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RESUMO

Introducdo: A COVID-19 é uma doenca causada pelo virus SARS-CoV-2, altamente
infeccioso, levando a milhares de contaminados em poucos dias. Um achado importante nos
pacientes acometidos com a COVID-19 é a alteracdo em parametros hematoldgicos e
elevacdo da concentracdo sérica de citocinas inflamatdrias, como a interleucina 6 (IL6),
sobretudo em casos graves da doenca. Este estudo objetivou caracterizar parametros
hematologicos e inflamatorios em pessoas acometidas por COVID-19 e analisar o poder de
predicdo desses biomarcadores para a gravidade da doenca. Métodos: Trata-se de um estudo
translacional com pacientes adultos, positivos para SARS-CoV-2 e residentes em uma regido
da Amazonia Legal (Sdo Luis/MA) dos quais coletou-se dados sociodemograficos (idade,
sexo, raca/cor, estado civil, local de origem), hospitalares (resultado do teste de molecular
para COVID-19, local de internacdo — enfermaria ou unidade de tratamento intensivo,
saturacdo de oxigénio, desfecho — alta hospitalar ou 6bito) e laboratoriais (hemograma
completo, proteina C Reativa - PCR, ferritina sérica). Além disso, realizou-se o célculo de
parametros inflamatorios (Relagdo Neutrofilo-Linfocito — RNL e Relagdo Neutrdfilo-
Plaquetas - RNP) e determinou-se a concentracdo sérica de citocinas pro-inflamatorias
[Interleucina 6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-alfa), Interferon Alfa-2 (IFN-
alfa2), Interleucina 12p40 (1L-12p40), Interferon Gama (IFN-Gama), Fator de Necrose
Tumoral Beta (TNF-Beta), Interleucina 18 (IL-18), Interleucina IL-2R alfa (IL-2R alfa) e
Interleucina IL-16 (IL-16)]. Os participantes foram divididos em grupo controle e de acordo
com a gravidade da doenga (COVID-19 moderada e COVID-19 grave), o que foi determinado
pelo local de internagdo (enfermaria ou UTI) associado a saturacdo de oxigénio ou
necessidade de ventilagdo mecanica. Os dados foram analisados utilizando-se o software
programa estatistico GraphPad Prism® versdo 8 e IBM SPSS versdo 24, com nivel de
significancia de 0,05. Resultados: O numero de leucdcitos totais (7598.51+3530 versus
13085+7985), neutrofilos (5349.18+3565 versus 21910.75£6808), a RNL (6.13+6.94 versus
15.86+25.53) e a concentracao sérica de PCR (4.47+4.77 versus 8.67+7.72) tiveram maiores
médias no grupo com a COVID-19 grave, com significancia estatistica (p<0,05). Os valores
de leucdcitos totais e neutréfilos apresentaram area sob a curva ROC de 0.747 (p<0.05) e
0.777 (p<0.05), respectivamente. A RNL e PCR apresentaram respectivamente valores de
areas de 0.722 e 0.700. O poder de predicdo das citocinas pro-inflamatérias em diferenciar 0s
casos moderados dos graves na COVID-19, também foi apresentado em modelos de curva
ROC, sendo que a IL-6 apresentou area sob a curva (AUC) de 0,727, com ponto de corte >
0,93, a IL-16 apresentou AUC de 0,740, com ponto de corte > 33,55 e 0 IFN-AIlfa2 mostrou
uma AUC de 0,727, com ponto de corte > 3,06 demonstrando serem bons preditores de
gravidade da COVID. Concluséo: Este estudo demonstrou que parametros laboratoriais como
0 numero de leucdcitos totais, de neutrdfilos, a RNL, a PCR, bem como as citocinas pro-
inflamatdrias 1L-6, IL-16 e IFN-Alfa2 foram capazes de predizer a gravidade da COVID-19
podendo assim, serem biomarcadores laboratoriais de grande auxilio no manejo clinico do
paciente.

Palavras-Chaves: COVID-19. Citocinas. Severidade. Progndstico.



ABSTRACT

Introduction: COVID-19 is a disease caused by the highly infectious SARS-CoV-2 virus,
leading to thousands of infected in a few days. An important finding in patients affected with
COVID-19 is the change in hematological parameters and increased serum concentration of
inflammatory cytokines, such as interleukin 6 (IL6), especially in severe cases of the disease.
This study aimed to characterize hematological and inflammatory parameters in people
affected by COVID-19 and to analyze the predicting power of biomarkers for the severity of
the disease. Methods: This is a translational study with adult patients, positive for SARS-
CoV-2 and living in a region of the Legal Amazon (S&o Luis/MA) from which
sociodemographic data (age, gender, race/color, marital status, place of origin), health
(molecular test result for COVID-19, place of hospitalization — infirmary or intensive
treatment unit, oxygen saturation, discharge - hospital discharge or death) and laboratory
discharge (hcomplete emogram, C Reactive protein - PCR, ferritin. In addition, inflammatory
parameters (Neutrophil-Lymphocyte-Lymphocyte Relationship - RNL and Neutrophil-
Platelet Relationship - RNP) were performed and the serum concentration of Pro-
Inflammatory Cytokines was determined [Interleukin 6 (IL-6), Tumor Necrosis Factor Alpha
(TNF-alpha), Interferon Alpha-2 (IFN-alpha 2), Interleukin 12p40 (IL-12p40), Interferon
Gamma (IFN-Gamma), Beta Tumor Necrosis Factor (TNF-Beta), Interleukin 18 (IL-18),
Interleukin IL-2R alpha (IL-2R alpha) and Interleukin IL-16 (IL-16)]. The participants were
divided into a control group and according to the severity of the disease (moderate COVID-19
and severe COVID-19), which was determined by the place of hospitalization (infirmary or
ICU) associated with oxygen saturation or need for mechanical ventilation. The data were
analyzed using the software statistical program GraphPad Prism version® 8 and IBM SPSS
version 24, with significance level of 0.05. Results: The number of total leukocytes
(7598.51+3530 versus 13085+7985), neutrophils (5349.18+3565 versus 21910.75+6808),
RNL (6.13+6.94 versus 15.86+25.53) and serum CRP concentration (4.47+4.77 versus
8.67+£7.72) had higher averages in the group with severe COVID-19, with statistical
significance (p<0.05). The values of total leukocytes and neutrophils presented an area under
the ROC curve of 0.747 (p<0.05) and 0.777 (p<0.05), respectively. The RNL and PCR
showed, respectively, values of areas of 0.722 and 0.700. The predicting power of pro-
inflammatory cytokines to differentiate moderate from severe cases in COVID-19, it was also
presented in ROC curve models, and IL-6 presented an area under the curve (AUC) of 0.727,
with a cutoff point > 0.93, IL-16 presented AUC of 0.740, with a cutoff point > 33.55 and
IFN-Alpha2 showed an AUC of 0.727, with cutoff point > 3.06 demonstrating to be good
predictors of covid severity. Conclusion: This study demonstrated that laboratory parameters
such as the number of total leukocytes, neutrophils, RNL, PCR, as well as pro-inflammatory
cytokines IL-6, IL-16 and IFN-Alfa2 can predict the severity of COVID-19 and may thus be
laboratory biomaracators of great help in the clinical management of the patient.

Keywords: COVID-19. Cytokines. Severity. Prognosis.



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 — (Artigo 01) - Descricdo de dados sociodemograficos de pacientes positivos para
SARS-COV-2 internados no Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhéo,

conforme a severidade da doenga. SE0 LUIS/MA — 2020..........ccoreiienineienineneese s 33

Tabela 02 -(Artigo 01) - Anélise de varidveis preditoras para o desfecho de COVID-19
severa atraveés da regressdo logistica binaria. Sao LUiS/MA — 2020.........ccccccvevviieevvevieciennnn, 35

Tabela 03-(Artigo 01) - Caracterizacdo dos parametros hematologicos e biomarcadores
inflamatorios de pacientes positivos para SARS-COV-2 internados no Hospital Universitario
da Universidade Federal do Maranh&o, conforme a severidade da doenca. S&o Luis/MA —

Tabela 01-(Artigo 02) - Dados sociodemograficos de pacientes com COVID-19, em fase
aguda da infeccdo, internados no Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranh&o. S0 LUiS/MA - Brasil, 2020............ccceiiiiiiieeie et re e 56

Tabela 02-(Artigo 02) - Perfil de citocinas pré-inflamatérias em pacientes com COVID-19,
em fase aguda da infecgdo, internados no Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranh@o. S0 LUIS/MA - BrasSil, 2020..........cccuuiiiieieieieie e 57



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — EStrutura do COTONAVITUS ......cceeiieieiie e stee e e et e e sre e e e sne e nnees 16

Figura 2- Fluxograma do funcionamento do sistema Renina-Agiotensina-

N [0 [0S (=] (] - OSSR 18
Figura 3. Manifestacdes associadas com a COVID-19.........ccccovevviieiieie e 21
Figura 4. llustracdo do processo inflamatorio na infeccdo pelo SARS-CoV-2.........cccceevveenen, 24

Figura 1 (Artigo 01). A. Andlise da Curva ROC do poder de discriminacdo dos pardmetros
hematologicos Leucécitos e Neutrofilos quanto a COVID-19 em estagio severo/grave. B.
Andlise da Curva ROC do poder discriminatorios dos marcadores inflamatdrios Relagdo
Neutrofilo-Linfocito e Proteina C Reativa quanto a COVID-19 em estdgio severo/grave. C.
Sensibilidade e Especificidade de parametros hematologicos e Marcadores Laboratoriais na
Prediga0 da COVID-19 SEVEIA.....c..eiiiuiiiicieieeeiee et et eare e e earee e 38
Figura 1 (Artigo 02). Comparacdo entre as concentracdes de citocinas pro-inflamatorias entre

0S grupos Controle, Moderado € GFAVE...........cccveiuveiieiiieieeite e se et sreesresneesres 58

Figura 2 (Artigo 02). Modelo de Curva ROC de predicdo de casos de COVID-19 grave. (A)
Para a Interleucina IL-6 (B) Para a interleucina IL-16 (C)Para o Interferon IFN-Alfa2 (IFN-



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ACE: Enzima Conversora de Angiotensina
ACE2: Enzima Conversora de Angiotensina 2
Ang-2: Angiotensina Il

CDC: Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
CLLI: Clinica

E: Envelope

ESPIN: Emergéncia de Saude Pablica de Importancia Nacional
IFNs: Interferons

IFN gama: Interferon gama

IL-1: Interleucina 1

IL-10: Interleucina 10

IL-18: Interleucina 18

IL-2: Interleucina 2

IL-4: Interleucina 4

IL-6: Interleucina 6

IL-7: Interleucina 7

IL-9: Interleucina 9

HLH: Linfohistiocitose Hemofagocitica

M: Membrana

MCP-1: Proteina Quimioatraente de Mondcitos-1
N: Nucleocapsideo

PCR: Cadeia da Polimerase

PCR: Proteina C Reativa

PRP: Reconhecimento Padréo

RAS: Sistema Renina-Angiotensina

RNA: Acido Ribonucleico

RNL: Relacdo Neutroofilo-Linfdcito

RPL: Relagdo Plaqueta-Linfocito

S: Spike

SRAA: Sistema Renina Angiotensina Aldosterona
SRAG: Sindrome Respiratoria Aguda Grave

TNF-beta: Fator de Necrose Tumoral Beta



TNF-a: Fator de Necrose Tumoral-a

UTI: Unidade de Terapia Intensiva



12

1. INTRODUCAO

A COVID-19 é uma doenca causada pelo virus SARS-CoV-2, altamente infeccioso,
levando a milhares de contaminados em poucos dias. A doenca é caracterizada por uma
sindrome respiratoria aguda e espalhou-se de forma continua pelo mundo. Atraveés de técnicas
de sequenciamento, 0 SARS-CoV-2 foi identificado como um betacoronavirus, sendo mais
infeccioso que o0 SARS-CoV, tendo um alto poder de viruléncia.

A transmissdo da COVID-19 ocorre através de goticulas respiratorias, contato direto
com os individuos infectados ou contato com os fomites contaminados (LI et al., 2020). Os
principais sintomas sdo: febre, tosse seca, fadiga, e desconforto respiratorio, além de perda do
olfato e paladar. Fatores de risco como: idade avancada, pertencer ao sexo masculino e
possuir comorbidades como diabetes, hipertensao arterial, dentre outras podem influenciar na
evolucdo mais rapida para uma pneumonia severa (LAI et al., 2020; SUNDARAM et al.,
2021).

No Brasil, os primeiros casos da COVID-19 foram confirmados em fevereiro de 2020,
em 3 de fevereiro de 2020 foi declarado Emergéncia de Salde Publica de Importancia
Nacional (ESPIN) e em maio de 2020 o Brasil contava com 233.142 nimero de casos
(1.109,4 por 1 milh&o de habitante) (DA SILVA et al., 2020).

O estudo de Cavalcante et al., (2020), sobre a evoluc¢édo da epidemia da COVID-19 no
Brasil até a semana epidemioldgica 20 de 2020, relatou que ao comparar as Unidades
Federativas com maior nimero de casos acumulados apds o 50°. caso, foi possivel verificar
que o Maranhdo (dia 46) juntamente com o Para (dia 44) estavam em uma fase anterior da
epidemia quando comparados com S&o Paulo (dia 53) e Rio de Janeiro (dia 43). No mesmo
estudo de Cavalcante et al., (2020) foi demonstrado que até a semana epidemioldgica 202 de
2020 o Maranhdo apresentava 11.592 casos com 524 @bitos, tendo uma taxa de incidéncia de
1.367,9 e um taxa de mortalidade de 79,2.

Da Silva et al., (2020) avaliaram o cenario epidemioldgico de COVID-19 do nordeste
do Brasil do periodo de 06 de marco a 08 de julho de 2020, demonstrando que os estados do
Ceara, Bahia e Maranhdo ocuparam lugar de destaque por apresentarem maior quantidade de
casos confirmados para a COVID-19. Ainda nesse estudo, foi avaliada a distribuicéo de dobitos
por género, sendo verificado que todos os estados nordestinos apresentavam maior percentual
de 6bitos no sexo masculino, e 0 Maranhdo foi o estado que apresentou maior indice (62%)

com 1.461 obitos no sexo masculino.
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O mecanismo pelo qual o virus age no organismo ainda nao estd bem elucidado na
literatura, mas o SARS-CoV-2 demonstrou maior afinidade pelo receptor de enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2) para entrada na célula do hospedeiro, que faz parte do
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), o qual é responsével por manter o equilibrio
hidroeletrolitico e a homeostase dos niveis pressoricos (LI et al., 2020; VABRET et al.,
2020). Outro achado importante nos pacientes acometidos com a COVID-19 é a elevacdo da
concentracdo sérica de citocinas inflamatorias, como a interleucina 6 (IL6), sobretudo em
casos graves da doenca (LEISMAN et al., 2020).

A tempestade de citocinas, assim chamado o aumento exacerbado da liberagdo de
citocinas, foi elencada como uma das principais causas para a alta mortalidade nos pacientes
com o SARS-CoV-2. Em pacientes com a COVID-19 grave foram encontrados niveis
elevados de IL-6 e interleucina 2 (IL-2), como também o fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
(PONS et al., 2020). Ademais, a tempestade de citocinas tem sido correlacionada diretamente
com a lesdo pulmonar, segundo Gustine e Jones (2021) na analise pds-morte de pacientes com
COVID-19 foi identificada uma inflamacdo com infiltracdo de linfécitos e macréfagos no
tecido pulmonar sugerindo a hiperinflamacdo no 6érgdo; ainda, foram observados danos
alveolares com a presenga de microtrombos de fibrina. Além disso, 0 aumento das citocinas
no organismo caracterizou uma inflamacdo sistémica, com elevacdo de marcadores
inflamatdrios, como ferritina sérica, com instabilidade hemodinadmica e faléncia multipla dos
orgdos (LEE et al., 2020).

