
qgue contribuem para a lesdo pulmonar aguda e o desenvolvimento da Sindrome
Respiratéria Aguda Grave (SRAG) por Covid-19 (SARS-CoV-2). Diante do papel
fundamental que as citocinas parecem desempenhar na fisiopatologia da COVID-19,
torna-se essencial analisar e compreender melhor a sua inlfuéncia no agravamento
da doenca. Neste contexto, o estudo visou analisar o perfil de citocinas inflamatdrias
e anti-inflamatorias e a gravidade da SRAG por SARS-CoV-2. Trata-se de um estudo
analitico, de natureza quantitativa, observacional retrospectivo, envolvendo 167
individuos que estiveram internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
apresentando SRAG por SARS-CoV-2, confirmados através de reacdo em cadeia da
polimerase. Os dados referentes a informacdes sociodemogréaficas, clinicas e
laboratoriais foram coletados através de dados secundarios de prontuarios. As
citocinas IFN-Y, IL-10 e IL-6 se apresentaram elevadas no momento da admissao na
UTI. Os niveis séricos das citocinas IL-10 e IL-6 permaneceram elevados para ambos
0S momentos, com associacao significativa ao desfecho obito. Ainda, houve relacao
destas citocinas com o grau de comprometimento pulmonar, necessidade de
ventilacdo mecanica e tempo de internacdo hospitalar. Houve relacédo significativa
entre indices elevados das citocinas inflamatorias e anti-inflamatérias com a gravidade
da SRAG, especialmente em relacdo aos niveis de IL-6 e IL-10.

Palavras-chave: citocinas; COVID-19; SARS-CoV-2; sindrome respiratoria aguda

grave; mortalidade.



35

Abstract

Cytokine storm has been considered as one of the main mechanisms contributing to
acute lung injury and the development of Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS)
by Covid-19 (SARS-CoV-2). In view of the fundamental role that cytokines seem to
play in the pathophysiology of COVID-19, it is essential to analyze and better
understand their influence on the worsening of the disease. In this context, the study
aimed to analyze the profile of inflammatory and anti-inflammatory cytokines and the
severity of SARS by SARS-CoV-2. This is a analytical, quantitative, observational
retrospective study, involving 167 individuals who were admitted to an Intensive Care
Unit (ICU) with SARS due to SARS-CoV-2, confirmed by polymerase chain reaction.
Data referring to sociodemographic, clinical and laboratory information were collected
through secondary data from medical records. Cytokines IFN-Y, IL-10 and IL-6 were
elevated upon admission to the ICU. Serum levels of IL-10 and IL-6 cytokines remained
high for both moments, with a significant association with the outcome of death.
Furthermore, there was a relationship between these cytokines and the degree of
pulmonary impairment, need for mechanical ventilation and length of hospital stay.
There was a significant relationship between elevated levels of inflammatory and anti-
inflammatory cytokines and SARS severity, especially in relation to IL-6 and IL-10
levels.

Key words: cytokines; COVID-19; SARS-CoV-2; severe acute respiratory syndrome;

mortality.

Introducéo

O SARS-CoV-2 € responsavel pela COVID-19 e se esta associado
principalmente a apresentacfes assintomaticas e leves, mas pode progredir, nos
piores casos, para pneumonia grave, levando a Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SRAG), necessitando de suporte respiratério e consequente admissao na UTI (1).
Além disso, aqueles que evoluem para sintomas mais graves, podem desenvolver
complicacBes como eventos tromboembdlicos, hiperinflamacéo e faléncia multipla de
orgaos (2).

As taxas de mortalidade estdo comumente relacionadas ao envelhecimento e
a presenca de comorbidades como obesidade, diabetes, problemas cardiovasculares,
cancer e hipertensdo (3). Estudos também demonstraram uma ligacdo entre a
resposta imune do hospedeiro e a gravidade da doenca (4).

Pacientes com COVID-19 grave apresentaram rapido avanc¢o dos infiltrados
pulmonares e faléncia de multiplos 6rgaos, concomitante com a liberacéo sustentada
de citocinas inflamatorias e mediadores bioquimicos de inflamacéo. O principal fator

responsavel pela SRAG é a chamada “tempestade de citocinas”, que é uma resposta
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anormal do sistema imunoldgico do hospedeiro, ocorrendo uma liberacdo exagerada
de citocinas/quimiocinas pro-inflamatorias (2).

Quando estimulado pela presenca do virus SARS-CoV-2, o sistema de defesa
dos pacientes pode responder de forma desregulada e exagerada, provocando a
hiperinflamacéo das vias aéreas (5).

Diante do papel fundamental que as citocinas parecem desempenhar na
fisiopatologia da COVID-19, torna-se essencial analisar e compreender melhor esses
fatores subjacentes que influenciam no desenvolvimento da doenga para que, com
isso, possamos desenvolver métodos mais eficazes de controle e tratamento desta
enfermidade. Neste contexto, este estudo visa analisar os perfis das citocinas

inflamatorias e anti-inflamatdrias e a gravidade da SRAG por SARS-CoV-2.

Materiais e métodos

Trata-se de um estudo analitico, de natureza quantitativa, observacional
retrospectivo, transversal, realizado na UTI do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco. Foram incluidos individuos maiores de 18 anos;
diagnosticados para SARS-CoV-2 através de transcricdo reversa seguida de reacéo
em cadeia da polimerase (RT-PCR), internados em UTI com diagndstico clinico de
SRAG, sendo este definido por apresentar, simultaneamente, as seguintes
manifestacdes: febre, mesmo que auto referida; tosse ou dor de garganta; dispneia ou
saturacdo de oxigénio (O2) < 94% ou desconforto respiratério; que tenham sido
hospitalizados ou evoluido a ébito independentemente de hospitalizacdo prévia (6).
Foram excluidos individuos sem preenchimento adequado de dados em prontuério. A
amostra foi constituida por 167 individuos.

As variaveis de interesse foram o0s tempos de internacdo hospitalar,
permanéncia na UTI e ventilagdo mecanica (VM); relacdo do indice de pressao parcial
de oxigénio no sangue arterial e a fracdo inspirada de oxigénio (PaO2/FiO2); e Obito
em até 30 dias. Foram analisadas interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), fator de necrose tumoral- a (TNF-a) e
interferon-y (IFN-y) através do Kit BD Cytometric Bead Array (CBA) no soro dos
participantes com coletas tendo sido realizadas no momento da admissao na UTI e
sete dias ap0s a admissao.

VariagOes das medianas das concentragdes das citocinas foram estudadas em
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dois momentos. O primeiro momento corresponde a coleta realizada na admisséo do
paciente na UTI, identificada como “M1” e o segundo momento se refere a coleta

realizada sete dias ap0s a primeira, identificada como “M2”.

Os dados referentes a informacdes sociodemograficas e clinicas foram
coletados através de dados secundarios de prontuarios e tabulados em planilha. As
informacdes referentes aos exames laboratoriais foram extraidas a partir de registros
dos resultados de exames coletados no periodo de internamento do paciente.

A amostra para a dosagem das citocinas foi coletada pelo laboratério do
hospital durante a realizacdo dos exames hematoldgicos de rotina, seguindo todo o
padrdo de qualidade assistencial da instituicdo. Para andlise dos niveis plasmaticos
das citocinas, foi utilizando o Kit comercial (BD Cytometric Bead Array - CBA), medidas
pelo método de citometria de fluxo.