As citocinas sdo proteinas pequenas que ao serem secretadas pelas células
desenvolvem atividades especificas. Dessa maneira, os macrofagos liberaram citocinas pro-
inflamatdrias que induzem maior resposta inflamatoria, tendo como exemplos a interleucina 1
(IL-1), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 16 (IL-16), interleucina 18 (IL-18) e
Fator de Necrose Tumoral beta (TNF-B), por outro lado as citocinas reguladoras ou anti-
inflamatdrias reduzem o processo inflamatério como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 9
(IL-9), interleucina 10 (IL-10), dentre outras (CRUVINEL et al., 2010). Po sua vez, as
quimiocinas sdo tipos de citocinas que sao responsaveis pela transicdo dos leucocitos para 0s
locais de inflamag&o, como as CXCL10, CCL4 e CCL3. Os fatores de crescimento s&o
citocinas ou proteinas que podem promover ou inibir o crescimento celular, como por
exemplo interleucina 2 (IL-2), interleucina 7 (IL-7), dentre outros (CRUVINEL et al., 2010).

De acordo com Ali et al. (2021) interleucinas, MCP-1 (Proteina Quimioatraente de

Monocitos-1) e fatores de crescimento foram encontrados em altas concentracdes em
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pacientes com a COVID-19 grave. Huang et al. (2020) mostraram que pacientes em estado
grave possuiam elevados niveis de citocinas tais como interleucina 1 beta (IL-1p), interferon
gama (IFN-gama) e MCP-1. De forma semelhante, Ruan et al. (2020) verificaram que
pacientes com COVID-19 em estado critico e internados na unidade de terapia intensiva
(UTI) apresentaram maiores niveis circulantes de I1L-2, IL-7, IL-10 e TNF-a.

Diante disso, ha a necessidade de entender o mecanismo inflamatorio exacerbado na
COVID-19, sobretudo no que concerne a presenca de moléculas biologicamente ativas como
as citocinas que pode resultar em consequéncias clinicas desfavoraveis, como o desfecho
Obito. Dessa maneira, 0 objetivo do presente estudo é avaliar a presenca de citocinas na

COVID-19 bem como o seu poder de predicdo no prognostico da doenca.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Novo Coronavirus:

Por volta de dezembro de 2019, surgiram pessoas com um tipo de pneumonia de causa
desconhecida na provincia de Wuham, na China. O surgimento da pneumonia associou-se de
maneira epidemioldgica a pacientes que frequentavam o mercado de animais vivos da
provincia Hubei. Dessa forma, ainda em dezembro de 2019 o Centro de Controle e Prevencéo
de Doencas (CDC) iniciou o estudo investigativo para identificar o patégeno e o paciente zero
da infecgdo, bem como o ciclo de transmissdo (SIFUENTES-RODRIGUEZ e PALACIOS-
REYES, 2020).

Apdbs anélise de material bronco-alveolar de pacientes doentes, leituras virais
demonstraram a compatibilidade para a linhagem do género beta-coronavirus (virus COV).
Os virus COV sao assim denominados devido a projecOes, presentes em sua superficie,
formando uma coroa, sendo denominados por corona (do latim).

Os virus COV possuem material genético formado por &cido ribonucleico (RNA)
envelopados, com alto poder infeccioso e de fita simples, pertencentes a familia
Coronaviridae, tendo a capacidade de infectar humanos e animais causando doencas do
sistema respiratério, hepatico, entérico e neuroldégico. Mesmo diante da diversidade existente
na familia Coronaviridae, somente dois CoVs foram identificados nas ultimas décadas, o
SARS-CoV responsavel pela Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) infectando mais
de 8.000 mil pessoas na China e o (MERS-CoV) responsavel Sindrome Respiratdria Oriental,
o0 qual atingiu 857 pessoas (casos confirmados oficialmente). Ainda, foi relatado que o virus
MERS-CoV possui maior severidade quando comparado ao virus SARS-CoV, ou seja, tendo
um maior risco de 6bito em pacientes doentes (HE et al., 2020).

O SARS-CoV-2 identificado e sequenciado compartilna 79,5% da sua sequéncia
genética com o SARS-CoV e 50% com o MERS-CoV. A hipdtese aceita através do
sequenciamento gendmico, é que a origem desse virus esta atrelada ao virus CoV do morcego,
0 qual conseguiu infectar o ser humano. Por outro lado, segundo He et al. (2020) e Hosseini et
al. (2020) ainda ndo ha evidéncias suficientes para indicar qual animal pode ser o hospedeiro
intermediério do SARS-CoV-2.

No que concerne a estrutura do SARS-CoV-2, o genoma é constituido por duas
regibes nao traduzidas, um quadro de leitura aberto longo (ORFlab), uma poliproteina néo

estrutural, quatro proteinas estruturais: proteina Spike (S), Envelope (E), Membrana (M) e
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Nucleocapisideo (N) e cinco proteinas acessorias. A proteinas S é fundamental para a entrada
do virus no organismo humano, isto €, através dessa proteina o virus liga-se as células
(pulmonares) do hospedeiro humano. Essa proteina é subdividida em dominios S1 e S2, sendo
que o dominio S1 é responsavel pela ligacdo ao receptor, e 0 dominio S2 tem a funcéo de
fundir-se com a membrana celular (HE et al.,, 2020), sendo assim, responsavel pela
patogénese do virus, ou seja, pela liberagcdo do virus no citoplasma do hospedeiro (HOSSEINI
et al., 2020). A Figura 1 demonstra a estrutura do SARS-CoV-2.

Figura 1. Estrutura do Coronavirus.

RNA GenOmico

g Nucleocapsideo

Membrana

Proteina Spike

Fonte: Adaptado de Kirtipal et al. (2020)

A proteina S liga-se ao receptor da enzima de conversdo de angiotensina do tipo 2
(ACE-2), sendo um componente do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA),
responsavel por manter a pressdo sanguinea, liquidos e eletrélitos em homeostase, bem como
controlar a vasoconstri¢ao renal. O receptor ACE-2 comp®e o sistema de feedback fisiologico
nos rins, as células justaglomerulares convertem a pro-renina inativa em renina ativa que é
secretada diretamente na circulacdo sanguinea. Logo, a renina plasmatica converte o
angiotensinogénio hepético em angiotensina | (Ang-1), a enzima de conversdo de
angiotensina (ACE) converte Ang-1 em sua forma ativa, ou seja, a Angiotensina Il (Ang-2),
um potente vasoconstritor. Além disso, a ACE-2 catalisa a clivagem da Angiotensina Il em



17

Ang 1-7 e Angiotensina | em Ang 1-9. A ACE-2 participa de diversos processos fisioldgicos e
patoldgicos como a inflamagdo, a vasoconstricdo e o estresse oxidativo (SHUKLA e
BANERJEE, 2021).

Ainda, em relacdo a associacgdo entre o tropismo do SARS-CoV-2 pelo receptor ACE-
2, 0 mecanismo demonstra que a proteina Spike (S) compete com a Ang-2, podendo bloquear
a atividade da ACE, diminuindo sua disponibilidade e consequentemente desencadeando um
desequilibrio no organismo, aumentando assim o eixo ACE/Ang-2/AT1R, desenvolvendo os
efeitos de vasoconstricdo, inflamacdo, estresse oxidativo, dentre outros. Além disso, o sistema
cinina-calicreina pode ser afetado durante a infeccdo pelo coronavirus, tendo em vista que as
quininas sdo clivadas pela ACE, assim mudancas nos niveis de ACE, como a sua diminuicéo,
é considerado um efeito protetor em doencas associadas com o estresse oxidativo como a
diabetes mellitus (KAYASHIMA et al., 2012). Na infec¢do pelo SARS-CoV-2 ha o aumento
do eixo ACE/Angll/ATIR ocorrendo desequilibrio na quantidade de ACE e
consequentemente o aumento do estresse oxidativo (BEYERSTEDT et al., 2021).

O eixo principal do sistema renina angiotensina-aldosterona é a composicdo do
ACE/Angll e receptores AT1 e AT2 de angiotensina Il. Assim sendo, a Angiotensina Il pode
desempenhar funcdes de acordo com o tipo de receptor, por exemplo, quando se liga ao
receptor AT1 produz os efeitos classicos da Angiotensina I, como o aumento do estresse
oxidativo, inflamacdo, vasoconstricdo e fibrose. Se a ligacdo ocorrer no receptor AT2 ha
efeitos como vasodilatagdo, anti-inflamacao e anti-fibrose. O Ang 1-7 € o principal produto da
ligagéo entre ACE e Ang-Il, e justamente ao ligar-se com o receptor AT2 promove 0s efeitos
contréarios ao AT1 citados anteriormente, minimizando os efeitos da Ang-11 (BEYERSTEDT
etal., 2021).

O receptor ACE-2 possui expressao nas células epiteliais dos alvéolos pulmonares,
tropismo do SARS-CoV-2, a ligacéo entre a proteina S e o receptor ACE-2 na célula permite
a endocitose do virus nos alvéolos causando danos no tecido pulmonar. Posterior a entrada do
virus pelo receptor ACE-2, ocorre a clivagem entre a subunidades S1 e S2 da proteina S,
sendo regulada pelo receptor transmembranar protease serina 2 (TMPRSS2). A subunidade
S2 completa a fusdo da membrana viral com a célula, iniciando o processo de liberagdo do
contetdo viral, replicacéo e infeccdo de outras células (SHUKLA e BANERJEE, 2021; AL-
ZAIDAN et al., 2021).

A Figura 2 demonstra um fluxograma do funcionamento do Sistema Renina-
Agiotensina-Aldosterona e eixo ACE/Ang-Il/T1R.
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Figura 2. Fluxograma do funcionamento do sistema Renina-Agiotensina-Aldosterona.
ACE: Enzima Conversora de Angiotensina; ACE2: Enzima Conversora de Angiotensina 2
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Fonte: Adaptado de Beyerstedt et al. (2021).

Outro fator importante para a patogénese da COVID-19 é que a desregulagdo no
sistema cinina-calicreina pela regulacdo negativa da ACE, a qual aumenta os niveis de
bradicinina, induzindo a vasoconstricdo, devido a presenca dos seus receptores Bl que
geralmente sdo expressos somente em processos patoldgicos. Dessa maneira, 0s receptores B1
da bradicinina podem estar relacionados com a tempestade de citocinas presentes em casos
graves da COVID-19 (BEYERSTEDT et al., 2021; COOPER et al., 2021).

No organismo humano, ha a expressdo do receptor ACE-2 em outros 6rgdos além do
pulmdo, como no sistema digestorio, células epiteliais da mucosa oral e enterécitos do
intestino delgado, além de também ser expresso no tecido hepatico e renal, nas células
epiteliais da vesicula biliar, células endoteliais vasculares e sistema reprodutivo masculino e
feminino, o que pode explicar a diversidade de sintomas da doenga bem como o processo

inflamatdrio exacerbado.
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2.2 COVID-19

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) definiu como COVID-19 a doenca causada
pelo virus SARS-CoV-2. O periodo de incubacdo do virus varia de 3 a 7 dias, podendo se
perpetuar por até 14 dias, a doenga possui como sintomas principais: febre, tosse e fadiga,
além de sintomas respiratorios em casos mais graves, como a falta de ar. Alem disso, sdo
caracteristicas do quadro clinico da doenca o padrdo em vidro fosco periférico e bilateral no
pulméo identificado atraves da Tomografia Computadorizada (TC) (ASSELAH et al., 2021).

A transmissdo da doenca ocorre por meio de goticulas, superficies ou maos
contaminadas e por inalacdo de goticulas de ar em determinada distancia (sendo necesséria a
utilizacdo de mascaras de protecédo), ocorrendo de humano para humano, o que torna a doenca
altamente transmissivel. O virus pode permanecer infeccioso em superficies contaminas por
cerca de até 9 dias, logo, o contato direto das mdos contaminadas com as mucosas é a
principal via de transmisséo do SARS-CoV-2, sendo adotadas medidas de prevengdo como a
lavagem das méos e o uso de alcool em gel, essenciais para a quebra da cadeia de transmissédo
(SHARMA et al., 2021).

O agravamento da COVID-19 tem sido associado com fatores de riscos pré-existentes
no individuo, como a presenca de comorbidades como diabetes mellitus, hipertensdo arterial,
obesidade, doenca renal cronica, bem como idade avancada. No estudo de Zhou et al. (2020)
com 191 pacientes chineses, 54 foram a Obito e 50% desses apresentavam alguma
comorbidade. Ha uma alta expressdo receptor ACE-2 no tecido adiposo, sendo até mais alta
do que os outros tecidos, o que segundo Al-Zaidan et al. (2021) justifica a presenga de
obesidade ser um fator de risco para a progressao negativa da doenca, além disso, segundo
Pathangey et al. (2020) o tropismo direto do SARS-CoV-2 sobre os receptores ACE-2,
distribuido em vaérios tecidos, leva a lesao em multiplos 6érgdos, ainda, individuos hipertensos
que possuem polimorfismos no gene da ACE podem predispor a infeccdo mais severa do
coronavirus e consequentemente maiores complicagdes cardiovasculares.

Adicionalmente o processo inflamatorio associado a doenga leva alteragdes em 6rgaos
nobres, como o coracao, rins o tecido hepatico, além de efeitos no sistema gastrointestinal. No
que concerne ao tecido cardiaco, Pathangey et al. (2020) afirmam que a expressdo abundante
da ACE-2 nesse tecido indica uma invasdo direta do virus, visto que facilitam a entrada de
SARS-CoV-2 e sua alta taxa de replicagdo, causando desregulacdo no eixo Ang-1-7 e
consequentemente inflamacé&o, liberagdo de espécies reativas de oxigénio, vasoconstricdo e

dano cardiaco.
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O pulméo é o principal érgédo afetado pelo SARS-CoV-2 devido ao tropismo do virus
pelas células pulmonares. O virus liga-se ao receptor ACE-2 do alvéolo pulmonar através da
proteina estrutural Spike (S), sendo o pulmdo o sitio de entrada do virus no organismo. Os
pacientes com COVID-19 apresentam edema pulmonar, leséo alveolar difusa, presenca de
hiperplasia do tipo Il e inflamacgéo de células mononucleares (HU et al., 2021).

No sistema renal, novamente, a alta expressdo de ACE-2 e a presenca da doenca renal
crbnica corrobora para o estado da COVID-19 mais grave bem como a possivel faléncia do
6rgdo (PATHANGEY et al., 2020). Uma metandlise de Ssentongo et al. (2020) com 25
estudos evidenciou que pacientes com doenca renal cronica possuem mais riscos de
mortalidade por COVID-19, demonstrando a maior lesdo dos rins pelo SARS-CoV-2.

A lesdo hepética pode ocorrer devido a exacerbada liberacdo de citocinas, sendo
observada degeneracdo nos hepatdcitos, na bile capilar e necrose focal ocasionando alteracoes
nas enzimas hepéticas sanguineas. Doencas pré-existentes como hepatites e uso de
medicamentos de uso continuo e do proprio tratamento da COVID-19 podem intensificar este
processo de lesdo (XU et al., 2020). Alem disso, Harisha et al. (2022) demonstraram que 0
SARS-CoV-2 pode ligar-se a ACE-2 em colangidcitos, levando a sua disfuncdo e por
consequéncia uma resposta inflamatéria sistémica desencadeando uma leséo hepatica.

No sistema gastrointestinal surgem manifestacbes como vomito, diarreia e falta de
apetite, isso se deve a alta expressdo de ACE-2 no sistema gastrointestinal, especificamente
nos enterécitos (PATHANGEY et al., 2020).

A alta expressdo de ACE-2 nos 6rgdos leva ao aumento da carga viral, bem como
toxicidade ao 6rgdo, hiperinflamacéo e disfuncdo endotelial, sobretudo devido a desregulacédo
do eixo ACE-2/Ang-Il (PATHANGEY et al., 2020). No mais, podem ocorrer manifestacdes
neuroldgicas como anosmia, augesia, encefalopatia, dentre outras. A imagem de Asselah et al.
(2021), demonstra a sintese dessas alteragdes no organismo (Figura 3).
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Figura 3. Manifesta¢des associadas com a COVID-19
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Fonte: Adapatado de Asselah et al. (2021).

2.3 Diagnostico da COVID-19

O diagnostico da COVID-19 pode ser realizado através de testes com o acido nucleico
e soroldgicos, bem como pela tomografia computadorizada, cada um sendo utilizado
conforme a necessidade, ou seja, a depender do tempo de incubacdo do virus ou de sintomas
do paciente.

A deteccdo do acido ribonucleico (RNA) viral ocorre através do método da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), sendo utilizado para diagndstico a técnica de RT-qPCR (reagéo
em cadeia da polimerase em tempo real), considerada padrdo ouro no diagndstico do SARS-
CoV-2. A RT-gPCR utiliza material biologico da nasofaringe para deteccdo do virus
(ASSELAH et al., 2021). O ensaio RT-qPCR foi desenvolvido com a finalidade de identificar
diferentes genes como o gene nucleocapsideo, gene do envelope viral, gene spike e regifes
ORFlb ou ORF8 do genoma do SARS-CoV-2. Por outro lado, o RT-qgPCR possui
desvantagens como alto custo, necessidade de pessoal qualificado bem como levar de 4 a 6
horas para serem concluidos (RAI et al., 2021).

Os testes soroldgicos sdo mais acessiveis quando comparados ao RT-gPCR. Esses

testes podem identificar anticorpos (IgM e IgG) ou antigenos. Além disso, embora 0 RT-
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gPCR seja o padréo ouro no diagnostico, ap6s 14 dias da infecgcdo pelo coronavirus, 0 RNA
viral é quase indetectavel. A deteccdo de anticorpos para SARS-CoV-2 pode ocorrer
utilizando amostras biologicas de puncdo digital ou soro, contudo devido a resposta
imunoldgica tardia da producdo de anticorpos, esses testes sdo mais utilizados para fins
epidemioldgicos. A técnica baseia-se no ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), a IgM
pode ser detectada apos 3 a 6 dias apds do inicio da infeccéo, ja a IgG é detectada no final da
fase da infeccdo (14 dias apo6s inicio dos sintomas) (LONG et al., 2020; ASSELAH et al.,
2021; RAl et al., 2021).

N&do obstante, os testes de deteccdo de antigenos entraram no mercado como
alternativa para detec¢do do novo coronavirus, sendo coletadas também amostras nasofaringes
(LONG et al., 2020; ASSELAH et al., 2021). A deteccdo de antigenos € um método mais
barato, rapido e ao contrario da sorologia pode ser utilizado para diagnostico ainda no inicio
da infeccdo (FILCHAKOVA et al., 2022).

Outra forma de diagnostico da infeccdo pelo SARS-CoV-2 é o exame por tomografia
computadorizada (TC) de torax, sendo uma das suas finalidades a deteccdo de doenca
pulmonares. Os achados pulmonares encontrados na TC é a imagem em vidro fosco,
considerado o padrdo da conduta, porém, pode haver resultados falso-positivos, além de que
possui somente 69% de sensibilidade quando comparada a 91% da RT-gPCR. Outro fato que
pode invalidar a TC no diagnédstico da infeccdo por coronavirus é que 20% dos pacientes

infecionados ndo apresentam qualquer anormalidade pulmonar na TC (RAI et al., 2021).

2.4 Respostas Inflamatdrias e Tempestade de Citocinas

A real interacdo entre 0 SARS-CoV-2 e o sistema imunolégico ainda ndo foi
totalmente esclarecida, mas sabe-se que as imunidades inata e adaptativa desempenham um
papel importante na reposta contra o virus. A infeccdo do SARS-CoV-2 inicia-se com a
proteina S ligando-se ao receptor ACE-2, por conseguinte, 0 RNA do coronavirus é
identificado por um receptor de reconhecimento padrdo (PRR), que ativa as células NF-kB
(PACES et al., 2020; TAN et al., 2021; HU et al., 2021).

O virus ocupa o receptor ACE-2 e ocorre aumento de Ang-Il, logo, o eixo ACE/Ang-
ii/AT1R induz a produgdo de TNF-a e a forma solGvel da I1L-6 (sIL-6Ra) via desintegrina e
metaloprotease, ainda, a IL-6 se liga a Sil-6R através de GP130 para formar o complexo IL-6-
sIL-6Ra que pode ativar STAT3 em células ndo imunes. Assim, o NF-kB e STAT3 podem

ativar o amplificador IL-6 (IL-6 Amp) para inducdo da producdo de citocinas pro-
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inflamatdrias como o fator de crescimento endotelial (VEGF), proteina quimioatraente de
monocitos (MCP-1), IL-8 e IL-6, resultando em um processo inflamatdrio que podera evoluir
para uma tempestade de citocinas (PACES et al., 2020; TAN et al., 2021; HU et al., 2021).

O SARS-CoV-2 pode ativar células como os linfdcitos T do tipo helper 1 (LTh1) que
secretam citocinas pro-inflamatdrias como a IL-6 e estimuladoras de coldnias de granuldcitos-
macrofagos (GM-CSF), esta Ultima ativa ainda mais células como os linfocitos CD4+, o0s
CD16+ e mondcitos, para produzir maiores quantidades de IL-6, TNF-a e demais citocinas,
intensificando a resposta inflamatoria e desencadeando a tempestade de citocinas. A resposta
imune inicia-se com a producéo de células B que produzem anticorpos como os linfécitos LT
CD4+ e LT CD8+. Os linfocitos LT CD8+ liberam inumeras citocinas para contencdo de
virus (HU et al., 2021).

A ilustracédo de Kim et al. (2021) demonstra a fisiopatologia da COVID-19 (Figura 4).
O processo inicia-se com os interferons (IFNs) do tipo 1 que inibem o estagio inicial da
infeccdo. Posteriormente, as células dendriticas e macréfagos sédo ativados para reconhecerem
0 virus, induzindo assim a resposta de fase aguda por meio da liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias como: 1L-6, IL-1 e TNF-o. A IL-6 estimula os linfécitos T para ativar a
imunidade adaptativa, bem como estimulam os macréfagos e células natural killer (NK),
através do IFN-gama, para remocdo do virus. Porém, ocorre a falha na imunidade inicial e a

resposta do IFN-gama aumenta excessivamente levando liberacdo exacerbada de citocinas.
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Figura 4. llustragdo do processo inflamatorio na infeccéo pelo SARS-CoV-2

Células Alveolares Tipo 2 |

" Particula Vil
e 9.2
> o) An . — X
‘JA TAT _T*_' 3

)

8

St @ Resposta ineficaz dos IFNS tipo I e ITI ‘
[ JAKISTAT \ @ IFNap, A L — ~/
(type- 1/) \
~==  Amplificagdo da
oa d,’.’ TLR 2‘( / [nfamacio
L2 ‘ —G)— [ 4 ' ‘ “
‘ Células Dendrificas Macréfazos  Células NK  Mondeitos \“/P:I/n\lj

Célula do plasma

G =
Ay

"

X)) Ay o
Faze
'MKBTAT dal’m Aguda
Aguda
Neutréfilos e
Tempestade de

__ Citocinas |

Fonte: Adaptado de Kim et al. (2021).

De acordo com Ye et al. (2020) uma alta expressdo de citocinas como IL-1B, IFN-
gama, MCP-1 foi detectada em pacientes com COVID-19. Assim também, no estudo de
Huang et al. (2020) ao comparar 0s pacientes que estavam na unidade de terapia intensiva
com os pacientes em leito de enfermaria verificou que os pacientes em tratamento intensivo
apresentaram niveis plasmaticos mais elevados de IL-2, IL-7, IL-10, GSCF, IP10, MCP1,
MIP1A e TNF-o, dessa forma, os autores sugeriram que a tempestade de citocinas esta
associada com a gravidade da doenga.

De maneira semelhante, no estudo de Chen et al. (2020) também foi encontrado niveis
mais altos de biomarcadores como enzimas hepaticas (aspartato e amino transferases — AST e
ALT), lactato desidrogenase (LDH), proteina C reativa (PCR), ferritina, D-dimero e citocinas
(IL-2R, IL-6, IL-10 e TNF-a) nos casos graves de COVID-19 quando comparados aos casos

moderados, sugerindo que a liberacdo exacerbada de citocinas pode estar relacionada a
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gravidade e pior desfecho da doenca. O estudo de Liu et al. (2020) também verificou o
aumento de niveis de IL-6, IL-10, IL-2 e IFN-gama no sangue periférico de pacientes com
casos graves em comparagdo com 0s casos leves, ainda, que a medida que 0s pacientes se
recuperam gradativamente da doenca os niveis de citocinas foram diminuidos equiparando-se
aos casos leves.

A tempestade de citocinas pode ser a explicacdo para as manifestagdes da COVID-19
extrapulmonar, ou seja, em outros 6rgdos. Ye et al. (2020) observaram, em pacientes sem
sinais de insuficiéncia respiratoria, a presenca de alteracbes nas enzimas hepaticas e na
creatinina sérica, sugerindo o efeito da liberacdo exacerbada de citocinas em outros 6rgaos,
sendo a tempestade de citocinas um fator de progndstico para a COVID-109.

Segundo McGonagle et al. (2020) a tempestade de citocinas € o resultado de uma falha
do sistema imunolégico em conter o virus, sendo dividida em dois estagios: o primeiro
corresponde a uma deficiéncia imunoldgica temporaria, e o segundo é caracterizado pelo
sistema imunologico hiperativo para compensar a falha imunologica tendo como
manifestacdo clinica a propria tempestade de citocinas. Neste contexto, leva-se a sugerir que
na COVID-19 a liberacdo exacerbada de citocinas ocorre somente no estagio posterior da
doenga, ou seja, na cronificacdo da mesma (MACNAGLE et al., 2020; KIM et al., 2021).

Segundo Kim et al. (2021) pode haver uma predisposicdo genética a tempestade de
citocinas, tornando as pessoas mais vulnerdveis para desenvolver o processo inflamatério
exacerbado. Na doenca Linfohistiocitose Hemofagocitica (HLH) isso j& esta evidenciado,
tendo em vista que a HLH primaria ocorre devido a defeitos genéticos na acdo das células
natural Killer e linfocitos T citotoxicos. Assim sendo, a tempestade de citocinas na COVID-19
pode também ser influenciada pelo contexto genético, o que explicaria o progndstico e
evolucéo diferente nos pacientes infectados.

A tempestade citocina pode ser a chave terapéutica e de entendimento da
fisiopatologia da COVID-19 no organismo humano, porém, para elucidacdo deste processo

mais estudos epidemioldgicos precisam ser realizados.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:
Caracterizar pardmetros hematoldgicos e inflamatorios em pessoas acometidas por

COVID-19 e analisar o poder de predi¢do dos biomarcadores para a severidade da doenga.

3.2 Objetivos Especificos:

- Descrever o perfil sociodemografico e de satde dos participantes;

- Classificar a severidade da doenca de acordo com os dados hospitalares;

- Determinar os parametros hematoldgicos, inflamatérios e a concentragdo sérica de citocinas
pré-inflamatorias;

- Avaliar o poder global de predicdo de severidade da COVID-19 de acordo com o0s

biomarcadores analisados.
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RESUMO. Obijetivo. Verificar as alteracbes em indices hematoldgicos, marcadores
inflamatorios e seus poderes de predi¢cdo no prognostico da COVID-19. Metodologia. Trata-
se de um estudo translacional com pacientes adultos, maranhenses, positivos para SARS-
CoV-2. Foram coletados dados como: idade, sexo, raga/cor, estado civil, local de origem,
renda, hemograma completo, Proteina C Reativa (PCR), ferritina sérica, além dos calculos das
Relagdo Neutrofilo-Linfocito (RNL) e Relagdo Neutrofilo-Plaquetas. Analisou-se os dados
categoricos pelos testes do qui-quadrado ou exato de Fisher e Regressdo Logistica Binaria. As
variaveis numéricas foram submetidas aos testes t de student e Mann-Whitney; os parametros
significativos foram inclusos na construcdo de curvas ROC (CEP n. 4.157.769). Resultados.
Coletou-se 136 adultos (18-80 anos), 58.8% de homens, com idade <60 anos (54.4%), 63.2%
solteiro/separado/vilavo, cor parda (44.9%), procedéncia da capital Sdo Luis (58.1%), com
23.5% de oObito. Verificou-se que pertencer ao sexo masculino e pacientes da capital
aumentam em 2.402 e 2.780 vezes a chance da COVID-19 ser severa, respectivamente. O
numero de leucocitos (7598.51+3530 versus 13085+7985) e neutrdfilos (5349.18+3565
versus 21910.75+6808), RNL (6.13+£6.94 versus 15.86+25.53) e a PCR (4.47+4.77 versus
8.67+7.72) tiveram maiores médias no grupo com a COVID-19 severa. Os Leucocitos e
Neutrofilos apresentaram area sob a curva ROC 0.747 (p<0.05) e 0.777 (p<0.05),
respectivamente. A RNL e PCR, apresentaram respectivamente valores de areas de 0.722 e
0.700. Concluséo. Este estudo demonstrou que sexo e origem podem influenciar na gravidade
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da COVID-19, bem como parametros laboratoriais como leucdcitos, neutréfilos, RNL e PCR
ao estarem alterados podem predizer a severidade da doenca.

Palavras-Chaves: Coronavirus. COVID-19. Prognostico.

ABSTRACT. Objective. To verify changes in hematological indices, inflammatory markers,
and their powers of prediction in the prognosis of COVID-19. Methods. This is a
translational study with adult patients, Maranhdo, positive for SARS-CoV-2. Data were
collected such as: age, gender, race/color, marital status, place oforigin, income, hemogram,
C-Reactive Protein (PCR), ferritin, andthe calculations ofneutrophil-lymphocyte ratio (RNL)
and neutrophil-platelet ratio. Categorical data were analyzed by Fisher's chi-square or exact
tests and Binary Logistic Regression. The numerical variables were submitted tothe student's
t test and Mann-Whitney; the significantparameters were included in the construction of ROC
curves (CEP n. 4,157,769). Results. We collected 136 adults (18-80 years), 58.8% ofmen,
aged <60 years (54.4%), 63.2% single/separated/widowed, brown color (44.9%), origin of the
capital S&o Luis (58.1%), with 23.5%  death. Vit was thought that belonging to males and
patients from the capital increase by 2,402 and 2,780 times the chance of COVID-19 being
severe, respectively. The number of leukocytes (7598.51+3530 versus 13085+7985) and
neutrophils (5349.18+3565 versus 21910.75£6808, RNL (6.13+£6.94 versus 15.86+£25.53) and
CRP (4.47£4.77 versus 8.67+7.72) had higher averages in the group with severe COVID-19.
Leukocytes and neutrophils presented an area under the ROC curve 0.747 (p<0.05) and
0.777 (p<0.05), respectively and RNL and PCR, presented, respectively, values of areas of
0.722 and 0.700. Conclusion. This study demonstrated that sex and origin can influence the
severity of COVID-19, as well as laboratory parameters such as leukocytes, neutrophils, RNL
and CRPwhen altered can predict the severity of thedisease.

Keywords: Coronavirus. COVID-19. prognosis.

Introducéo

O novo coronavirus, assim denominado, é cientificamente identificado como SARS-
CoV-2, pertencente a familia Coronaviredae, um betacoronavirus, sendo amplamente mais
infeccioso que 0 SARS-CoV, tendo maior poder de viruléncia. A transmissdo do SARS-CoV-
2 ocorre através de goticulas respiratorias e em contato direto com os individuos ou fomites
contaminados (LI et al., 2020). Os sintomas causados pela COVID-19 vao desde febre, tosse
seca, fadiga, desconforto respiratério, perda do olfato e paladar a uma sindrome respiratéria
severa e septicemia com faléncia maltipla de 6rgdos (LI et al., 2020; YANG et al., 2020).

O estado de quarentena e medidas de restricbes completaram um ano em marco de
2021, e mesmo diante das diversas orientagdes sanitarias e iniciacdo da vacinagdo, 0s nimeros
ainda sdo alarmantes. O Brasil conta com 14.9 milhdes de casos positivos de COVID-19 e
412 mil mortes; mundialmente, tem-se 154.469.379 milhdes de casos e 3.230.336 milhdes
mortes (05 de maio de 2021). No Brasil, a doenca encontra-se na segunda onda, colapsando o
sistema de saude (BRASIL, 2021).
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O mecanismo o qual o virus age no organismo ainda ndo esta totalmente elucidado,
mas 0 SARS-CoV-2 demonstrou maior afinidade por um receptor no gene ACE2 para entrada
na célula do hospedeiro, que faz parte do sistema renina-angiotensina (SRA), o qual é um dos
responsaveis por manter o equilibrio hidroeletrolitico e a homeostase dos niveis pressoricos
(LI1etal., 2020; VABRET et al.,2020).