Para a analise dos dados foram utilizados os Softwares SPSS 13.0 (Statistical
Package for the Social Sciences) para Windows e o Microsoft Excel 365. Todos os
testes foram aplicados com 95% de confianca.

Para as varidveis quantitativas foi aplicado o Teste de Normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Para verificar a existéncia de associacdo entre as variaveis
categoricas, foi aplicado o Teste Qui-quadrado. A comparacdo com dois grupos foi
realizada mediante o Teste t Student (Distribuicdo Normal) e Mann-Whitney (N&o
Normal). Os testes entre grupos pareados foram realizados pela aplicacdo do
Wilcoxon (N&do Normal).

Este estudo esta inserido no projeto “Prospeccdo de biomarcadores de
evolucéo clinica da COVID-19”, aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Pernambuco, com Parecer Consubstanciado numero 4.031.889. A
pesquisa obteve financiamento da Fundacéo de Apoio ao Desenvolvimento da UFPE,

mediante contrato n. 43/20.

Resultados

Um total de 167 pacientes diagnosticados com SRAG foram incluidos para
analise neste estudo, sendo 92 do sexo masculino (55,1%), com meédia de idade de
57,19+14,88 anos de vida.

O tempo médio de internacdo hospitalar foi de 20,46+22,02 dias e de
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permanéncia na UTI de 10,75+11,39 dias. A maioria necessitou de VM (58,4%), por
uma media de 7,54+10,54 dias. O indice PaO2/FiO2 sugeriu presenca de lesao
pulmonar aguda para a maioria dos pacientes, com valor médio de 201,38+118,54. A
maioria dos pacientes teve alta hospitalar (61,7%) e 64/167 (38,3%) morreram durante
a internacao hospitalar, sendo que 58 (34,7%) ainda nos 30 dias ap0s a internacéo

hospitalar (Tabela 1 e Tabela 2).

Tabela 1 — Distribuicdo do niumero e porcentagem das variaveis sexo, desfecho, via de
respiracdo e morte em 30 dias de 167 pacientes diagnosticados com SRAG por SARS-CoV-

2.

Variaveis n %
Sexo
Masculino 92 55,1
Feminino 75 449
Desfecho
Alta 103 61,7
Obito 64 38,3
RE/VM
RE 69 41,6
VM 97 58,4
Morte em 30 dias
Sim 58 34,7
Nao 109 65,3

Legenda: RE (respiracéo espontanea); VM (ventilacdo mecéanica).

Tabela 2 — Distribuicdo das médias das variaveis idade, relacdo da presséo parcial de
oxigénio no sangue arterial e a frag&o inspirada de oxigénio, dias de UT]I, tempo de
internacdo hospitalar e tempo de ventilagdo mecénica de 167 pacientes diagnosticados com
SRAG por SARS-CoV-2.

Variaveis Média + DP
Idade 57,19 + 14,88
PaO./FiO; 201,38 + 118,54
Dias de UTI 10,75+ 11,39
Tempo de internacéo hospitalar 20,46 £ 22,02
Tempo de VM 7,54 £10,54

Legenda: PaO,/FiO, (relacdo da pressao parcial de oxigénio no sangue arterial e a fracédo
inspirada de oxigénio); UTI (Unidade de Terapia Intensiva); VM (ventilacdo mecanica).

Na admissdo na UTI (M1), os niveis de IFN-y, IL-10 e IL-6 se apresentaram
aumentados em relacdo as outras citocinas estudadas (Tabela 3), havendo uma
diferenca estatisticamente significativa dos niveis destas citocinas na primeira
avaliacdo em relacdo a segunda avaliagao realizada sete dias apds admissao na UTI
(M2) (p<0,001).
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Tabela 3 — Distribuicdo e comparacao entre a primeira e segunda avaliacdo das
concentracdes plasmaticas medianas das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-Y de
167 pacientes diagnosticados com SRAG por SARS-CoV-2.

Momentos
Citocinas Avaliacéo 1 Avaliacédo 2 p-valor *
Mediana (P2s; Ps) Mediana (Pzs; Ps)

IFN-y 5,15 (4,78; 5,55) 4,72 (4,44; 5,01) < 0,001
TNF-a 3,75 (3,42; 3,98) 3,62 (3,39; 3,98) 0,249
IL-10 8,57 (6,82; 11,50) 6,26 (5,64; 7,48) <0,001
IL-6 41,90 (19,31; 73,78) 19,23 (13,26; 41,38) < 0,001
IL-4 3,08 (2,89; 3,25) 3,01 (2,76; 3,28) 0,079
IL-2 6,93 (6,69; 7,18) 6,99 (6,72; 7,28) 0,512

Legenda: IFN- y (Interferon); TNF- a (fator de necrose tumoral); IL-2 (interleucina 2); IL-4
(interleucina 4); IL-6 (interleucina 6); IL-10 (Interleucina 10). * Teste de Wilcoxon

A média do indice PaO2/FiO2 (168,91) foi menor para os pacientes que foram
submetidos a ventilagdo mecanica (VM), sugerindo lesdo pulmonar grave. Pacientes
gue permaneceram em respiracdo espontanea (RE) apresentaram médias elevadas
de PaO2/FiO2 (248,85) em relacdo aos demais que necessitaram de VM (p<0,001).

A maioria dos pacientes permaneceu cerca de 22 dias na UTI. Os pacientes
gue foram submetidos a VM passaram mais dias em UTI (p<0,001), com permanéncia
de 12 dias em comparacdo aos pacientes que permaneceram em RE, os quais
permaneceram por quatro dias na UTI. Aqueles que subsistiram em RE apresentaram
maiores indices de alta (61,2%), comparado aos pacientes que utilizaram VM (38,8%)
(p<0,001).

A maioria dos pacientes que morreu foi submetida a VM (90,5%) e, destes,
89,5% (n=51) dos 6bitos ocorreram em até 30 dias.

Pacientes que apresentaram, no M1 niveis séricos das citocinas anti-
inflamatdria IL-10 (8,86 pg/mL) e pro-inflamatéria IL-6 (49,63 pg/mL) elevadas em
relacdo as demais citocinas, apresentaram maior necessidade de VM (p<0,001 )
(Tabela 4 e Tabela ).
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Tabela 4 — Relacao entre respiracao espontaneal/ventilagdo mecénica e concentracdes
plasmaticas medianas das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-Y de 167 pacientes
diagnosticados com SRAG por SARS-CoV-2.

RE/VM
Citocinas RE VM p-valor **
Mediana (P2s; Ps) Mediana (Pzs; Ps)
M1 IFN-y 4,86 (4,55; 5,19) 5,09 (4,71, 5,65) 0,091
M1 TNF-a 3,49 (3,32; 3,81) 3,68 (3,38; 3,99) 0,042
M1 IL-10 6,70 (5,49; 8,41) 8,86 (6,70; 12,82) < 0,001
M1 IL-6 16,12 (9,72; 43,36) 49,63 (19,46; 75,66) < 0,001
M1 IL-4 2,98 (2,82; 3,26) 3,05 (2,86; 3,24) 0,857
M1 IL-2 6,81 (6,63; 6,99) 6,87 (6,69; 7,14) 0,272
M2 IFN-y 4,87 (4,44, 5,32) 4,66 (4,46; 4,97) 0,380
M2 TNF-a 3,85 (3,47; 4,04) 3,60 (3,35; 3,98) 0,136
M2 IL-10 6,10 (5,51; 6,97) 6,55 (5,66; 8,52) 0,083
M2 IL-6 17,47 (11,79; 26,99) 21,86 (13,42; 42,62) 0,298

Legenda: M1 (admissédo na UTI); M2 (sete dias ap0s admissdo na UTI); RE (respiragédo
espontanea); VM (ventilagcdo mecénica); IFN- y (interferon); TNF- a (fator de necrose tumoral);
IL-2 (interleucina 2); IL-4 (interleucina 4); IL-6 (interleucina 6); IL-10 (interleucina 10). ** Mann-
Whitney

Tabela 5 — Relacao entre respiracido esponténeal/ventilacdo mecénica e concentracdes
plasmaticas médias das citocinas IL-2 e IL-4 de 167 pacientes diagnosticados com SRAG
por SARS-CoV-2.

RE/VM
Variaveis RE VM p-valor ***
(n=69) (n=97)
Média + DP Média + DP
M2 IL-4 3,04+£0,42 3,06 £ 0,45 0,898
M2 IL-2 7,12+ 0,43 7,04 £ 0,61 0,643

Legenda: M2 (sete dias ap6s admisséo na UTI); RE (respiracdo espontanea); VM (ventilacdo
mecanica); IL-2 (interleucina 2); IL-4 (interleucina 4); IL-6 (interleucina 6); IL-10 (Interleucina
10). *** t Student

Pacientes que apresentaram tempo de internacdo hospitalar mais prolongado
(mediana de 17 dias) apresentaram maiores indices de alta hospitalar (p<0,001)
gquando comparados aqueles que permaneceram internados por menos tempo
(mediana de nove dias). Neste contexto, 75% dos internados que foram submetidos a
VM por 14 ou mais dias, evoluiram para Obito (p<0,001). Houve relacéo
estatisticamente significativa entre niveis sericos mais elevados de IL-10 e IL-6 no M1
e M2 com desfecho morte (p<0,001) (Tabela 6 e Tabela 7).
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Tabela 6 — Relacao entre desfecho morte e recuperacao e concentracdes plasmaticas
medianas das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-Y de 167 pacientes diagnosticados
com SRAG por SARS-CoV-2.

Obito
Citocinas Sim N&o p-valor **
(n= 64) (n=103)
Mediana (Pzs; P7s) Mediana (Pzs; P7s)
M1 IFN-y 4,95 (4,61; 5,39) 4,98 (4,65; 5,43) 0,877
M1 TNF-a 3,60 (3,34; 4,02) 3,60 (3,34; 3,86) 0,703
M1 IL-10 9,41 (6,72; 13,25) 7,36 (6,04; 9,13) 0,006
M1 IL-6 40,17 (22,22; 81,22) 22,40 (11,44; 68,34) 0,037
M1 IL-4 3,05 (2,76; 3,24) 3,01 (2,88; 3,24) 0,518
M1 IL-2 6,87 (6,72; 7,18) 6,81 (6,63; 7,01) 0,131
M2 IFN-y 4,81 (4,44; 5,14) 4,66 (4,44; 5,01) 0,689
M2 TNF 3,71 (3,32; 4,02) 3,60 (3,42; 3,92) 0,910
M2 IL-10 7,24 (6,12; 9,18) 5,94 (5,51; 6,81) < 0,001
M2 IL-6 41,20 (18,92; 71,47) 17,19 (11,79; 23,20) 0,001

Legenda: M1 (admissao na UTI); M2 (sete dias aps admissédo na UTI); IFN- y (Interferon);
TNF- a (fator de necrose tumoral); IL-2 (interleucina 2); IL-4 (interleucina 4); IL-6 (interleucina
6); IL-10 (interleucina 10). ** Mann-Whitney

Tabela 7 — Relacéo entre desfecho e concentra¢cfes plasméticas médias das citocinas IL-2 e
IL-4 de 167 pacientes diagnosticados com SRAG por SARS-CoV-2.

Obito
Citocinas Sim N&o p-valor ***
(n=64) (n=103)
Média + DP Média + DP
M2 IL-4 3,09+ 0,50 3,03 £0,40 0,602
M2 IL-2 7,04 +0,74 7,08 £ 0,40 0,792

Legenda: M2 (sete dias apds admissédo na UTI); IL-2 (interleucina 2); IL-4 (interleucina 4). ***
t Student

Os pacientes morreram em até 30 dias apresentaram mediana de 8 dias de
internacdo hospitalar, enquanto aqueles que permaneceram vivos neste periodo,
apresentaram uma mediana de 18 dias de internacdo hospitalar (p<0,001), entretanto,
50% daqueles submetidos a VM por ao menos sete dias, evoluiram para a morte em
até 30 dias (p<0,001).

Niveis séricos de IL-10 (7,51 pg/mL) e IL-6 (41,55 pg/mL) no M2 apresentaram
relacdo estatisticamente significativa com desfecho morte em até 30 dias (p=0,001 e
p=0,002, respectivamente). Individuos que apresentaram desfecho morte e morte em
até 30 dias apresentaram uma media de idade maior que 65,00+£13,73 e 64,71+14,00)

anos, respectivamente, em relagéo aos pacientes recuperados (Tabela 8 e Tabela 9).
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Tabela 8 — Correlacbes em relacao ao desfecho 6bito em até 30 dias e concentracdes
plasmaticas medianas das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-Y de 167 pacientes
diagnosticados com SRAG por SARS-CoV-2.

Obito em até 30 dias

Citocinas Sim N&o p-valor **
Mediana (P2s; Ps) Mediana (Pzs; Ps)
M1 IFN-y 4,95 (4,63; 5,42) 4,97 (4,62; 5,41) 0,937
M1 TNF-a 3,53 (3,28; 4,10) 3,62 (3,36; 3,86) 0,994
M1 IL-10 10,20 (6,74; 13,89) 7,46 (6,07; 9,20) 0,006
M1 IL-6 43,72 (24,17; 99,69) 22,40 (11,53; 66,49) 0,018
M1 IL-4 3,08 (2,71, 3,24) 3,01 (2,87; 3,24) 0,692
M1 IL-2 6,93 (6,69; 7,18) 6,81 (6,63; 7,04) 0,092
M2 IFN-y 4,66 (4,36; 5,01) 4,72 (4,44, 5,01) 0,778
M2 TNF 3,83 (3,32; 4,06) 3,60 (3,42; 3,98) 0,515
M2 IL-10 7,51 (6,16; 12,75) 5,98 (5,51; 6,93) 0,001
M2 IL-6 41,55 (19,63; 71,44) 17,26 (11,93; 30,58) 0,002

Legenda: M1 (admissdo na UTI); M2 (sete dias ap6s admissao na UTI); IFN-y (Interferon);
TNF- a (fator de necrose tumoral); IL-2 (interleucina 2); IL-4 (interleucina 4); IL-6 (interleucina
6); IL-10 (interleucina 10). ** Mann-Whitney

Tabela 9 — Correlacdes em relagédo ao desfecho 6bito em 30 dias e concentracdes
plasmaticas médias das citocinas IL-2 e IL-4 de 167 pacientes diagnosticados com SRAG
por SARS-CoV-2.