O SARS-CoV-2 depende do organismo hospedeiro para completar seu ciclo de vida,
assim, varias proteinas do coronavirus podem modificar o ambiente celular influenciando na
patogénese viral, ativando ou neutralizando o sistema imunoldgico. A interacdo virus-
hospedeiro pode resultar na producdo exacerbada de citocinas pré-inflamatdrias, sendo
denominada tempestade de citocinas (HARTENIAN et al., 2020).

Por se tratar de uma doenca nova, métodos de diagndsticos e marcadores de
acompanhamento/evolugdo da doenca devem ser estudados e validados. Logo, além de
métodos de diagnostico da doenca, buscam-se exames laboratoriais que possam predizer a
evolucdo dos pacientes, sobretudo os que estdo em estado grave. Dentre 0s exames
laboratoriais utilizados para acompanhamento do quadro clinico dos pacientes estdo: a
avaliacdo da coagulagdo sanguinea, através dos niveis de D-Dimero e fibrinogénio; avaliacéo
dos parametros hematolégicos e dosagem de marcadores inflamatérios, como citocinas (IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y), Proteina C Reativa (PCR) e ferritina sérica; além do célculo de
relaces como a Relacdo Neutrofilo-Linfocito (RNL) e Relacdo Plaqueta-Linfocito (RPL)
(XAVIER et al., 2020), que sdo biomarcadores inflamatdrios recentes.

A infeccdo por SARS-CoV-2 traz como alteragBes hematoldgicas: leucocitose,
linfopenia nos estagios iniciais da doenca, neutrofilia e em alguns casos plaguetopenia. Além
de alteracdes nos marcadores hematoldgicos, foram detectadas mudancas em biomarcadores
como a PCR e a ferritina sérica. De acordo com Lippi e cols. (2020) (LIPPI et al., 2020) a
PCR esté elevada em 75%-95% dos pacientes, principalmente na fase grave da doenca.

Alguns estudos verificaram que pacientes com COVID-19 que foram a o&bito
apresentaram niveis mais elevados de contagem de leucécitos, neutréfilos, RNL e PCR, como
também uma baixa contagem de plaquetas. Além disso, a contagem de neutréfilos, PCR,
contagem de plaquetas e idade foram consideradas variaveis preditoras de evolugéo para o
desfecho de 6bito nesses pacientes (LIPPI et al., 2020; LUO et al., 2020; WANG et al.,
2020). Da mesma forma, no estudo de Wang e cols. (2020) verificou-se que a PCR pode ser

um marcador valioso para predizer o agravamento da COVID-19.
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Assim sendo, a PCR juntamente com os indices hematologicos podem ser preditores
na andlise evolutiva da COVID-19, principalmente quanto a avaliacdo do risco de ébito.
Ademais, por se tratar de uma doenca emergente e nova no contexto atual, faz-se necessario
estudos que possibilitem a melhora dos métodos e protocolos clinicos de diagndstico e
acompanhamento do quadro evolutivo da doenca. Diante disso, 0 presente estudo objetivou
identificar as alteracdes em indices hematoldgicos e biomarcadores inflamatérios em pessoas

com COVID-19, bem como verificar o poder de predi¢do no progndstico da doenca.

Metodologia
Desenho e Local do Estudo

Este foi um estudo de carater prospectivo e exploratério com pacientes adultos,
residentes no Estado do Maranhdo, com a infeccdo com SARS-CoV-2. O presente seguiu as
normas de pesquisa em salde com seres humanos de acordo com a Resolugdo CNS 466/2012 e
possui aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos com parecer de
namero 4.157.769.

Foram arrolados para este trabalho pacientes confirmados para COVID-19 através da
metodologia de RT-PCR (Reacdo da Transcriptase Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da
Polimerase) internados no Hospital Universitario Presidente Dutra da Universidade Federal
do Maranhdo (HUUFMA), durante o periodo mar¢o a setembro de 2020. Participaram desta
pesquisa 136 adultos (18 a 80 anos), de ambos 0s sexos, em tratamento para a infeccdo pelo
SARS-COV-2. Os critérios de inclusdo foram: pacientes adultos que estavam em tratamento
da infeccdo pelo SARS-CoV-2 no HU-UFMA. E como critérios de exclusdo: menores de 18
anos, pessoas com imunodeficiéncia previamente diagnosticada e com sindrome gripal, mas
RT-PCR negativa.

Os pacientes foram convidados a participar da pesquisa, com explanacdo dos seus
objetivos e procedimentos a serem realizados. Os mesmos foram abordados no leito
hospitalar juntamente com a Equipe de Enfermagem e/ou do Laboratério de Analises
Clinicas do HUUFMA. Todos que aceitaram participar do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Coleta de Dados
Os participantes tiveram coletados dados de seus prontuédrios onde se buscou

informacdes sobre idade, sexo, cor de pele, estado civil, local de origem e desfecho 6bito ou
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alta hospitalar. Também foram coletadas amostras de sangue periférico para realizacdo de
exames laboratoriais objetivando o acompanhamento da evolucdo do quadro clinico-
laboratorial do participante.

Os exames laboratoriais realizados foram: hemograma completo, proteina C reativa e
ferritina sérica. O hemograma e os parametros bioquimicos (PCR e ferritina) foram realizados
no Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Presidente Dutra da Universidade Federal do
Maranhdo, utilizando métodos padronizados e amplamente utilizados na rotina laboratorial,
com equipamento automatizado - COBAS 6000 (Roche), madulos 501 e 503, para as anélises
bioquimicas; e o equipamento ADVIA 2120 (Hematology System by Siemens Healthineers)

para hemograma.

Anélise estatistica e aspectos éticos.

A andlise dos dados foi realizada no programa estatistico IBM SPSS verséo 24. Para
analise univariada das variaveis categdricas foram utilizados os testes do qui-quadrado ou
exato de Fisher. As variaveis significativas foram incluidas na analise multivariada atraves da
Regressdo Logistica Binaria, o0 modelo de regressdo apresentou o odds-ratio bruto e o
ajustado.

As variaveis numéricas foram testadas para a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.
As variaveis com distribuicdo normal foram submetidas ao teste t de student para amostras
independentes e amostras ndo paramétricas foram analisadas com o teste de Mann-Whitney.
Apos os testes do t de student e de Mann-Whitney, as variaveis significativas, a nivel de 95%
de confianca, foram incluidas na constru¢do de curvas ROC. Considerou-se para todas as
analises o intervalo de confianca de 95%.

Os pacientes foram estratificados pela gravidade da COVID-19, sendo divididos em 2
grupos: Grupo 1. COVID-19 néo severa (56 pacientes) e Grupo 2: COVID-19 Severa (80
pacientes). Essa estratificacdo foi baseada no estudo de Wang et al., (2020), o qual para
determinacdo da severidade da COVID-19 utilizou-se um dos critérios: 1-frequéncia
respiratoria >30/minutos; 2-saturacdo de oxigénio <93%,; 3-Pa0O2/Fi02<300 mmHg; 4-lesdes
pulmonares progrediram>50% em 24-48 horas; 5-ventilagdo mecénica implementada; 6-
choque; e 7-cuidados intensivos na unidade de admissdo. Conforme citado anteriormente,
considerou-se com COVID-19 Severa 0s pacientes que atendiam dois dos critérios do artigo
de Wang et al., (2020) (WANG et al., 2020).
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Resultados

Trata-se de um estudo com 136 pacientes de ambos 0s sexos, positivos para 0 SARS-
CoV-2, internados no Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo. A
amostra estudada demonstrou predominancia de participantes do sexo masculino (58.8%),
com idade menor ou igual a 60 anos (54.4%) e estado civil solteiro/separado/vituvo (63.2%).
Ainda, a cor preponderante da pele foi a parda (44.9%) e procedéncia majoritariamente da
capital Sdo Luis (58.1%). No que concerne 0 numero de Obitos, observou-se que 23.5% dos
participantes tiveram esse desfecho. As variaveis: sexo, cor de pele, procedéncia e Obito,
foram significativas a nivel de p<0.05 entre os grupos G1 (COVID-19 severa) e G2 (COVID-

19 ndo severa). Dados apresentados em formato de proporcéo na Tabela 1.

Tabela 1. Descri¢do de dados sociodemograficos de pacientes positivos para SARS-COV-2
internados no Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo, conforme a
severidade da doenga. Sao Luis/MA - 2020.

COVID-19 COVID-19
Variaveis Total (136) N&o Severa Severa
(56) (80)

Sexo *
Feminino 56 (41.2%) 28 (50%) 28 (35%)
Masculino 80 (58.8%) 28 (50%) 52 (65%)
Idade
<60 anos 74 (54.4%) 34 (60.7%) 40 (50%)
>60 anos 62 (45.6%) 22 (39.3%) 40 (50%)
Estado Civil
Casado/Uniao Estavel 50 (36.76%) 16 (28,57%) 34 (42,5%)

Solteiro/Separado/Viuvo 86 (63.24%) 40 (71.43%) 46 (57.5%)
Cor da Pele*

Branca 59 (43.4%) 26 (46.4%) 33 (41.3%)
Preta 4 (2.9%) 3 (5.4%) 1(1.3%)
Parda 61 (44.9%) 19 (33.9%) 42 (52.5%)
Outras 12 (8.8%) 8 (14.3%) 4 (5%)

Procedéncia*
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Interior 57 (41.9%) 32 (57.1%) 25 (31.3%)
Capital 79 (58.1%) 24 (42.9%) 55 (68.8%)
Obito*

Nao 104 (76.5%) 53 (94.6%) 51 (63.8%)
Sim 32 (23.5%) 3 (5.4%) 29 (36.3%)

Dados apresentados em formato de propor¢ao. Comparagao dos grupos: teste do qui-quadrado
ou exato de Fisher. *p<0.05

As variaveis significativas (sexo, cor de pele e procedéncia) na analise univariada
foram incluidas na analise multivariada através da regressdo logistica binaria. O ébito nao foi
considerado para analise, por ser uma variavel de confusdo, visto que o desfecho de 6bito para
a COVID-19 pode ser por diversos fatores que ndo envolvem somente a doenca, mas também
disponibilizacdo de leitos hospitalares, recursos econémicos do centro de tratamento, dentre
outros.

Ao avaliar o modelo de regressdo, foi possivel verificar que 0 sexo se manteve
significativo na andlise multivariada, demonstrando que pertencer ao sexo masculino
aumentou em 2.402 (p<0.05) vezes a chance da COVID-19 ser severa. Por outro lado, a cor
da pele ndo apresentou significancia na anélise multivariada (p>0.05). Quanto a procedéncia,
pacientes oriundos da capital possuem 2.780 mais chances de possuirem COVID-19 severa

(p<0.05) quando comparado aos pacientes do interior (Tabela 2).
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Tabela 2. Andlise de variaveis preditoras para o desfecho de COVID-19 severa através da
regressao logistica binaria. Sdo Luis/MA — 2020.

COVID-19 Severa
Odds ratio bruta- IC (95% Odds ratio ajustada-1C (95% Wald P-valor

Sexo

Feminino Referéncia - - -
Masculino 1.857 (0.925-3.728) 2.402 (1.114-5.181) 4.994 0.02
Cor

Branca Referéncia - - -
Preta - 2.888 (0.557-9.396) 1.319 0.2
Parda - 0.714 (0.55-9.351) 0.066 0.7
Outras - 4.013 (1-16.107) 3.841 0.6
Procedéncia

Interior Referéncia - - -
Capital 10.046 (2.880-35.0339) 2.780 (1.282-6.029) 6.699 0.01

Os achados laboratoriais estratificados pela severidade na doenca estdo demonstrados
na Tabela 3. Os parametros hematologicos eritrocitos (3.89+£0.79 versus 3.68+0.79),
hemoglobina (10.82+2.13 versus 10.45+2.06) e hematdcrito (33.78+6.18 versus 33.02+6.24)
apresentaram valores médios maiores no Grupo 1 (COVID-19 ndo severa), mas sem
significancia estatistica (p>0.05).

O nlmero de leucocitos (7598.51+3530 versus 13085+7985) e neutréfilos
(5349.18+£3565 versus 21910.75+6808) tiveram maiores medias no Grupo 2 (COVID-19
severa), com diferenca estatisticamente significativa (p<0.05). O numero de linfocitos
(1610.25+1248 versus 1030.36£524) ndo apresentou significancia estatistica (p>0.05) quando
da comparacdo entre os grupos. As plaquetas (315446116342 versus 4051186+66187)
demonstraram maior valor médio no Grupo 1, contudo ndo apresentou significancia estatistica
(p>0.05).

No que tange aos biomarcadores inflamatorios a relacdo neutréfilo-linfocito - RNL
(6.13+6.94 versus 15.86+25.53) exibiu maior valor de média no Grupo 2, com significancia

estatistica (p<0.05). Assim como a relacdo plaquetas-linfécitos — RPL (315446+16342 versus
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468.41+1161) teve maior média no Grupo 2, porém sem significancia estatisticamente
(p>0.05). Da mesma forma, a Proteina C Reativa (4.47+4.77 versus 8.67+7.72) evidenciou
maior média no Grupo 2, também significativo estatisticamente (p<0.05). Entretanto, a
ferritina (1053.95+534 versus 1312.93+1202), embora tenha tido maior valor de média no
Grupo 2 ndo foi diferente estaticamente entre os grupos (p<0.05). Dados apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizacdo dos parametros hematologicos e biomarcadores inflamatdrios de
pacientes positivos para SARS-COV-2 internados no Hospital Universitario da Universidade
Federal do Maranhao, conforme a severidade da doenga. Sao Luis/MA - 2020.

COVID-19 COVID-19

Variaveis Total (136) N&o Severa Severa
(56) (80)

Eritrdcitos
(milhdes/mm3) 3.76+0.79 3.89+0.79 3.68+0.79
Hemoglobina (g/dL) 10.60+2.09 10.82+2.13 10.45%2.06
Hematdcrito (%) 33.31+6.20 33.78+6.18 33.02+6.24
Leucocitos* (p/mm3) 10971.63+7136.09  7598.51+3530 13085+7985
Neutréfilos* (p/mm3)  15530.47+53899 5349.18+3565 21910.75+6808
Linfocitos (p/mm3) 1266.61+932 1610.25+1248 1030.36+524

Plaquetas (p/mm3) 370614.81+52914  315446+16342 4051186+66187

Relacédo Plaquetas-

Linfocitos 408.55+928.8 312.25+278.72 468.41+1161
Relacdo Neutrofilo-

Linfocito* 12.134+20.99 6.13+6.94 15.86+25.53
Proteina C Reativa*

(mg/dL) 7.22+7.10 4.47+4.77 8.67+7.72
Ferritina (ng/mL) 1268.84+1117 1053.95+534 1312.93+1202

Dados apresentados em formato de média e desvio padrao. Comparacao dos grupos: teste t

de student ou teste de Mann-Whitney. *p<0.05

As variaveis significativas pelo teste t de student ou Mann-Whitney (leucdcitos,
neutrofilos, PCR e RNL) foram incluidas em uma analise de curva ROC para verificar a

sensibilidade e especificidade de cada marcador (Figura 1). O nimero total de leucdcitos e
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neutrdfilos apresentaram area sob a curva 0.747 (p<0.05) e 0.777 (p<0.05), respectivamente,
tendo um bom poder de discriminacao. A Figura 1 apresenta a curva ROC dos biomarcadores
inflamatorios (RNL e PCR). A RNL demonstrou ter bom poder discriminatério na predigdo
de severidade da COVID-19, com um valor de area de 0.722 (p<0.05), assim como a PCR,

visto que sua area foi 0.700 (p<0.05).
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Figura 1. A. Andlise da Curva ROC do poder de discriminacao dos parametros hematoldgicos

Leucocitos e Neutrofilos quanto a COVID-19 em estagio severo/grave. B. Analise da Curva

ROC do poder discriminatérios dos marcadores inflamatorios Relacdo Neutrofilo-Linfocito e

Proteina C Reativa quanto a COVID-19 em estigio severo/grave. C. Sensibilidade e

Especificidade de parametros hematologicos e Marcadores Laboratoriais na Predicdo da

COVID-19 Severa.
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Discussao

Por ser uma doenca emergente, as diretrizes e protocolos clinicos de gravidade da
COVID-19 ainda séo pouco esclarecedores e escassos. Identificar adequadamente a gravidade
do paciente e acompanhar seu quadro clinico é fundamental para definicdo do tratamento
adequado, e os marcadores laboratoriais podem ajudar nesse processo de acompanhamento e
prognostico da doenca.