Obito em até 30 dias

Citocinas Sim N&o p-valor ***
Média + DP Média = DP
M2 IL-4 3,13+0,55 3,02+0,38 0,323
M2 IL-2 7,02+0,81 7,08 £ 0,40 0,690

Legenda: M2 (sete dias apds admissao na UTI); IL-2 (interleucina 2); IL-4 (interleucina 4). ***
t Student

Discussao

A maioria dos pacientes internados era do sexo masculino, resultado
semelhante aos estudos anteriores, em que homens tém maior probabilidade de
contrair e transmitir o virus da COVID-19 do que as mulheres, bem como sdo mais
suscetiveis a desenvolver casos graves e morrer em decorréncia da doenca (7).

Neste estudo, pacientes que evoluiram para o 6bito e 6bito em 30 dias
apresentaram uma média de idade maior em relacdo aos pacientes que
permaneceram vivos. Idade avancada e COVID-19 sdo dois fatores que podem
influenciar na gravidade da doenca causada pelo coronavirus. Pessoas com mais de

60 anos tém maior risco de desenvolver complicacdes e obito pela COVID-19 e isso
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se deve, em parte, a presenca de comorbidades nessa faixa etaria e maior
susceptibilidade a infeccdo por mudancas na resposta do sistema imunolégico do
organismo decorrente da idade (8).

Estudos apontam uma correlacéo significativa da idade com a gravidade do
acometimento pulmonar, também sendo referida como fator de risco para a
pneumonia por COVID-19 grave e internacdo em UTI (9,10,11). Em termos de
preditores de severidade, idade mais avancada foi a Unica variavel
independentemente associada a necessidade de ventilacdo mecénica (9). Para
Morais Filho et al. (12), a idade apresentou associacdo com 6bito, também sendo, um
preditor independente de mortalidade.

Um levantamento abrangendo cerca de 50 UTI’s publicas e privadas estimou o
tempo médio de permanéncia hospitalar para tratamento de COVID-19 em 22 dias, e
de UTI em 11,6 dias (13). Estes dados refletem os resultados apresentados nesta
pesquisa, 0 que influenciou a necessidade emergente de reorganizacao dos servicos
de saude, considerando a taxa de ocupacdo dos leitos em funcdo do tempo de
permanéncia do paciente pelos cuidados intensivos necessarios na fase aguda da
doenca.

Na COVID-19, a maioria dos pacientes apresenta um curso clinico leve da
doenca. No entanto, cerca de 15% dos casos de COVID-19 evoluem para doenca
grave, que pode requerer oxigenoterapia ou hospitalizacdo (14). Considerando que o
periodo de incubacao viral pode durar em média cinco a sete dias, é possivel que os
sintomas demorem até 14 dias para aparecer apos a infec¢do. Ainda no ano de 2021,
o tempo de duracédo entre o inicio dos sintomas e a admisséo hospitalar foi em média
de seis dias, e, para a admissao em UTI, de sete dias (15). Neste contexto, a busca
pela assisténcia de saude ocontecia tardiamente, na ocorréncia dos sintomas
respiratorios significativos, o que permite inferir que estes pacientes ja eram admitidos
em condi¢des clinicas mais graves, com insuficiéncia respiratéria aguda instalada.

Como evidenciado nesta pesquisa, mesmo apresentando um quadro de leséo
pulmonar aguda no momento da internagdo, a maioria dos pacientes teve alta. No
entanto, entre aqueles que morreram, o 6bito ocorreu, em sua maioria, Nnos primeiros
30 dias de internagdo, evidenciando, assim, a rapida progressdo do processo
inflamatorio decorrente da infecgcdo por uma possivel desregulacdo imunoldgica.
Quando existe resposta inflamatoria adequada, os pacientes nao progridem da fase

leve e ocorre resolucdo da infeccdo. A medida que existe uma resposta imune
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exacerbada, a doenca evolui para as formas graves e critica (16).

Perfil das citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias na fase aguda da SRAG
por SARS-CoV-2 de pacientes internados em UTI

Os dados analisados evidenciaram uma diferenca estatisticamente significativa
nas concentragdes das citocinas IFN-y, IL-10 e IL-6, em relagdo aos momentos
analisados. No entanto, podemos observar diferengas no comportamento destas
citocinas no curso da doenca. Na primeira coleta, realizada na admissdo na UTI, as
citocinas pro-inflamatérias IFN-y e IL-6 se apresentaram elevadas em comparacao as
outras citocinas estudadas. Entretanto, apenas os niveis de IFN-y se reduziram apos
sete dias.

Niveis séricos elevados de IFN-y foram relatados anteriormente em pacientes
com SARS-CoV e Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (17). Pode-se inferir que,
o valor elevado desta citocina, no momento da admisséo na UTI, reflete uma resposta
imunoldgica inicial do organismo, para inducao da atividade macrofagica de destruicao
do patégeno e ampliacdo na liberacdo das demais citocinas (pro-inflamatérias, pro-
fibréticas e regulatérias da resposta imune) (16). Huang et al. (18) evidenciaram que
0s niveis séricos de IFN-y eram maiores em pacientes com COVID-19 do que em
individuos saudaveis e propuseram que a elevagcdo dessa e de outras citocinas pode
resultar da ativacéo de células T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2).

Em outro estudo, os niveis dessa citocina eram mais baixos nas células de
grupamento de diferenciacdo 4 (T CD4+) de pacientes infectados pelo coronavirus
com sintomas graves versus leves, sugerindo que a infec¢do pode afetar inicialmente
as células T CD4+ e as células de grupamento de diferenciacdo 8 (CD8+), reduzindo
assim a producéo de IFN-y (19). Sabe-se gque as respostas diminuidas dos linfocitos
T retardam ainda mais a depuracgao viral, levando assim a um ciclo vicioso acionado
por citocinas (4).

A producéo de IL-6 é induzida rapidamente durante as reagdes inflamatorias
agudas, especialmente nas fases iniciais, induzindo um grande nimero de proteinas
de fase aguda, incluindo proteina C-reativa (PCR), amiloide sérica A (SAA),
fibrinogénio, haptoglobina, e a1-antitripsina, portanto, uma alta expressao da IL-6 em
pacientes com COVID-19 pode acelerar o processo inflamatoério, contribuindo para a

tempestade de citocinas e piorando o prognéstico). Niveis elevados de IL-6 foram
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observados em casos de SRAG e relacionados a gravidade dos sintomas e no SARS-
CoV, estando implicado na possivel disfuncionalidade dos linfocitos T (17).

Como descrito em 2004, pacientes com SRAG tinham elevagdo marcada de
citocina IFN-y, citocinas inflamatérias IL-1, IL-6 e IL-12 para pelo menos duas
semanas apoés o inicio da doenca (20).

Um estudo de 452 pacientes infectados com SARS-CoV-2 evidencia que a
elevacao dos niveis de IL-6 apresentou relacdo com sintomas mais graves (21), mau
prognéstico e gravidade da lesdo pulmonar em pacientes com COVID-19 que
desenvolveram pneumonia (19).