No presente estudo o sexo masculino apresentou preponderéncia nos casos de
COVID-19 severa. Como os dados aqui apresentados sdo do inicio da pandemia até setembro
de 2020, estudos do mesmo periodo como o de Gebhard et al. (2020) e Guan et al. (2020)
apresentaram resultados que mostram um desequilibrio entre o sexo quanto a gravidade da
COVID-19, demonstrando um aumento da letalidade em pacientes masculinos.

Gebhard et al. (2020) demonstraram que os niveis circulantes do receptor ACE2 sdo
maiores em homens sadios e em pacientes diabéticos, podendo corroborar para a gravidade do
quadro. De acordo com o estudo de Samuel et al. (2020) , pode haver uma relacdo entre a
sinalizacdo androgénica e a COVID-19, visto que o0 SARS-CoV-2 utiliza como mecanismo de
acdo os receptores ACE2 e a serina protease transmembrana da superficie celular
(TMPRSS2), ambas reguladas por andrdgenos, assim, ainda segundo os autores, 0s niveis de
ACE2 sdo mais elevados em homens, podendo corroborar com o aumento da letalidade nesses
pacientes, uma vez que o virus teria maior nimero de sitios de ligacdo e entrada no organismo
humano. Além disso, Samuel et al. (2020) verificam que a doenca da prostata pode ser um
fator de risco para homens, pois aumentam o nimero de andrégenos no organismo.

Outro fator interessante no estudo foi a diferenca observada entre pacientes do interior
e da capital, os pacientes da capital apresentaram maior gravidade da doenca. E valido
ressaltar que o periodo da pesquisa pode contribuir para o achado, tendo em vista a alta taxa
de infeccéo no interior ter iniciado mais tarde; por exemplo, o estudo de Galvao e Roncalli et
al. (2020), em levantamento realizado com casos notificados de COVID-19 de marco a agosto
de 2020 no Rio Grande do Norte, evidenciaram que os pacientes com origem do interior
tiveram 0,66 menos chance do desfecho o6bito pelo novo coronavirus.

No que se refere aos dados hematoldgicos, as contagens de leucdcitos e neutréfilos
foram significativamente maiores no grupo com a COVID-19 severa. Estudos demonstraram
que pacientes com a COVID-19 grave apresentaram o0s seguintes dados laboratoriais: a alta
contagem de leucdcitos e neutrofilos, significativamente diferentes quando em comparacao

com 0s pacientes com a doenca ndo grave (CEREVAC et al., 2021). De acordo com Rahi et
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al. (2020) ha uma desregulacdo do sistema imunoldgico que aumenta a producdo de
neutrofilos e a apoptose de linfocitos. Ainda, segundo Cavalcante-Silva et al. (2021) os
neutréfilos aumentam as defesas antivirais, pela interagdo com outras células imunes,
participando até mesmo da liberag&o de citocinas inflamatoria, bem como a neutrofilia pode
se desenvolver devido a uma infeccdo bacteriana secundaria nos pacientes graves, como
também a alta resposta inflamatoria induz uma maior infiltracdo de neutréfilos no parénquima
pulmonar (RAHI et al., 2020; ARYAL et al., 2020).

Ao analisar a curva ROC destes parametros hematoldgicos (leucdcitos e neutréfilos),
foi possivel verificar que ambos possuem um bom poder de discriminacdo quanto a
severidade da COVID-19. Além disso, esses parametros possuem uma boa sensibilidade,
logo, acompanhé-los pode melhorar o desfecho dos casos, como por exemplo o envio precoce
para a Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Assim sendo, verificar continuadamente esses
parametros pode contribuir para 0 acompanhamento da leséo pulmonar.

De acordo com Wang et al. (2020), o aumento de neutrofilos coincide com a leséo
pulmonar em pacientes com a COVID-19 grave. O aumento exacerbado e prologando do
namero de neutroéfilos pode prejudicar o organismo do paciente, tendo em vista que ocorre a
liberacdo moléculas toxicas, como radicais superdxidos, que contribuem para o estresse
oxidativo e consequentemente o estabelecimento do quadro de Sindrome Respiratéria Aguda
Grave (SRAG) (CAVALCANTE-SILVA et al., 2021).

O estado inflamatério exacerbado causado pelo SARS-CoV-2, leva ao aumento da
interacdo entre macro6fagos e mondcitos, bem como ativacao endotelial. Além da liberacao de
citocinas IL-6, TNF, IL-8, IL-10, IL-1RA, as quais predispde alteracdo no coagulograma e em
biomarcadores inflamatorios. Anormalidades nos biomarcadores inflamatérios como a
Proteina C Reativa e a Relagdo Neutrdfilo-Linfocito sdo achados laboratoriais importantes em
pacientes com a COVID-19 grave (CAVALCANTE-SILVA et al., 2021). Neste estudo, a
PCR e a RNL foram considerados bons preditores no desfecho da COVID-19 severa. De
acordo com Ruan et al. (2020) pacientes que nao sobreviveram a COVID-19 possuiam um
aumento de 3 vezes nos niveis de Proteina C Reativa. Rahi el al. (2020) afirma que a PCR foi
sugerida como um indicador confiavel para identificacdo da gravidade do novo coronavirus.

No estudo de Ali et al. (2020) foi verificado que 86% dos pacientes com COVID-19
grave possuiam niveis elevados de PCR. Segundo Luo et al. (2020) a PCR foi um preditor
independente da doenca grave/critica. Esta proteina é liberada rapidamente apds o inicio da

inflamacéo, liga-se a patdgenos favorecendo a eliminacdo pelas células fagociticas, podendo
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fazer parte da primeira linha de defesa do sistema imunoldgico do paciente, mas este
mecanismo ainda nao esta bem esclarecido (LUO et al., 2020).

A RNL é um marcador recente de processos inflamatorios e tem sido estudado nas
doencas renais, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares e nos canceres. No estudo de Fu
et al. (2020) os niveis de RNL foram significadamente maiores no grupo de COVID-19 grave
quando comparado ao grupo de COVID-19 leve/moderada, conseguindo assim, distinguir
casos graves dos leves/moderados. Luo et al. (2020) demonstraram que a RNL apresentou
maior valor nos pacientes que ndo sobreviveram a doenca. Alguns trabalhos, ao estudarem a
RNL como biomarcador de progndstico da gravidade da COVID-19, afirmaram que esse
biomarcador pode ser utilizado em um prognéstico precoce, em conjunto com outros
marcadores, dado seu baixo custo e acessibilidade (BASBUS et al., 2020, LIU et al., 2020;
CHOWDHURY et al., 2021).

Além disso, Liu et al. (2020) (LIU et al, 2020) afirmaram que pacientes com diabetes
mellitus e positivos para o virus SARSCoV-2, e como RNL alterada apresentaram maior
gravidade no quadro evolutivo da doenga, bem como maior tempo de permanéncia no
hospital. De acordo com Cavalcante-Silva et al. (2021), a alteracdo da RNL pode ser vista
como um biomarcador que corrobora com a ideia de que a inflamacéo crénica pré-existente
afeta de maneira significativa na severidade da COVID-19. Logo, o aumento da RNL pode
ocorrer devido a fatores como alta liberacdo de citocinas, bem como pelo aumento exacerbado
de neutrdfilos, e pela morte dos linfdcitos ocorrida devido a regulacdo positiva dos genes
envolvidos na via de morte celular, decorrente do préprio mecanismo de a¢do do SARS-CoV-
2 no organismo (PONTI et al., 2020).

As limitacGes deste estudo incluem um numero restrito de participantes, mas esses sao
representantes do inicio da pandemia de COVID-19, podendo assim servir de base para
estudos comparativos sobre a COVID-19 em periodos distintos dela. Além disso, pode-se
citar a necessidade da realizacdo da cinética desses marcadores a fim de se avaliar

adequadamente um melhor biomarcador de gravidade e/ou prognostico da doenca.

Concluséo

Baseado nos dados apresentados, podemos incentivar o0 uso de parametros
hematoldgicos como a contagem de leucdcitos e neutrofilos e de marcadores inflamatérios
como a proteina C reativa e a relacdo neutréfilo-linfocito para o progndéstico da severidade da
COVID-19.
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Resumo

Introducdo. A COVID-19 é uma doenca infecciosa causada pelo virus SARS-CoV-2, o qual
esta associado a elevada mortalidade por exacerbacdo da resposta inflamatdria, que leva a um
fendmeno denominado tempestade de citocinas. Objetivo. Analisar a presenca de citocinas
pro-inflamatorias em um grupo de pessoas hospitalizadas devido a COVID-19 e verificar o
poder de predicdo dessas citocinas quanto ao prognostico de gravidade da doenca. Métodos.
Trata-se de estudo translacional, prospectivo e exploratorio com pessoas adultas, residentes
em uma regido da Amazonia Legal, sendo realizado no Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhdo — HUUFMA, no periodo de marco a dezembro de 2020. A
determinacdo sérica de citocinas pré-inflamatorias foi realizada no ensaio Luminex 27-plex

Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Os participantes foram divididos em trés grupos, o
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Controle (Negativos para COVID-19) e de acordo com a gravidade da doenca (COVID-19
moderada e COVID-19 grave). Os dados foram analisados utilizando-se o software programa
estatistico GraphPad Prism® versdo 8. com nivel de significancia de 0,05. Resultados. A
amostra foi composta 33 pacientes no grupo controle (negativos para COVID-19 pela RT-
PCR) e por 51 pacientes positivos para COVID-19 (RT-PCR positiva), sendo 15 pacientes
pertencentes ao Grupo Moderado e 36 pertencentes ao Grupo Grave. O poder de predicao das
citocinas pro-inflamatérias em diferenciar os casos moderados dos graves na COVID-19, foi
apresentado em modelos de curva ROC. A IL-6 apresentou area sob a curva (AUC) de 0,727,
com ponto de corte > 0,93, a IL-16 AUC de 0,740, com ponto de corte > 33,55 e o0 IFN-Alfa2
AUC de 0,727, com ponto de corte > 3,06 demonstrando serem bons preditores de gravidade
da COVID. Concluséo. Este estudo demonstrou que as citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-
16 e IFN-Alfa2 podem ser utilizados como biomarcadores para predizer casos graves da

COVID-19 podendo auxiliar no manejo clinico dos pacientes.

Palavras-Chave: COVID-19. Citocinas. Severidade.

Abstract

Introduction. COVID-19 is an infectious disease caused by the SARS-CoV-2 virus, a
betacoronavirus that infects respiratory tract cells and has a high contagious and inflammatory
power. High mortality is associated with exacerbation of the inflammatory response, induced
by the virus, which leads to a phenomenon called cytokine storm. Goal. To analyze the
presence of pro-inflammatory cytokines in a group of people hospitalized due to COVID-19
and verify the predicting power of these cytokines regarding the prognosis of disease severity.
Methods. This is a translational, prospective and exploratory study with adult people living
in a region of the Legal Amazon, being conducted at the University Hospital of the Federal
University of Maranhdo - HUUFMA, from March to December 2020. The determination of
the Pro-inflammatory cytokines was performed in the Luminex 27-plex Assay assay (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). The participants were divided into three groups, the Control group
(Negative for COVID-19) and according to the severity of the disease (moderate COVID-19
and severe COVID-19). The data were analyzed using the statistical program software
GraphPad Prism version® 8. significance level of 0.05. Findings. The sample consisted of
33 patients in the control group (negative for COVID-19 by RT-PCR) and51 patients positive
for COVID-19 (positive RT-PCR), 15 patients belonging to the Moderate Group and 36
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belonging to the Severe Group. The predicting power of pro-inflammatory cytokines to
differentiate moderate from severe cases in COVID-19, was presented in ROC curve models,
so IL-6 presented an area under the curve (AUC) of 0.727, with cutoff point > 0.93, IL-16
AUC of 0.740, with cutoff point > 33.55 and IFN-Alpha2 AUC of 0.727, with cutoff point >
3.06, demonstrating to be good predictors of covid severity. Conclusion. This study
demonstrated that the pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-16 and IFN-Alfa2 can predict

severe cases of COVID-19 and may help in the clinical management of the patient.
Keywords: COVID-19. Cytokines. Severity.

Introducéo

A COVID-19 é uma doenca infecciosa causada pelo virus SARS-CoV-2, um
betacoronavirus que infecta as células do trato respiratério, tendo um alto poder contagioso e
inflamatério.’ A infeccdo pelo virus pode se apresentar com sintomas leves ou progredir para
a sindrome respiratoria aguda grave (SRAG), injaria cardiaca, coagulopatia, disfuncdo renal,
hepética e/ou gastrointestinal; além de alta taxa de mortalidade.?

A elevada mortalidade esté associada a exacerba¢do da resposta inflamatéria, induzida
pelo virus, que leva a um fenbmeno denominado tempestade de citocinas. Na tempestade de
citocinas hd uma falha nos mecanismos de regulacdo da homeostase entre a producdo de
citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias. Essa falha origina uma ativagdo persistente e
sustentada do sistema imunoldgico com niveis elevados de citocinas circulantes e
hiperativacdo de células imunes, com consequente dano nos pulmdes e outros tecidos,
podendo levar a faléncia méltipla de érgaos e/ou bito. **

De acordo com as evidéncias cientificas, a gravidade da infeccdo esta relacionada a
expressao exacerbada de citocinas inflamatdrias e resposta imune desregulada, sendo
associado com SRAG e faléncia de 6rgdos. Niveis elevados de IL-1B (Interleucina 1 beta),
IFN-gama (Interferon Gama), IP-10 (Ligante 10 de quimiocina com motivo C-X-X) e MCP-1
(Proteinas Quimiotatica de Mondcitos 1), podem ativar a resposta das células helper tipo 1
(Th1). Além disso, ha liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias como: interleucina 6 (IL-6),
interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa).

Chen e cols. (2020)° verificaram que niveis séricos de interleucina 2R (IL-2R) e IL-6
estdo correlacionados positivamente com a gravidade da COVID-19 e Huang e cols. (2020)?
observaram que as concentracfes de IL-2, IL-7, IL-10, GSCF, IP10, MCP1, MIP1A e TNF-
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alfa encontravam-se mais elevadas em pacientes com COVID-19 internados na unidade de
terapia intensiva quando comparado aos pacientes internados na enfermaria.

Niveis exacerbados de citocinas como IL-6, MCP-1, TNF-alfa,’ IL-1q, receptor de IL-
2 (IL-2R), IL-3, IL-7, IL-8, IL-18, TNF- alfa’ também foram correlacionadas com pior
prognéstico da doenca. Ademais, Jing e cols. (2022) também citam que a IL-6 é reconhecida
como uma citocina altamente associada a COVID-19, visto que pode ser detectada ainda no
inicio dos sintomas, podendo ser um biomarcador precoce para predicdo da gravidade da
doenga, juntamente com IL-16, 1L-18, TNF-alfa.

Sabendo que a COVID-19 é uma doenca nova e que causou o Obito de milhares de
pessoas pelo mundo ha necessidade de melhor entender 0 mecanismo inflamatorio na doenca,
principalmente no que diz respeito ao perfil de liberacdo de citocinas, o qual vem sendo
associado a desfechos desfavoraveis para o paciente. Dessa maneira, o objetivo do presente
estudo foi analisar a presenca de citocinas pré-inflamatérias em um grupo de pessoas
hospitalizadas devido a COVID-19 e verificar o poder de predi¢do dessas citocinas quanto ao

prognostico de severidade da doenca.

Metodologia
Tipo de Estudo e Participantes

Trata-se de estudo translacional, prospectivo e exploratério com pessoas adultas,
residentes em uma regido da Amazonia Legal do Brasil, sendo realizado no Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo — HUUFMA, no periodo de marco a
dezembro de 2020. O grupo de estudo foi composto por amostras de soro de 33 pessoas
negativas para o virus e 51 pessoas internadas no HUUFMA positivas para COVID-19, com a
metodologia RT-PCR.

O HUUFMA ¢ um hospital publico formado pelas unidades: Presidente Dutra e
Materno Infantil, totalizando 554 leitos (Enfermaria + unidade de terapia intensiva - UTI)
sendo um hospital de grande porte disponibilizando servigos de alta complexidade como
transplantes, cirurgia cardiovascular, hemodinamica, traumato-ortopedia e UTI neonatal.

Os participantes foram estratificados de acordo com a gravidade da doenca. Esta
estratificacdo se baseou no atendimento de pelo menos dois critérios sugeridos no estudo de
Wang et al., (2020), o qual para determinagéo da gravidade da COVID-19 utilizou-se um dos
critérios: 1-frequéncia respiratoria >30/minutos; 2-saturacdo de oxigénio <93%,; 3-

PaO2/Fi02<300 mmHg; 4-progressdo de leses pulmonares >50% em 24-48 horas; 5-
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ventilacdo mecéanica implementada; 6-choque; e 7-admissdo na unidade de cuidados
intensivos. Dessa forma, o estudo se dividiu em: grupo Controle (33 pacientes negativos para
SARS-CoV-2 pareados em idade e sexo), grupo Moderado (15 pacientes positivos para
SARS-CoV-2) e grupo Grave (36 pacientes positivos para SARS-CoV-2).

Foram coletadas informagdes dos prontuarios hospitalares sobre dados demograficos,
data de inicio de sintomas, necessidade de ventilacdo mecanica, necessidade de cuidados
intensivos, alta/0bito. Nao foram incluidos no estudo pessoas com doenca autoimune ou
imunocomprometidas, usuérias de medicamentos imunossupressores e pessoas em coma
(induzido ou n&o).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUUFMA (parecer no.
4.157.769 e C.A.E.E. 32226420.9.0000.5086) e todos os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), de acordo com a Resolugdo CNS 466/2012 e suas
complementares do Conselho Nacional de Sadde (CNS) do Brasil.

Anélises Laboratoriais

Amostras de sangue periférico, para obtencdo do soro, foram coletadas para a
determinacdo de citocinas. Essa analise foi realizada no Instituto René-Rachou na Fiocruz de
Minas Gerais utilizando o ensaio Luminex 27-plex Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) para
deteccdo e quantificacdo simultanea de citocinas pré-inflamatorias, incluindo: Interleucina 6
(IL-6), Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-alfa), Interferon Alfa-2 (IFN-alfa2), Interleucina
12p40 (IL-12p40), Interferon Gama (IFN-Gama), Fator de Necrose Tumoral Beta (TNF-
Beta), Interleucina 18 (IL-18), Interleucina IL-2R alfa (IL-2R alfa) e Interleucina IL-16 (IL-
16). As amostras de soro dos pacientes foram diluidas duas vezes e analisadas de acordo com
as instrugdes do fabricante. A mediana fluorescente e a intensidade da luz foi determinada
para cada biomarcador usando Software Luminex XPONENT versdo 3.1 (Merck Millipore,
Billerica, CA, EUA). Curvas padrdo foram geradas para cada biomarcador usando dilui¢des
seriais quadruplas manuais. As concentra¢fes do biomarcador foram calculadas com base na
curva padrdo adquirida com Bio-Plex Software gerenciador versdo 6.1 (Bio-Rad) usando uma
curva de ajuste logistico do 5° parametro.

Analises dos Dados
Utilizou-se o teste do qui-quadrado para verificar a diferenca entre as propor¢des dos

grupos de pacientes com COVID-19 em estado moderado e em estado grave. Para avaliar o



50

perfil de citocinas pro-inflamatorias foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para mais de trés
grupos, sendo comparado trés grupos, um grupo controle composto por pacientes negativos
para COVID-19, um grupo com infecgdo em estado moderado e um grupo com infeccdo em
severidade grave, a analise foi realizada com a fase inicial da infeccdo, ou seja, considerada
até 7 dias ap6s o inicio dos sintomas. Ainda, para verificar a diferenca existentes entre os
grupos quanto aos niveis de citocinas foi utilizado o teste post-hoc de Dunn. Para todas as
analises adotou-se um valor de significancia de 0,05. As amostras foram avaliadas no

programa estatistico GraphPad Prism® verséo 8.

Resultados

A amostra foi composta por 33 amostras de pacientes negativos para COVID-19
(controle negativo) e 51 de pacientes positivos para COVID-19 (RT-PCR). Dentre o0s
positivos para COVID-19, 15 pertencentes ao Grupo Moderado e 36 ao Grupo Grave, com
predominancia do sexo masculino (60,8%), estado civil casado/unido estavel (78,4%), cor da
pele preta/parda (68,6%) e com grau de escolaridade majoritariamente analfabeto (70,6%).
Dentre os participantes 17,6% foram a ébito. Dados apresentados na Tabela 01.

Na analise do perfil de citocinas verificou-se que a IL-6 apresentou diferenca
significativa quando comparada a mediana nos trés grupos, sendo o grupo com COVID-19
grave o que demonstrou maior valor dessa citocina (3,15 pg/mL; 1C95% 0,31-81,76), ainda, 0
teste post-hoc demonstrou que os niveis de IL-6 do grupo controle apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado ao grave, bem como a mediana do grupo grave foi
diferente estatisticamente do grupo moderado (p<0,05). O fator de necrose tumoral TNF-alfa
também apresentou maior valor de mediana no grupo com COVID-19 grave (9,62 pg/mL;
IC95% 3,84-50,36), ainda, no teste post-hoc, o grupo controle foi diferente estatisticamente
do grupo com COVID-19 grave (p<0,05). Dados apresentados na Tabela 02 e na Figura 01.

Em relagdo ao interferon IFN-alfa, a mediana também foi maior no grupo com a
COVID-19 em estado grave (3,96 pg/mL; 1C95% 1,10-11,46), apresentando diferenca entres
0s grupos controle e com COVID-19 grave (p<0,05) e entre os grupos com COVID-19 grave
e moderado (p<0,05). A interleucina IL-12p40 demonstrou maiores niveis no grupo com
COVID-19 grave (85,41 pg/mL; 1C95% 16,95-613,97), além disso, houve diferenca entre os
grupos controle com COVID-19 grave (p<0,05) bem como nos grupos controle e grupo com
COVID-19 em estado moderado (p<0,05). O interferon IFN-Gama apresentou maior valor de
mediana no grupo com COVID-19 grave (17,40 pg/mL; 1C95% 1,19-58,84), tendo



51

apresentado pelo teste post-hoc diferenca entre os grupos controle e COVID-19 grave
(p<0,05). O TNF-Beta ndo demonstrou significancia estatistica quando comparado pelo teste
de Kruskal-Wallis (p>0,05). Dados apresentados na Tabela 02 e na Figura 01.

A interleucina IL-18 apresentou maior valor de mediana no grupo com COVID-19
grave (17,005 pg/mL; 1C95% 1,19-58,84), ainda, o teste post-hoc demonstrou que ha
diferenca estatistica entre os grupos controle e COVID-19 grave (p<0,05). A interleucina IL-
2R-alfa também apresentou maiores niveis no grupo com COVID-19 grave (56,25 pg/mL;
IC95% 4,91-151,67), demonstrando diferenca estatistica entre os grupos controle e com
COVID-19 grave (p<0,05). Por fim, a interleucina IL-16 demonstrou maior valor de mediana
também no grupo com COVID-19 (54,67 pg/mL; 1C95% 2,95-283,99), com diferenca entre
0s grupos controle e com COVID-19 grave (p<0,05), bem como entre os grupos com COVID-
19 grave e com COVID-19 moderada (p<0,05). Dados apresentados na Tabela 02 e na Figura
01.

Para verificar o poder de predicdo das citocinas pro-inflamatérias em diferenciar os
casos moderados dos graves, analisou-se as citocinas IL-6, IL-16 e IFN-Alfa2 que
demonstraram diferencga entres 0s grupos moderados e graves pelo teste post-hoc de Dunn.
Assim, montou-se modelos de curva ROC para avaliar a area sob a curva. A 1L-6 apresentou
area sob a curva (AUC) de 0,727, com ponto de corte > 0,93 (sensibilidade de 91,4% e
especificidade de 46,7%), a IL-16 AUC de 0,740, com ponto de corte > 33,55 (sensibilidade
de 63,9% e especificidade de 75%) e o IFN-Alfa2 AUC de 0,727, com ponto de corte > 3,06
(sensibilidade de 72,2% e especificidade de 86,7%) demonstrando serem bons preditores de

gravidade da COVID. Dados apresentados na Figura 02.

Discusséo

Neste estudo foi observado que o perfil de citocinas de pacientes com COVID-19
moderada apresenta diferenca do perfil de pacientes com COVID-19 grave, especialmente no
que diz respeito a IL-6, IL-16 e IFN-Alfa-2. Na meta-analise realizada por Coomes e
Haghbayan (2020)° foi evidenciada que os niveis séricos de IL-6 se encontram
significativamente elevados pacientes com a COVID-19 grave, sendo associados com
desfechos de admissdo em leito de unidade de terapia intensiva (UTI) e 6bito.

Além disso, segundo esse estudo pacientes com COVID-19 grave apresentaram niveis

séricos de IL-6 trés vezes maiores do que o pacientes com a COVID-19 sem complicagdes.



52

Que e cols. (2022)*, Chen e cols. (2020)° e Huang e cols. (2020)? também verificaram que
IL-6 esta relacionada com a gravidade da COVID-19, assim como com o desfecho 6bito.

Os resultados desses estudos corroboram com os aqui apresentados, visto que a I1L-6
apresentou maiores niveis Sericos no grupo grave e se comportou como bom preditor de
gravidade da doenca (ponto de corte >0,93), podendo assim, ser utilizado para inferir a
probabilidade de gravidade da doenca, auxiliando no manejo clinico do paciente. A IL-6
possui um papel central na ativacdo e manutencdo da resposta inflamatoria e parece se
correlacionar com a insuficiéncia respiratéria (PaO2 e SpO2), uma vez que regula
positivamente monaocitos, MCP-1 e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), os quais
contribuem para o aumento da permeabilidade vascular, injaria tecidual, hipotensdo e
insuficiéncia respiratoria .

Os interferons (IFNs) sdo moléculas chaves para a defesa antiviral e os do tipo 1,
como o IFN-alfa, sdo importantes nos estagios iniciais das infec¢Bes virais, pois estdo
envolvidos com a inibicdo da replicacdo viral. Porém, estudos in vitro e in vivo ****;
evidenciaram que o virus SARCoV-2 é eficaz em evitar ou retardar o desencadeamento de
respostas imunes inatas associadas a IFNs tipo | e Ill, levando assim a uma ineficiéncia da
imunidade e falha no controle da infeccao.

Nesse contexto, o presente trabalho reforca a possibilidade da ineficacia imune, uma
vez que, demonstrou que o IFN-alfa é um potencial biomarcador de gravidade para COVID-
19, reforcando a teoria de que a liberacdo retardada de IFNs na infec¢do pelo SARS-CoV-2
dificulta a resposta antiviral, colaborando com o aumento das citocinas e quimiocinas,
recrutamento de células inflamatdrias (p. ex.: neutrofilos e mondcitos) e infiltracdo pulmonar
caracteristica da COVID-19 (YE et al., 2020). Hadjadj e cols. (2020)*® e Galani e cols.
(2021)*" também afirmaram que respostas prejudicadas de IFN tipo | e Il estdo associadas a
maior risco de gravidade da COVID-109.

A interleucina 16 (IL-16) também demonstrou bom poder de predicdo para diferenciar
casos moderados dos casos graves, com AUC de 0,740 (ponto de corte > 33,55). No estudo de
Luellen (2020)* a IL-16 classificou com precisio casos sintomaticos com ponto de corte
>44,59 em 90,4% dos casos corroborando com os dados aqui apresentados. Dessa maneira,
observa-se que pacientes com a COVID-19 grave possuem uma reposta imunolégica mais
robusta ou exacerbada ao SARS-CoV-2 culminando na liberagcdo de citocinas pro-
inflamatdrias como a IL-16, que juntamente com a IL-6 pode ser utilizada na diferenciagéo de

casos leves, moderados e graves da COVID-109.
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Dessa forma, de acordo com Zanza e cols. (2022)% na primeira fase da infeccdo o
sistema imune inato ndo consegue agir adequadamente na remoc¢do do virus das células
infectadas podendo até mesmo favorecer a replicagdo viral, bem como favorecer a replicacdo
do SARS-CoV-2 dentro dos macréfagos. Assim, somente na segunda fase da infeccdo o
sistema imunolégico poderia combater o virus de forma eficaz, porém, nessa fase 0 SARS-
CoV-2 encontra-se com uma carga viral alta ao ponto de induzir uma resposta imunoldgica
exacerbada como a tempestade de citocinas.

E valido salientar que o presente ¢ uma analise de nio seguimento, com um ndmero
limitado de participantes; porém, foi realizado com pessoas ndo vacinadas, excluindo assim, o
viés de alteracdo da resposta imune devido ao reforco vacinal. Além do mais, a determinacgéo
de biomarcadores preditores de gravidade é de fundamental importancia para o
monitoramento dos pacientes, auxilio em decisfes terapéuticas e gerenciamento de recursos
em saude. Ainda, estudos anteriores exploraram o valor preditivo da IL-6 com diferentes
aspectos clinicos da COVID-19, mas outros biomarcadores ainda precisam ser avaliados
frente a predicdo de gravidade, bem como a sua participacdo na tempestade de citocinas e

viabilidade de implantacéo na rotina laboratorial e diagndstica.

Concluséo

Este estudo pode verificar o perfil de citocinas pro-inflamatorias em pacientes com a
COVID-19, demonstrando que a IL-6, IL-16 e IFN-Alfa2 possuem poder de predicdo em
diferenciar os casos moderados dos casos graves, podendo auxiliar no manejo clinico do
paciente. Ainda, reiteramos que mais estudos precisam ser realizados a fim de verificar a

viabilidade de avaliar essas citocinas na pratica clinica e laboratorial.
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Tabela 01. Dados sociodemogréaficos de pacientes com COVID-19, em fase aguda da
infeccdo, internados no Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhédo. Regido
da Amazonia Legal, Brasil, 2020.

Total Moderado Grave

(51) (15) (36) p-valor
Variaveis N (%) N (%) N (%)
Sexo
Feminino 20 (39,2) 6 (40) 14 (38,9) 0,9
Masculino 31 (60,8) 9 (60) 22 (61,1)
Obito
Nao 42 (82,4) 16 (93,3) 28 (77,8) 0,1
Sim 9 (17,6) 1(6,7) 8 (22,2)
Estado Civil
Solteiro/Separado/Viuvo 11 (21,6) 0 (0) 11 (30,6) 0,01
Casado/Uniao Estéavel 40 (78,4) 15 (100) 25 (69,4)
Cor da pele
Branca 16 (31,4) 1(6,7) 15 (41,7) 0,01
Preto/Pardo 35 (68,6) 15 (93,3) 21 (58,3)
Escolaridade
Analfabeto 36 (70,6) 11 (73,3) 25 (69,4)
1° Grau 3(5,9) 1(6,7) 2 (5,9) 0,9
completo/incompleto 11 (21,6) 3(20) 8 (22,2)
2° Grau 1(2,0) 0 (0) 1(2,8)
completo/incompleto
Superior

completo/incompleto

Dados apresentados em formato de propor¢éo e analisados pelo teste do qui-quadrado.
Considerou-se um p valor significativo de 0,05.
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Tabela 02. Perfil de citocinas pré-inflamatérias em pacientes com COVID-19, em fase aguda
da infeccdo, internados no Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhéo.
Regido da Amazonia Legal, Brasil, 2020.