Estudos tém utilizado mecanismos farmacolégicos bloqueadores de IL-6 em
pacientes com COVID-19 e os achados fornecem evidéncias que apoiam O0S
resultados favoraveis. Os indices de oxigenacdo respiratéria em pacientes com
COVID-19 que apresentavam estado critico ou grave melhoraram em graus variados
com a utilizacao de anticorpo monoclonal recombinante do receptor de IL-6, sugerindo
o potencial de bloqueio progresséao inflamatéria para reduzir a mortalidade (19). Wan
et al. (22) referem melhora nos niveis de CD4+ T, CD8+ T e IL-6 em pacientes com
COVD-19 grave antes da alta, sugerindo que a funcdo imunoldgica celular dos
pacientes havia sido restaurada durante o periodo de internacao.

Assim como com outras citocinas, os niveis de IL-10 se apresentaram elevados
em pacientes com COVID-19, comparado aqueles com SARS-CoV ou Sindrome
Respiratéria do Oriente Médio (16,17).

Sun et al. (23) relataram que os niveis de IFN-y, IL-6 e IL-10 eram maiores em
pacientes com infeccdo por SARS-CoV-2, mas nao diferiam entre pacientes que
necessitavam de internacdo em UTI e aqueles que ndo necessitavam.

Em estudo realizado por Del Valle et al. (24) a maioria dos pacientes
apresentou citocinas elevadas ou tempestade de citocinas, mas, estes niveis de
citocinas ndo foram tdo altamente correlacionados entre si, sugerindo padrdes
diferenciais de expressédo de citocinas e apresentacdes clinicas potencialmente

distintas com base no perfil relativo de cada citocina independente.

Evolucéo da gravidade da SRAG por SARS-CoV-2 de acordo com o tempo de
ventilagdo mecéanica e a relagdo PaO2/FiO2

Estudos apontam que a saturacdo de oxigénio em ar ambiente, no momento
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da admissdo na UTI esteve associada significativamente a um maior grau de
envolvimento pulmonar, necessidade de internacéo, ventilacdo mecanica e 6bito, o
que também foi visto na literatura (12). De acordo com Bastos et al. (25), indices
baixos de PaO2/FiO2 estiveram significativamente associados a necessidade de
ventilacdo mecanica, ao estagio de progressao da doenca e a morte precoce ou
admissdo na UTI em pacientes hospitalizados, especialmente naqueles com
envolvimento pulmonar.

Em estudo de coorte envolvendo 254.288 pacientes hospitalizados com
COVID-9 no Brasil, Ranzani et al. (15), demonstraram uma taxa de mortalidade
hospitalar de aproximadamente 60% entre os pacientes admitidos na UTI e de cerca
de 80% entre aqueles que receberam VM.

Os resultados deste estudo apontam que, dos pacientes que foram a 6bito
(N=74), 75% foram submetidos a VM por 14 dias. Bastos et al. (25) analisaram os
dados de pacientes internados em decorréncia da COVID-19 no Brasil, a partir de
registros no Sistema de Informacg&o de Vigilancia Epidemioldgica da Gripe (SIVEP-
Gripe) no ano de 2020. Os autores relataram que dentre os individuos que receberam
VM, 80% (36.046 / 45.205) foram a Obito. Em estudo desenvolvido por Corréa et al.
(10), os pacientes que usaram VM tiveram mortalidade hospitalar mais alta em
comparacao aqueles que ndo a usaram. Os tempos de internacdo em UTI e hospitalar
foram mais longos em pacientes que usaram VM em comparagao aos que nao usaram
ventilacdo mecanica. O mesmo estudo identificou que os preditores independentes de
mortalidade hospitalar incluiram idade e necessidade de VM.

Em uma metanélise de um total de 28 estudos e 12.437 pacientes admitidos na
UTI com COVID-19 em todo o mundo, a mortalidade dos pacientes admitidos em UTI
e mecanicamente ventilados foi de 28,3% e 43%, respectivamente (26).

Um estudo retrospectivo concluiu que a necessidade de VM foi comum tanto
em pacientes graves hospitalizados devido a COVID-19, quanto a influenza. No
entanto, em comparacdo com aqueles com influenza, os pacientes na UTI com
COVID-19 tiveram piores resultados respiratorios, incluindo maior duracdo da
ventilacdo mecéanica. Além disso, os pacientes nestas condigbes apresentavam maior
risco de mortalidade hospitalar (27).

Os pacientes que morreram em até 30 dias apresentaram uma mediana de oito
dias de internacédo hospitalar e metade dos pacientes que foram submetidos a VM

evoluiram para o 6bito. Segundo Corréa et al. (10), pacientes com quadro grave da
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COVID-19 admitidos na UTI apresentaram consideravel mortalidade e morbidade,

com alta demanda de terapia de suporte e internacéo prolongada na UTI.

Perfil das citocinas inflamatorias e anti-inflamatdrias e comprometimento

pulmonar através da relacdo PaO2/FiO2

Para Channappanavar e Perlman (28,29) relatam que a ativagéo
hiperinflamatoria caracterizada por infiltragdo de células imunes e niveis elevados de
citocinas como as IL-6, IL-8, IL-10, proteina 10 induzida por interferon gama (IP-10) e
Pentraxina 3 (PTX3), é o principal mecanismo que leva a doenca critica e SRAG.

Em uma analise de subconjuntos de linfécitos e citocinas de 123 pacientes (102
pacientes leves e 21 graves), pesquisadores evidenciaram que o numero de células
T CD4+ e células T CD8+ diminuiu, e os niveis de IL-6 e IL-10 aumentou em casos
graves (30).

Em achados de Del Valle et al. (24), niveis de IL-6 e IL-8 estavam intimamente
correlacionados com a escala de gravidade (moderada, grave e grave com leséo de
orgao-alvo), que leva em consideracdo imagens pulmonares, depuracao de creatinina,
vasoativos e uso de ventilacdo, enquanto TNF-a nao distinguiu apresentagcao
moderada de COVID-19 grave ou uso de VM, mas, em vez disso, aumentou apenas
com dano de 6rgdo-alvo.

Tanto IL-2 quanto IL-6 foram estatisticamente correlacionados com a gravidade
da lesdo pulmonar acessada pelo escore de gravidade da tomografia

computadorizada e PaO2/FiO2 em pacientes com COVID-19 com pneumonia (19).

Perfil das citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias e o tempo de ventilacao
mecanica, tempo de permanéncia na UTl tempo de internacdo hospitalar e morte

em 30 dias

O tempo de recuperacao do paciente com COVID-19 depende da gravidade
dos sintomas, das condi¢des clinicas do paciente, da disponibilidade de recursos
terapéuticos e das possiveis complicagdes ou sequelas da doenca. Estudos mostram
gue o tempo meédio de UTI para pacientes com COVID-19 é de cerca de 14 dias, e 0
tempo médio de ventilagdo mecanica é de cerca de 10 dias (31). Neste estudo, os

pacientes submetidos a VM passaram mais tempo em UTI, com uma mediana de 12
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dias, em relacdo aos pacientes que permaneceram em respiracao espontanea.