Controle Moderado Grave p-valor
(33) (15) (36)

IL-6 (pg/mL)
Mediana
(1C95%) 0,90 (0,09-20,9) 0,93 (0,1-30,4) 3,1 (0,31-81,76) 0,0006

TNF-Alfa

(pg/mL)
Mediana 41(2,2-22,6) 4,00 (0,69-43,38) 9,6 (3,84-50,36) < 0,0001
(1C95%)

IFN-Alfa

(pg/mL)

Mediana 26(1,1-21,1) 2,4 (1,45-12,84) 3,9 (1,1-11,4) 0,0068
(1C95%)

IL-12p40
(pg/mL)
Mediana 36,32 (14,3-187) 55,7 (16,9-281,3) 85,4 (16,9-613,6)  0,0002
(1C95%)

IFN-Gama

(pg/mL)
Mediana 79(27-27,8)  131(41-392) 17,4 (1,1-58,8) < 0,0001
(1C95%)

TNF-Beta

(pg/mL)
Mediana 86 (539295  10,3(45-53,1) 10,2 (4,8-69,7) 0,4279
(1C95%)

IL-18 (pg/mL)
Mediana 6,1 (1,0-39,1) 7,5 (3,4-49,0) 17 (1,1-58,8) 0,0022
(1C95%)

IL-2R alfa
(ng/mL)
Mediana 38,19 (11,1-113) 43,6 (30,3-76,1) 56,2 (4,9-151,6) 0,0049
(1C95%)

IL-16 (pg/mL)
Mediana 21,41 (0,3-185)  16,5(0,05-228) 54,6 (2,95-283,9) 0,0003
(1C95%)

Dados apresentados em formato de mediana e 1C95%, analisados Kruskal-Wallis para mais de trés grupos e
post-hoc de Dunn. Considerou-se um p valor significativo de 0,05.
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Figura 01. Comparacdo entre as concentracdes de citocinas pré-inflamatorias entre 0s grupos
Controle, Moderado e Grave. * Valor de p significativo. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <

0,001, **** p < 0,0001. Dados analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn.
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Figura 02. Modelo de Curva ROC de predicdo de casos de COVID-19 grave. (A) Para a
Interleucina IL-6 (B) Para a interleucina IL-16 (C)Para o Interferon IFN-Alfa2 (IFN-Alfa2).
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5 CONCLUSAO DA DISSERTAGAO

Esta pesquisa demonstrou que o uso de parametros hematologicos como a contagem
de leucdcitos e neutrofilos e de marcadores inflamatorios como a proteina C reativa e a
relacdo neutréfilo-linfécito podem definir o progndstico da severidade da COVID-19. Além
disso, esse estudo também pode verificar que citocinas como a IL-6, IL-16 e IFN-Alfa2
possuem poder de predicdo em diferenciar os casos moderados dos casos graves, podendo
auxiliar no manejo clinico do paciente. Ainda, reiteramos que mais estudos precisam ser
realizados com a finalidade de avaliar a eficiéncia do uso de biomarcadores inflamatdrios,

hematoldgicos e citocinas para manejo do paciente com COVID-109.
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LINTRODUGRD

Em dezembro de 2019, uma =#rie de casos de “preumonia™ de origem desconhecida foi relaiada em
WWuhan, China. fs autoridades sanitirias chinesas omaram medidas. de salde pdblca, induwndo vigithncia =
investigapbes epidemioldgicas, & confirmaram o agenie causador como pertencent= 4 familia cormonavines
(HUL et @l 20240). & Organizacio Mundial da Sadde nomeou a doenga como coromavinus 2019 (SO ID=19)
e em 11 de margo de 2030, consderu esta infecgdo uma pandemia (BEECHING et al., 3020; WO 3020).
# doenga se espalhou rapidamente pelo isrildrio chinés & em oubros paises, principaimenis na Eusopa
{lendo como epiceniros a iElia & a Espanba), mos Estados Unidos, no Canada & no Brasil [BEECHING et
al., 2050; WiH0D 3020). Segundo o relabdno situacional do Ministério da Sadde de 21 de abril de 2030, no
Brasil existem 281.578 casos acumulados = 8B5S chitos (dados de 200052020 - hitps2foovid. saude. gav_br')
pela doenga, fendo o estado de 580 Paulo coma epicentro. A pandemia por SARSC0W -2 (agenie
infeccioso do COVID=-19) t=m como principais sintomas. febre, fadiga = losse seca, podendao evoluir
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para dispneia ou, =m casos mais graves, para insuficéncia respiraidria aguda e insuficiéncia de miliplos
sislemas orgdnicos, como renal, hepdbico & cardiovasoular {CHEM, e al., 3020; TOTURA, BARIC, 2012). De
acorda com Guan & cols. (303]) os pacienies admitidos em unidades hospitalares com SARS-C0V-2
apreseniaram linfocitopenia (B3,2%), trombocilopenia (36,2%) & leucopenia (33,79%), akkm de niveis
devados de profeina C reativa. Alguns estudos mostraram gue a presenca de comorbidades coma diabetes
melitus, hiperiensio arierial, obesidade & doenga coronariara estdo elacionados ao maior risco de morie
por COWVID19 (WU ot al, 3030 ZHOU et all, 3020). Além disso, idade awvangada, linfopenia, leucociioss
sevados niveis séncos de alanina aminotransferase, laclaio desidrogenass, boponina de alia sensbilidade,
creating quirase, D-dimero, ferrtina s#nca, IL-E, creatinina sénca, pro-caicilonina & tempo de protromibina
também foram preditores para morte (WU = al, 2020). O agrawamento do quadmo dinico tambem esiess
relacionado ao aumenio de cilocnas inflamaicnas, incluindo IL2, LT, IL10, GCEF, IP10, MCP1, MIP1A
THF (CHEHN el al., 2020). Evidéncias centificas ainda sugerem gue um grupo de pacienies COM CASOS
graves da doenga podem desenvoleer uma sindrome de super ativagdo imunoldgica sisidmica descrita
oMo uma “bempesiade de cilocinas® (hipercitocinemia) ou sindmome hipennflamaitria que pioa o guadm
pulmonar e pode levar 4 faléncia miitiplas de drgdos [YANG =t al, 20050; WANG, JUANGE, S0RGE, 2020; WU
et al., 3020} Os escassos dados disponives indicam gue esla hiperattvagio imunoldgica leva a producio
emicessiva de cilocinas prdsinflamalérias causando cilopenias, hiperferritinemia, elevagio de lactato
desidrogenass, L1, IL=2, L6, IL-¥, fator de necrose tumoral alfa, falor estmulador de colinias de
granuiddtos, D-dimen & profeira C reativa & guadio clinico mais. grave (HUANG, et al., 2020; MEHTA, et
al., 2030). No entanio, muitas perguntas sobre o nove coronavines permanecem. Alusiments ha informagbes
limitadas acerca dessa infeopho & dados ausenies em redacho 3 faixa etiria, fonde animal do wines, periodo
de incubagio, curva epidémica, cinédica viral, via de transmissao, patopénese, manifesiagbes clinicas,
achadas de autdpsia, enire outros. Asscoado a isso, lem-ss indmeras inceriezas em rdagho ao ratamenio
da do=nca =m si e das complicacfes que surpem o cursd da mesma; bem comoe a gravidade da inflamagio
&m resposia ao vins. Por se ratar de uma doenga oom graves consequéncias sociais & econdmicas, com
impartanie impacta na vida de milhares de familias e reflexos considerdveis no fuluro, @ comunidade
centifica mundial w&m unindo esforgos. para o maior entendimento da infecgio pefo virus SARS-Col-2 na
busca de meios para minimizar os seus efeiins. No entanio, eshedos com relacio as manifestapies dinicas
induzidas peio winss sho escassos, principalment= sobee a resposta inflamatdra na infecgdo viml, slemenio
fundamenial ra delermiragio do grau de marbidade induzdo pela doenga. Mesie conlexfio, & de grande
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importéncia avaliar par&metros virokbgicos, imunodégicos e bloguimicos & associd-los 4s formas dinlces da
doenca para malor compreensso da ses patogéness & o desenvolvimeanto de medidas de progndstico gus
contribeam para um mane|o clinico & tratamente da infeccio mals adequados e eficazes. A partir da
identificacdo dos blomarcadores preditivos de diagndstico, eles poderdo ser empregados para
acompanhands dos pacientss, o que potencisdmente implicar no auments significative de desfechos mals
fevordvels para o packente. O impacto socisl & epidemickdgico wird da melhoria dos indicadores de sadbde
dos pacientes infectados palo vines atendidos pelos hospitais e pela diminuicio da taxea de moralidade.
Hipdtesa: A caracterizecio do perfil de mediadores imunoldgicos @ bloguimicos circulantes em paclentas
com SOVID-18 contribuird para o acompanhamento cinico-laboratonal dos pacientes @ melhor desfecho em
BRI

2 METODOLOGIA PROPOSTA,

- Tipo & kocal do estuda: Trata-se de uma pesquisa transiacional, retrospectiva & prospectiva, exploratdria a
sef reslizada com pessoas adultos, residentes no Estado do Maranhdo com a infeccio com SARS-CON-2,
na fase aguda e de convalescenta da Infecglo. Serbo armolados para este esbudo pessoas que Procurarem a
realizegdo do teste de confirmacio para COVID-19 em laboratdrio de andlises dindcas da rede privedsa
iparticipantes ambulatonats) e pacientes gue sa encontrarem Intemados no Hospital Universiténoe Presidents
Dutra da Universidade Federal do Maranhdo (HUUFMA) para trataments da infeccio pelo SARS-COV-2
(participantes hospitalanes).

- Parficipantes: Os participantes desta pesguisa serdo adultos (18 a 80 anos), moradores no Estado do
hMaranhdo, de ambos os sexos. sem distingBo de etnia & dasse social, que procuraram o servico de sedde
da Rede Priveda e Plblica para a investigaciolconfirmacio e rataments da infeccio pelo SARS-COV-2,
respectivarments. A amostragem serd por convend&ncla, com expectativa de alcangar, no minimo 130
participantes.

- Codeta de Dados & Amostras Bloldgices: As pessoas serdo convidadas a participar do estedo, com
explanagio dos seus objetives e procedimentas & serem realizados. Os participantes ambulatorials
{oniundos de laboratdeo de andlises clinicas privados) serdo abordados na recepgio do laboratdrio de
andlises clinlcas e os paficipantes hospltalares (HUUFMA) sarBo abordados no lelto hospltalar juntamente
com & Eguipe de Enfermagem efou do Laboratdrio do HUUFMA. Todos assinarfo o Terme de
Consentments Livre e Esclareckdo (TCLE — AMEXO 1). Mo que se refere aos paricipantes ambulatdrias, de
cada um, serd coletada amosira dnica de sangue periférico para processamento de marcadores
irmunoddaicos @ bioguimicos; bem como a coleta de dedos sociodemograficos, sadde (idade, sexo, histdrico
de doengas elou comortedades, sintomas, entre outros — ANEXD 2) &
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resultado de exames laboratoriais realizados no mesmo dia da testagem para COVID-189. Para os
participantes hospitalares serdo coletados dados de prontuédrio @ amostras de sangue periférico seriados
para o acompanhamento da evolugio do quadno clinico laboratorial dos mesmos. As coletas serdo tampo
Zero (TO - guando da entrada no hospital edou apds assinatura do TCOLE), tempo 06 (TS - apds seis disa de
internagio elou apds assimatura do TCLE) & tempo 08 (TE - apds oitos dias de internagio efou apds
assinatura do TCLE) ou na alta hospitalar, se esss ocorrer antes do TE. Os participantes hoapitalares seréo
questionados (mo momente de aplicacds do TCLE) quants ao desajo de serem acompanhados (fase de
convalescéncia e de scompanhamenta) para verificar possivels alteragtes clinico laboratoriais devido a
infeccio com SARS-CoV-2. Esse acompanhaments prewd coleta de material bioldgico & dedos de saldde em
intarvalos de termps pré-daterminssos, pondm, Nao & umsa etapa obrigatdria. As colelas de scompanhamsanio
ocormeram entre 20 a &0 diss (01 coleta) apds sita hospitalar (fase de convalescéncia) e entre 06 a 12
meses (01 coleta) também apds alta hospitalar (fase de acompanhaments). As amostras de sangue
periférico, para obtengio do soro & plasma, dos participantes com disgnostico laboratornial efou clinico da
COWVID-19 ser8o coletadas pela equipe da Pesquisa e postenorments encaminhadas para o Laboratdrio de
Andlises Clinicas do Hospital Presidente Dutra. para o Bando de Tumor & DA do Maranhao (BTRMA) & para
o Instituto Rend Rachou (IRR)-FIGCURZ/MG para devida identificagio (codificagio), separagdo &
processamento das anslises laboratoriais.

- Andlises Laboratoriais: As analises laboratoriais realizadss serdo hemogramsa completo, marcadorss
biocquirnicos {Ferriting sérica, D-dimero, troponina ultra senaivel, pro-calcitonina, peptidecs natriurético] e
mediadores inflamatdrios (proteina © reativa, interleucing &, fator de necrose tumoral, entre outros). 0O
hermoegrama complets @ o3 par@metros bioquimices ser8o realizados no Laboratdrio de Analises Clinicas.
3. AMALISE ESTATISTICA

A andlize dos dados serd realizada pelo SPSS, STATA, Medcalc @ oa graficos no GraphPad Prism 8. Serf&o
failas andlise de vansveis independentes & dependenies, uni- & multivanadas, Abordsgens especificas para
identificacio de blomarcadores serSo empregadsas, ulilizando ferrameantas de andlise de sistema béokbgicos
g aprendizagem de maguina coma analise de agrupamentos, componentes principais, graficos e Venn,
Arvores de decisdo, andlise de wias, probabilidade predita e causa e efeito. Todos os pardmetros avaliados
sar30 associados aos desfechos primaros e secundanos e comorbidades. Desfecho Priméno: ldentificagao
de bomarcaedores prediivos de disgndaico & evolugdo cdinica dos pacientes acomsetidos com o wirus SARS-
COW-2 permitird melhor acompanhando dos pacientes. o gue potencialments implicard no aumento
gignificative de
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desfechos mais favordveds para o paciente e para a sadde pdblica_
Tamanho da Amostra no Brasil: 1.20

Objetive da Pesquisa:

4. OBJETIVOS

4.1 Objetren Geral

-Caracterizar o parfil de mediadores imunckbgicos e bboguimicos circulanies em pacientes com COVID-18.
4.2 Objetrvos Especificos

- Definir as assinaburss o perfil plasméatico de citocinas pré-inflamatdrias;

- Detarminar @ hamograma comgdsio & o perfil de marcadores bioquimicos;

- Agsociar o8 blomarcaedores laboratoriais com desfechos distintos (fase inicial x convalescenga; alta = dbilo
& formas clinicas leve = grave)

Avallagao dos Riscos & Beneficlos:

5. RISCOS

O possivel risco do estudo estd relacionado com o constrangiments ao ser identificado como infectado por
COVID-18 [(devido a relatcs de preconceito pedos Brasil) & em responder aos questionamentos. Esses sarBo
minimizados uma vez que, s& respeitarda & decisfo do participante em n&o gquerer participar efou
compartiinar seus dedos pessoais & amostras beoldgicas. Além disso, a abordagem & questionaments acs
participantes serd realizada am kecal privativo, arejadofiventilado, com &tica, respeito & garantia de skgilo dos
dados e da identificacio. Ma coleta de sangue hé risco de sentir leve dor ou incomodo local, mas serBo
trmadas as precaugbes adequadss para dirinir tafs eventos, bem como um possivel hematoma no kecal da
coleta sanguinea. Se ocorrer hematoma o participante serd instrulido a colocar compressas de gelo por 15
minstos nas primeiras horas apds & coleta. Se sentirem a necessidads os participantes tambdm poderso
colocar compressa morma para ajudar a elimimar © hematoma mais rapidamente. Porém, como aste
procedimento (coleta de matenal bioldgico) serd realizado por profissional competente & experients a
probabilidade de esse fato ocorrer & minima. Os pesquisadores estardo munidos de Equipamento de
Protec¢ao Individweal (mascara cindrgicas, luvas para procedimentos, gorro, dculos de protecio e |aleco
descartavel e imparmeswel] para garantr sua prépria protecio & protecio do participante. Serd fornecido
dlcool gel para gque oz participantes poasam utilizar, se acharem necessario ou adeguado. Além disso, as
amoatras bioldgicas (pds coleta) serdo submetidas a
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incidéncia de raios LUkra Vicketa (L) por 16 minuios, antes de iniciar a manipulagio pelos pesquisadores,
para minimizar a possivel contaminagio oom a mesma.

& BEMEFICIOS

0 estudo iem como beneficios a obiengdo de dados mporianies sobee o pesfil dinico labomaioral do COWID-
19. # partr da idenbficacio dos biomarcadores prediivos de diagndstion, eles poderdo ser empregados para
acampanhando dos packentes, o gue pobencialmente implicar no aumento significativo de desfechos mais
favorivess para o pacenbe. O impacio social & epidemiciGgicn vird da melhoria dos indicadores de sadde
dos pacienies infeciados pelo winus atendidos pelos hospitis = pela dminuicio da taxa de mofalidade.