A implementacdo de terapias e medidas de monitoramento de suporte,
incluindo o monitoramento dos sinais de alerta de complicac6es (especialmente
insuficiéncia respiratéria e sepse de progressao rapida) e suas comorbidades sao
importantes estratégias de controle da progressdo da doenca nos pacientes
internados. Os critérios de internacdo do paciente com SRAG por COVID-19 em
enfermaria considera o diagndstico clinico da SRAG, presenca de comorbidades e
outros sinais de gravidade, saturacdo de Oz > 92% em oxigénio por cateter nasal até
6L/min., frequéncia respiratéria < 25 incursdes respiratorias por minuto (IRPM) e
auséncia de quadro clinico de sepse ou choque séptico (6). Ainda na enfermaria, o
paciente € monitorado periodicamente quanto aos sinais vitais, oxigenacao, exames
laboratoriais e de imagem. Neste ambiente havera garantia de hidratacdo, nutricdo e
a mobilizacdo precoce do paciente, bem como a prescricdo de medicamentos
sintomaticos e profilaticos para outras possiveis complicacdes. Diante do exposto, o
tempo de permanéncia do paciente internado pode ser prolongado e a adogao das
medidas supracitadas influencia em sua recupec¢ao. Segundo dados da Organizacao
Mundial da Saude, a recuperacéo ocorre, em média, em duas semanas para 0s casos
leves e moderados (32).

O tempo de ventilacdo mecanica pode se constituir como um fator de risco para
o desenvolvimento de complicacdes de salde e para o aumento da mortalidade dos
pacientes (13,15,25). Os dados desta pesquisa refletem que aqueles pacientes que
evoluiram para Obito, apresentaram uma mediana de 8 dias de VM. Isto pode estar
associado tanto a rapida evolucdo da doenca, quanto gravidade do quadro
apresentado pelo paciente e aos proprios fatores de risco inerentes a VM. O papel do
fisioterapeuta € fundamental no processo de desmame, pois ele pode avaliar,
monitorar e intervir no paciente, visando otimizar sua funcdo respiratéria, prevenir
complicag@es e facilitar a retirada da ventilagdo mecéanica (33).

O biotrauma é o processo inflamatério desencadeado pelas estratégias
ventilatorias lesivas, que envolve a liberagcdo de mediadores inflamatorios, levando a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, recrutamento de leucécitos e inflamacéo.
Sabe-se que a IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que regula negativamente a
expressao de citocinas pro-inflamatodrias, antigenos de classe Il do complexo principal
de histocompatibilidade e moléculas coestimulatorias em macréfagos. Em um possivel

contexto inflamatério associado ao biotrauma decorrente da VM na admissdo na UTI,
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esta citocina pode desempenhar um papel importante na limitacdo da resposta imune
e na prevencao de danos ao hospedeiro enquanto mantém a homeostase normal dos
tecidos, mantendo efeitos protetores na lesdo pulmonar induzida pela ventilacdo
mecanica (LPIV), ao reduzir a inflamagéo e o estresse oxidativo nos pulmodes (34).

A LPIV é outro efeito adverso da VM, caracterizada por dano pulmonar com
producao local de citocinas, infiltrado inflamatério neutrofilico e quebra da barreira
alveolocapilar. Importante destacar que a citocina pro-inflamatéria IL-6 € uma das
citocinas envolvidas na LPIV, sendo produzida pelas células alveolares e endoteliais
em resposta a distensao pulmonar (35). A IL-6 também pode atuar como um fator de
agravo da LPIV pelo aumento da permeabilidade vascular pulmonar, facilitando o
edema e a hemorragia alveolar, bem como potencializando a inflamacéo e a lesao
celular. Associado a este fendmeno, a IL-6 também tem sido descrita como um fator
critico na resposta imune a COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, 0 que se
reflete em valores significativamente elevados desta citocina no momento da
admisséo na UTI, quando comparada as outras citocinas.

Houve relagéo estatisticamente significativa entre niveis séricos mais elevados
da citocina anti-inflamatoria IL-10 e citocina pro-inflamatéria IL-6, tanto no momento
da admisséo na UTI como sete dias ap6s admissao e tendéncia para o 6bito.

Todos os bracos do sistema imune, respostas inata e adaptativa, bem como
mediadores e células imunoldgicas estdo envolvidos na resposta ao SARS-CoV-2. As
citocinas envolvidas no sistema imune inato desempenham um papel fundamental na
defesa contra patdgenos, na inflamacdo e na modulacdo da resposta imune
adaptativa. Considerando que as fases da COVID-19 parecem estar relacionadas a
intensidade da resposta imune, temos que em geral, os pacientes sao admitidos na
UTI ainda na fase aguda da doenca, onde ainda ha uma atividade significativa do
sistema imune inato. No caso da SRAG, a hiperatividade da resposta imune inata
desencadeia uma série de ocorréncias e, especificamente, estd relacionada a
tempestade de citocinas, que pode gerar também lesdo de multipos 6Orgéaos e
coagulacgao intravascular disseminada (36).

A IL-6 € uma das principais citocinas pro-inflamatorias envolvidas na resposta
imune ao SARS-CoV-2, pela a inducdo da fase aguda de resposta e ativacao de
células imunes. Estudos demonstram que uma alta expressao de IL-6 em pacientes
com COVID-19 pode acelerar o processo inflamatério, contribuindo para a tempestade

de citocinas e piorando o progndéstico (17), estando associada a piores desfechos
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clinicos em pacientes com COVID-19, especialmente naqueles com doenca grave ou
critica.

Estudos de Wan et al. (22) demonstram que as taxas de sobrevida mais altas
ocorreram no grupo leve e naqueles com IL-6 dentro dos valores normais. Portanto, a
IL-6 pode ser considerada um dos principais biomarcadores inflamatérios associados
a gravidade e ao Obito em pacientes com COVID-19, pois contribui para a
desregulacéo imunoldgica hiperinflamatéria que caracteriza essa doenca.

Pesquisas apontam que, embora ndo tenha havido diferenca significativa na
carga de acido ribonucleico (RNA) viral entre pacientes com COVID-19 moderada e
grave, os pacientes com doenca moderada mostraram um declinio constante na carga
viral carga ao longo do curso da doencga, enquanto aqueles com doenca grave néo.

As correlagdes longitudinais de citocinas, medidas em termos de dias a partir
do inicio dos sintomas, indicaram que as principais diferencas nos fendtipos
imunologicos entre doenca moderada e grave eram aparentes apdés o dia 10 de
infeccdo. Nos primeiros dias, os pacientes infectados apresentaram citocinas,
quimiocinas e marcadores imunolégicos semelhantes; ap6s o décimo dia, esses
marcadores diminuiram constantemente em pacientes com doenca moderada e se
mantiveram elevados nos pacientes considerados graves (37). Tanto a IL-6, quanto a
IL-10, se apresentraram elevados em relacéo as outras citocinas estudadas, desde a
admissdo do paciente na UTI até o sétimo dia apds admissdo. Neste contexto, as
respostas inflamatérias continuavam acontecendo, contribuindo para seu
agravamento e desfecho.

IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria e imunossupressora que é produzida por
varias células do sistema imunolégico, tendo como principal funcdo a inibicdo da
resposta imune do hospedeiro a patbgenos e microbiota, evitando, assim, danos
teciduais e imunopatologia. A elevacdo dramatica precoce de IL-10 parece ser uma
caracteristica distintiva da hiperinflamacao durante a infeccdo grave por SARS-CoV-
2, como uma tentativa de atenuar a hiperinflamacéo e prevenir danos teciduais (19).

Chen et al. (19) detectaram indices de IL-10 elevados em pacientes com
COVID-19 e relacionou seus niveis com a gravidade e progressdo da doenca, assim
no caso de outras citocinas. Outros estudos indicam que os niveis de IL-10 predizem
desfechos desfavoraveis em pacientes com COVID-19, por apresentar efeitos pro-
inflamatdrios “nao classicos” que contribuem para a tempestade de citocinas durante

a COVID-19 ou alguma resisténcia a acdo anti-inflamatoéria classica de IL-10 em
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pacientes com COVID-19 grave (38). Neste contexto, os niveis elevados de IL-10 em
pacientes graves com COVID-19 podem ser inicialmente atribuidos a um mecanismo
de feedback negativo por meio de suas atividades anti-inflamatérias.

Lu et al. (38) propuseram um papel participativo da IL-10 em dois estdgios na
progressdo da doenca por COVID-19. No inicio da infeccéo viral, a IL-10 atua como
uma contramedida aos moduladores pré-inflamatérios em um mecanismo de feedback
negativo. No entanto, com a progressdo da doenca, o nivel endégeno de IL-10
aumenta, ativando seu aspecto pro-inflamatério e contribuindo para a furiosa
tempestade de citocinas.

Estudos mostram que os pacientes com quadro grave de COVID-19 podem
apresentar niveis significativamente elevados de IL-6 e a IL-10, quando comparadas
as outras citocinas e esta possivel desregulacdo na resposta imune contra o COVID-
19 pode influenciar na gravidade da doenca (39).

Ainda no inicio da pandemia no Brasil, proximo ao periodo de referéncia deste
estudo, a falta de conhecimento sobre o curso da doencga, a organizacao dos servigos
de saude e as constantes atualizac6es nos protocolos clinicos introduziu algumas
limitacBes a investigacdo. Uma delas esteve relacionada ao proprio diagndéstico da
SRAG por COVID-19, que inicialmente, estava baseado primordialmente nas
condicBes clinicas dos pacientes, considerando a série de sintomas apresentados,
enquanto aguardavam os resultados dos exames laboratoriais, e, em dentrimento da
falta de recursos fisicos e humanos, logistica e condi¢des clinicas dos pacientes que
pudessem ser submetidos a exames de imagem com maior definicAo, como a
tomografia computadorizada. Importante ressaltar que os casos de SRAG por COVID-
19 no Brasil s6 passaram a ser de fato confirmados por testes laboratoriais no Brasil
a partir da 102 semana epidemioldgica (marco de 2020). Outra limitacdo esteve
relacionada a baixa qualidade no preenchimento de informacfes importantes nos
prontuarios dos pacientes, especialmente aquelas que visam descrever
caracteristicas clinicas e epidemiolégicas do agravo, bem como do processo de
internacao.

Houve relacdo significativa entre indices elevados das citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias com a gravidade da SRAG, especialmente em
relacéo aos niveis de IL-6 e IL-10 quando comparadas as demais citocinas estudadas,
com implicagdes importantes nos indices de PaO2/FiOz2, utilizacdo de VM tempo de

internacdo na UTI, e desfecho de obito. A interacdo entre as citocinas IL-6 e IL-10
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pode ser um fator importante na regulacdo da resposta imune e inflamatéria no
quadros de SRAG decorrentes da COVID-19.
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6 CONCLUSOES

Nossos resultados contribuem para a compreenséo da influéncia das citocinas
no prognostico das doencas pulmonares graves desencadeadas pela infeccdo do
SARS-CoV-2 e no valor das citocinas Thl e Th2 enquanto indicador progndstico para
monitoramento, controle e tratamento dos casos, considerando que as maiores
complicagbes, em geral, ocorrem entre o 7° e 0 12° dia da doenca.

Houve relacéo significativa entre indices elevados das citocinas Thl e Th2 com
a gravidade da SRAG, especialmente em relac&o aos niveis plasmaticos de IL-6 e IL-
10, com implicagBes importantes nos incices de PaO2/FiO2, utilizagdo de ventilagao
mecanica, tempo de internacdo na UTI, e desfecho de 6bito.

Na admissao na UTI, os indices de IFN-y, IL-10 e IL-6 se apresentaram
aumentados em relacdo as outras citocinas estudadas.

Pacientes que apresentaram, no momento da admissdo, niveis séricos das
citocinas IL-10 e IL-6 elevados se comportaram com maior tendéncia para a VM, com
indices de PaO2/FiO2 sugestivos de lesdo pulmonar grave para a maioria dos
internados.

Dos pacientes que foram a 6bito, a maioria (90,5%) necessitou de VM. E,
nestes, a morte ocorreu em até 30 dias (89,5%).0s pacientes que tiveram alta
permaneceram por um tempo mais prolongado de internacao hospitalar.

Niveis séricos mais elevados de IL-10 e IL-6, sete dias apds a entrada na UTI,
correlacéo direta com o desfecho morte e morte em 30 dias.

Entender o papel das citocinas na inducdo de infeccdo e inflamagdo em
pacientes com COVID-19 pode revelar estratégias de controle e tratamento eficazes,
considerando o mecanismo imunoldgico envolvido. Recomendamos, portanto, que
sejam estabelecidos indicadores progndsticos no cuidado do paciente com SRAG
decorrente da infeccédo pelo SARS-CoV-2, considerando os niveis plasmaticos das
citocinas apresentadas. No campo dos métodos de tratamento, mais pesquisas
devem ser realizadas visando o controle da replicagdo do virus COVID-19 para,

finalmente, reduzir seus efeitos colaterais.
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Versao: 1
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Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 4.031.889

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de projeto e emenda 1 analisados e aprovados pela CONEP. E um estudo prospective a ser
realizado em 50 pacientes que apresentarem a COVID-19 com manifestagdes de leve a moderadas,
caracterizados como Sindrome Gripal, 50 pacientes que apresentarem a COVID-19 com manifestagtes
respiratdrias graves, caracterizados como SRAG; 50 pacientes que vivem com o HIV e que apresentarem a
COVID-19 com manifestacdes de leve a moderadas, caracterizados como Sindrome Gripal e 50 pacientes
que vivern com o HIV e que apresentarem a COVID-19 com manifestagdes respiratdrias graves,
caracterizados come SRAG, internados e atendidos no Hospital das Clinicas da UFPE.

Serdo submetidos a coleta de 20ml de sangue para avaliacdo de linfocitos CD3, CD4, CD8, CD14, CD19,
CD24, CD25, CD27, CD38; concentracio das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL- 1T7A, IFN- & TNF e
concentra¢do das guimiocinas CXCLA&/IL-8, CCLS/RANTES, CXCL9/MIG,

CCLZ/MCP-1 e CXCL10/P-10.

Os resultados serdo confrontados com avaliagdes clinicas de desfecho a serem obtidos dos prontuarios:

- Dias de hospitalizacao,

= Admissdo em unidade de terapia intensiva;

- Necessidade de suporte ventilatério;

- Achados radiolégicos de radiografia de torax;
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- Dado de gasimetria arterial que correlacionern as trocas gasosas;

- Utilizagdo de drogas terapéuticas;

- Desfecho dbita.

Havera retengdo de amostras para armazenamento em banco que serdo estocadas conforme normas para
formacao de biorepositdrio sob responsabilidade da pequisadora coordenadora declarada em fermulério de
biorepositdrio.

Critério de Inclusao:

- Ser maior de 18 anos;

- Diagnostice de Sindrome Gripal ou SRAG confirmados por teste molecular realizade por LACEN para
CoVid-19.

Critério de Exclusao:
- Diagnostico de Sindrome Gripal ou SRAG causados por outros virus respiratérios.

Objetive da Pesquisa:
Investigar biomarcadores de evolugao clinica durante a infecgao pelo COVID-19.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Séo previstos dois riscos para o participante do projeto:

1) a coleta de sangue, que & praticamente isenta de risco, pois todo material utilizado & descartavel, porém,
podera causar dor ou hematoma;

2) constrangimento por acesso as informagdes do prontuario, mas que, informaremos ao paciente que na
pesquisa, os pacientes serdo tratados com

codigo da pesquisa, de forma que a equipe ndo terd acesso ao nome dos sujeitos, a ndo ser os seus
médicos. Além disso, quando os resultados

forem publicados, garantiremos a preservagio da identidade do sujeito.

Beneficios:

Nao sao previstos beneficios direto ao paciente, pois este estudo & de carater exploratorio, quanto ao
entendimento da resposta imune dirigida ao

COVID-19. Assim, os resultados do presente estudo poderdo auxiliar o entendimento da imunopatogénese
da doenga.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Nenhuma

Consideragtes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

1. O TCLE precisa ser corrigido devido a erro de digitagdo no primeiro paragrafo da pagina. A pendencia
apontada pela CONEP sobre a possibilidade de retirada do consentimento para armazenamento de material

biolégico estd adequada.

Recomendagbes:
Corrigir o TCLE

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Pesquisa COVID aprovada com parecer da CONEP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipe Documento Arquive Postagem Autor Situagio
Informacées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 06/05/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1547162 pdf 17:00:31
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Qutros Texto_modelo_anuencia_colaboradores.| 06/04/2020 |Virginia Maria Barros| Aceito

docx 18:50:30 |de Lorena

Qutros Carta_Resposta_Conep.pdf 06/04/2020 |Virginia Maria Barros |  Aceito
18:49:04 |de Lorena

TCLE /! Termos de | TCLE.pdf 06/04/2020 |Virginia Maria Barros | Aceito

Assentimento / 13:53:24 |de Lorena

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_CoVid19_VMBLorena. pdf 06/04/2020 |Virginia Maria Barros | Aceito

Brochura 13:53:14 | de Lorena

Investigador
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa Prospecgio de
biomarcadores de evolugdo clinica do COVID-19, sob a responsabilidade da
pesquisadora Virginia Lorena do Instituto Aggeu Magalh3es, Fundagio Oswaldo Cruz. Essa
pesquisa pretende entender porque algumas pessoas com a infecgdo pelo novo coronavirus
(COVID-19) apresentam manifestagdes clinicas graves e outras nao.

Sua participagdo € muito importante, pois, como portador do COVID-19, o (a) Sr (a)
possui células que reconhecem o virus (resposta imune). Desta forma, sua participagao nos
ajudara a entender a doenca trazendo um beneficio para outros pacientes, que por ventura
apresentarem a infecgdo pelo COVID-19. Sua participagio neste trabalho & voluntaria e se
dara através de:

(1) permitir a coleta de até 5 (cinco) colheres de cha de sangue (cerca de 25 ml)
através de um tubo adaptado a uma agulha, estéril e descartdvel. Esse procedimento é
praticamente isento de risco, pois todo material utilizado & descartavel, porém, podera causar
dor ou mancha vermelha (hematoma). O sangue serd utilizado para estudar as células da
imunidade e seus produtos secretados (quimiocinas e citocinas).

(2) Permitir o acesso as informacgdes de seu prontuario

(3) Assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.

E importante vocé saber que um pouco da amostra de sangue serd armazenada a -
70°C para utilizages em pesquisas futuras. Essas amostras serdo utilizadas nas pesquisas
futuras com objetivos de: realizar novos estudes que complementem os objetivos aqui
propostos a fim de fechar as “lacunas” no entendimento das respostas imunoldgicas de
pessoas infectadas pelo COVID-19. Desta forma, se no futuro, sua amostra armazenada for
utilizada para outra pesquisa, poderemos entrar em contato para preenchimento de outro
TCLE. Informactes sobre o andamento e resultados das pesguisas podem ser fornecidas
para o (a) Sr (a), quando desejar através das formas de contato conosco, disponibilizadas ao
final deste documento.

Garantiremos a confidencialidade das informagbes prestadas, assim como o anonimato de
todos que participarem da pesquisa. Se o(a) Sr(a) aceitar participar, estara contribuindo para
a geragdo de conhecimento sobre o a infecgdo pelo novo coronaviruis e resposta imune frente
o COVID-19. Caso ofa) Sr{a) ndo aceite participar da pesquisa o seu atendimento e cuidados
no hospital continuarao acontecendo normalmente.

Rubrica do paricipanta:

Rubrica do pesquisador responsavel:
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Se depois de consentir em sua participagdo o (a) Sr (a) desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo @ sem nenhum
prejuizo a sua pessoa. A retirada da autorizagdo de guarda da sua amostra armazenada sera
realizada apds assinatura de documento pedindo a retirada com validade a partir da data da
comunicagao da decisao.

O (a) Sr (a) nao tera nenhuma despesa e tambem n&o recebera nenhuma
remuneragao. No entanto, caso tenha qualquer necessidade de despesa decorrente da sua
participagao na pesquisa, havera ressarcimento pelo grupo de pesquisa. De igual maneira,
caso ocorra algum dano decorrente da sua participagdo no estudo, serd devidamente
indenizado (a) judicialmente.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade nao
serd divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informagéo, o (a) Sr (a) podera
entrar em contato através do endereco Instituto Aggeu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo Cruz,
Campus da UFPE, Av. Moraes Rego, s/n, pelo telefone (81) 2101-2563 com a pesquisadora
Dra Virginia Lorena, ou podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa —
CEP/IAM/FIOCRUZ, telefone (81) 2101-2639.

Consentimento Pos-Informagao

Eu

fui informado (a) sobre o que o pesquisador quer fazer e o porqué precisa da minha
colaboragéo, e entendi a explicagéo. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo
que néo vou ganhar nada e que posso sair do projeto quando quiser.

Este documento & emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

Data 7/ !

Assinatura do participante ou Impressao do dedo polegar

W ) Bt A owus—
Virginia Maria Barros de Lorena

IAM/Fiocruz -Pesquisadora Responsavel
Telefone lAM/Fiocruz: (81) 2101-2563
E-mail: lorena@cpgam fiocruz.br
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ANEXO C - BULA DO KIT DE CITOCINAS

BD Cytometric Bead Array
(CBA) Human Inflammatory
Cytokines Kit

Instruction Manual
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