Comentirios o Consideraspies sobre a Posquisac

i pamdemia mundial recente do S&ARE.CoV-2 atinge também o Brasil em proporgies significativas
(2082020 - 291.679 casos acumulados/18 8589 dbiftos), reforgando a importincia da busca de
biomarmadores laboraioriais que possam aumdliar os profssionais de saldde a realrarem progngsios mais
adequado = man=jo clinico=laboratonal mais eficar dos pacentes com COWVID19. O propdsito do estudo &
caracierizar o perfil de mediadores imuncicgicos & bioguimicos circulantes em pacientes com GOV ID-19.
Trala-se de uma pesguisa ransiaconal, prospeciva & exploratona a ser realizada com pessoas adulics que
procuraram laboratdrios de andlises. clinicas oom suspeita de OOVID:19, na fase aguda = de convalesosmnie
da infecgio. Serio avaliados mediadores soliiveis inflamatdrios, hemograma compleio = pardémetros
bioguimicos associando-as com comorbidades. Az andlises laboraloriais serdo realizadas na Unieersidade
Federal do Maranhdo & no Instiuto René Radhou-FIGCRUZ:-Minas Gerais. & andlise dos dados ooomera
ooim o programa SPESE, STATA, Medcalc & os graficos no GraphPad Prism 8. & propostia e om diferencal
imovadar importante ac buscar identficar novas ferramenias: para aplicac®a ra rolina de aoompankamenio
dinico-laboralorial = gue abmimenis ndo 530 disponibilizadas para o acompanbamenio clinico, bem como
para tomada de decmdes sobre o medhor iratamenio de suports & predicido de quais pacienies precisarao
ser acompanhados por tempo mais prolongada.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigabonia:
() profocolo apresenta dooumentos referente acs “Termos de Apreseniacho Obrigatdria®: Folha de rosio,

Declaragdo de compromisso em anexar os resultados ma plataforma Brasil garantindo o sigilo, Orgamenio
financero detalhado, Cronograma com etapas detalhada, Termo de

Endermitos Fus Bando da Bapacy n® 227
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Consentments Livee e Easdarecido (TCLE), Autorizacio do Gestor responsdvel do local para a realizacio da
coleta de dados e Projeto de Peasquisa Original na integra em Word. Atende & Morma Operacional no
0012013 (item 3/ 3.3). O protocolo apresents ainda a declarscio de responsabilidade financeira & termo de
compromésso com a ulilizacso dos dados resguardando o sigile & & confidencialidade.

Recomendacées:

Apds o término da pesguisa o CEP-HUUFMA sugers que os resultados do estudo sejam devolvidos aos
participantes da pesquisa ou a instituigao gue sutorizou a coleta de dados de forma anonmizads.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadeguagbes:

O PROTOCOLO nao apresenta dbices éticos, porants atende acs requisitos fundamentais da Resolugo
CHS/ME n® 466/12 e suas complementares sends considerado APROVADO.

Consideragdes Finals a critérlo do CEP:

O Comité de Etica em Pesguisa—CEP-HUUFMA. de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugio CHS
4662012 & Norma Operacional n®. 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela APROVACAD do projeto de
pesquisa proposto. Eventuals modificagties ao protocolo devem ser inseridas & plataforma por melo de
emendas de forma clara e sucinta, identificandos a pare do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Relatdrios parcial e finel devem ser apresentados a0 CEP, inicialmente apds a coleta de dados e ao Brmino
do esbuda,

Este parecer fol elaborado baseado nos documentes abalxo relacionados:

Tipo Documenio Arquivo E'mlngam Autor Siuacao
Informactes Basices |PE_INFORMACOES_BASICAS_DO P | 1040772020 Aceito
do Projeto ROJETO 1561812 pdf Og-48:48 _

Oitros: supartefinaceiro. pdf 104072020 | SALLY CRISTIMA Aceito
09:48:34 | MOUTINHD
[ Dhutros questionanocowid1Boap.pdr 1W%A Aceilo
09:47:35 | MOUTINHO
MONTEIRC
Owitros cartaresposta_pdf 100072020 | SALLY CRISTINA Acedto
094818 | MOUTINHD
MONTEIRO
Emdoregn:  Rua Bardo de Haparyg n® 227
Bairo: CENTRO CEP: BE.020-070
LIF: B, Municiplo:  SA0 LIS
Talefone: |[58)2109-1250 E-mall: cepiuima ke
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[ Cutros normativablomepositonor IOGRUZ pdt 1007 2020 | SALLT CRISTINA Aceiln
093654 | MOUTINHO
MONTEIRO
Declaragio de biorrepositoriosallyfiocruz pdf 10M0F 2020 | SALLY CRISTINA Aneito
kanussio Material 09321 T | MOUTINHO
Bickdgico / MONTEIRO
Biorepoaitdrio
Bicbanco
Deciaragan de EnUencagesaocoid 19cepHOY 0. pal D07 2020 |SALLY CRISTINA Acein
Instibuigao & 170227 | MOUTINHD
Infraestruturs MOMNTEIRO
Owitros aprovacaocomic paf 08072020 |SALLY CRISTINA Aneito
17:01:25  |MOUTINHO
: MONTEIRD _
Projeto Detsthado /| projetscompletocovid1Bcep pdf 08072020 |SALLY CRISTINA Ansito
Brochura 1701:03 |MOUTINHO
Investigador MONTEIRO
Declaracao de termosassinadoscovid 18cepMOVO paf | 08K072020 |SALLY CRISTINA Anedto
Pesquisadores 1700012 | MOUTINHD
: MONTEIROQ
Cronograma cronogramacoyid 18cep._pdf 08072020 |SALLY CRISTINA Aceito
16:58:39 | MOUTINHO
TOIE TTarmos & [ecovaTacn o T [SALLY CRIETRA | R
Assentimenio | 16:56:25  [MOUTINHO
Justificativa de MONTEIRD
[ AUSENCES —
Folha de Floato folhaderostoassinada_pdf 08072020 |SALLY CRISTINA Aneito
16:58:35 |MOUTINHO
[ Crgamento arcamentocod 19cep. pdt M%A Aceiln
132401 |MOUTINHO
MONTEIRO
Situscio do Parecer:
Aprovado

Wecessita Apreclagio da CONERP:

Mao
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ANEXO C

REGRAS DA REVISTA DO ARTIGO 01

ATENA EDITORA

Instrucdes aos Autores

OrientacOes Gerais: Respeitando as normas internacionais de boas praticas de editoracdo, a
Atena Editora recebe o0s seguintes manuscritos para revisao por pares:
1. Anais de Congressos, Simposios e Encontros de Pesquisa;

. Artigos de Pesquisa Original;

. Artigos de Revisdo;

. Comunicacédo Curta ou Resumo Expandido;

. Contos;

. Criticas literarias;

. Dissertac6es de Mestrado;

. Monografias;

© 00 N o O A WDN

. Preprints (ndo submetidos a reviséo por pares);
10. Relatorios de Pos-doc;

11. Teses de Doutorado;

12. Textos Independentes;

13. Trabalhos de Conclusé&o de Curso.

Autor Correspondente: O autor designado como correspondente € aquele que assume a
responsabilidade pela comunicacdo com a Editora durante o processo de publicacdo do
manuscrito e garante que todos os requisitos sejam atendidos e todas as atividades concluidas.
O cadastro deste autor deve estar completo em nosso sistema, com endereco, telefone e e-
mail.

Autoria: Todos os autores devem ter participado ativamente da constru¢cdo do manuscrito,
preferencialmente na:

1) Concepcdo do estudo, e/ou aquisicdo de dados, e/ou analise e interpretacdo de dados; 2)
Elaboragéo do artigo ou revisdo com vistas a tornar o material intelectualmente relevante;

3) Aprovacdo final do manuscrito para submissdo. SO devem ser incluidos no trabalho

pesquisadores envolvidos no estudo. Nao incluir, sob qualquer hipdtese ou pretexto, nomes
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que ndo tenham participado da elaboracdo do manuscrito.

AlteragcOes na Autoria: Qualquer adicdo, exclusdo ou reorganizacdo de nomes de autores na
lista de autoria deve ser efetuada antes do manuscrito ser submetido em nossa plataforma.
Solicitacbes posteriores a submissdo deverdo vir somente do autor correspondente e
acompanhada do motivo para a alteracdo na lista de autores e confirmacao por escrito (pode
ser carta digitalizada e anexada ao e-mail edicao@atenaeditora.com.br) de todos os autores de
que eles concordam com a adi¢do, remocao ou reorganizagdo, bem como a concordancia do

autor a ser adicionado, alterado ou removido.

Consideracdes Adicionais:

a) O manuscrito foi ortograficamente e gramaticalmente corrigido?

b) Todas as referéncias mencionadas na lista de referéncias séo citadas no texto e vice-versa?
c¢) Todos os materiais subjacentes ao texto estdo citados e referenciados corretamente?

d) Todas as imagens, graficos e férmulas e demais elementos visuais estdo em formato jpeg
ou png?

e) Todas as ilustracGes estdo no local exato no texto e néo ao final?

f) O manuscrito foi revisado por algum dispositivo antiplagio?

g) O manuscrito envolve o uso de animais ou dados de seres humanos (avaliacdo de
prontuarios, entrevistas, etc.)? Em caso positivo indicar o nimero do CAAE (Certificado de
Apresentacio de Apreciacdo Etica) e a data de aprovacio do CEP (Comité de Etica em
Pesquisa), no item “Metodologia”;

h) O manuscrito esta isento de dados ou resultados fraudulentos?

i) O manuscrito foi depositado em alguma plataforma de preprint? Em caso positivo indicar o
endereco do deposito;
Jj) Houve deposito dos dados aberto da pesquisa? Em caso positivo indicar o endereco do
depdsito; k) Foi reportado qualquer conflito de interesses de todos 0s autores?

I) Todas as fontes de financiamento foram informadas?

Video: A Atena Editora aceita video e/ou sequéncias de animacdo (somente no formato .mp4)
para aprimorar o conhecimento cientifico do manuscrito bem como para apoiar a sua
disseminacdo. Todos os arquivos enviados devem ser rotulados adequadamente, para que

possamos relacionar o contetdo do video ao texto. Os arquivos de video e/ou animacéo
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fornecidos serdo embedados em nossa pagina e quando possivel em repositorios parceiros.

Normas para Formatacdo do Manuscrito
TITULO DO TRABALHO EM LINGUA PORTUGUESA
TITULO DO TRABALHO EM LINGUA INGLESA
Primeiro Autor, nome completo sem abreviaturas
Instituicdo de Ensino, Faculdade ou Departamento Cidade — Estado

Link para o Curriculo Lattes ou ORCID

Segundo Autor, nome completo sem abreviaturas
Instituicdo de Ensino, Faculdade ou Departamento Cidade — Estado

Link para o Curriculo Lattes ou ORCID

Terceiro Autor, nome completo sem abreviaturas

Instituicdo de Ensino, Faculdade ou Departamento Cidade — Estado
Link para o Curriculo Lattes ou ORCID

Demais autores....

Data de submissdo: Preencher com a data (xx/xx/xxxx) em que o manuscrito foi submetido no

sistema.

RESUMO: Favor atender as seguintes normas de formatacéo: a) o artigo deve ter no maximo
15 paginas (paginas excedentes, no valor de R$ 13,00 por lauda, serdo cobradas
posteriormente a submissdo) de tamanho em folha A4 (21 x 29,7 cm), cada qual com margens
superior e inferior iguais a 2,5 cm e esquerda e direita iguais a 3,0 cm; b) use fonte Arial
tamanho 12 pontos para todo o corpo de texto (exceto citacdo direta longa e titulos de tabelas,
figuras e graficos, que deverdo ser em fonte 10 pontos); ¢) prepare um resumo com 300
palavras no maximo, espacamento simples e alinhamento justificado; d) as referéncias devem
ser listadas em ordem alfabética ao final do trabalho; e) as figuras/graficos/formulas e
ilustracdes incluidas no trabalho devem ser de excelente qualidade, inseridas no texto em
formato “png” ou “jpeg”; f) Evite o uso excessivo de nota de rodapé e/ou nota de fim. O
trabalho deverd ser preparado em Portugués, Inglés, Espanhol ou Francés. Use este texto

como modelo.
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PALAVRAS-CHAVE: No maximo cinco palavras-chave.

ABSTRACT: Traducdo para o Inglés do Resumo. N&o utilize tradutores instantaneos de
palavras, pois 0 mesmo pode alterar o sentido do texto. Lembre-se que um bom resumo deve
conter o foco da pesquisa, a metodologia empregada, os resultados e principais conclusdes. A

Atena Editora aceita Visual Abstract como Resumo.

KEYWORDS: Palavras chaves em Inglés.

1. INTRODUCAO

O artigo sera publicado como capitulo de livro, em formato e-book, no site da Atena
Editora, no Slide Share, GoodReads do Grupo Amazon, Google Books e estamos em processo
de avaliagdo para indexacdo no SciELO Livros. Eventualmente poderdo ser disponibilizados
em sites de editoras parceiras e repositorios. Os coordenadores das Grandes Areas, serdo os
organizadores de cada obra. Entre uma sesséo e outra, deixe duas linhas, e entre a sessao e 0

texto deixe uma linha. Use este texto como modelo.

2. INSTRUCOES PARA DIGITACAO

O trabalho deve ser digitado no Word for Windows e ndo deve ser paginado. O titulo
do trabalho em Lingua Inglesa deve ser apresentado logo apo6s o titulo do trabalho em Lingua
Portuguesa. O Abstract e as Keywords, devem ser apresentados apds o resumo, em

espacamento simples, tal qual o resumo em lingua portuguesa. Use este texto como modelo.

3. ESPECIFICACOES GERAIS PARA A FORMATACAO DO TEXTO

O corpo do artigo deve ser digitado em fonte Arial tamanho 12 pontos, espagamento
de 1,5 cm e sem qualquer espagamento entre os paragrafos. O titulo deve ser em digitado em
letra maiuscula, fonte 12 pontos, negrito e centralizado. Cita¢Ges diretas longas deveréo estar
em fonte 10, com recuo de 4 cm da margem. Titulos de figuras, graficos, formulas e tabelas,

também devem estar em tamanho 10 pontos. Todas as sessGes deverdo ser numeradas.

4. AUTORES
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O artigo deve ter no maximo 12 autores (casos especiais serdo analisados
individualmente). A submissdo do artigo deve ser feita preferencialmente pelo primeiro autor,
que serd denominado autor correspondente, assim como todos os contatos sobre a publicacéo

do mesmo.

5. AUTORIZACOES/RECONHECIMENTO

Ao submeter o trabalho, os autores tornam-se responsaveis por todo o conteldo da

obra.

6. CITACOES
Conforme as normas da ABNT.

REFERENCIAS
Apresentadas em ordem alfabética e de acordo com a norma da ABNT - NBR

6023/2018, com o titulo das obras em negrito. Deixar uma linha entre uma referéncia e outra.
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DECLARACAO DE ACEITE

A Atena Editora, especializada na publicagao de livros e coletaneas de artigos
cientificos em todas as areas do conhecimento, com sede na cidade de Ponta
Grossa-PR, declara que apés avaliacao cega pelos pares, membros do Conselho
Editorial desta editora, o artigo intitulade "PREDICAO DA SEVERIDADE DA COVID-19
ATRAVES DE MARCADORES DE INFLAMACAO E HEMATOLOGICOS" de autoria de
"ALICE DE SA FERREIRA, ALESSANDRA COSTA DE SALES MUNIZ, CARLA DEA
TRINDADE BARBOSA, KARINA DONATO FOOK , MONIKA MACHADO DE CARVALHO,
DEBORAH ROCHA DE ARAUJO GOMES , ANA CLEA CUTRIM DINIZ DE MORAIS ,
MARILDE ABREU DINIZ , ANDREA TEXEIRA DE CARVALHO , SALLY CRISTINA
MOUTINHO MONTEIRO , MARIA FERNANDA LIMA BERTOLACCINI, MALENE LIMA
GOMES SODRE ", foi aprovado e encontra-se no prelo para publicacdo no livro
eletronico "Ciencias de la salud: Oferta, acceso y uso" a ser divulgado em maio de

2022.

Agradeco a escolha pela Atena Editora como meio de transmitir ao publico cientifico

e académico o trabalho e parabenizo os autores pelo aceite de publicagao.

Reitero protestos de mais elevada estima e consideracao.

PONTA GROSSA, 15 de maio de 2022.

Prof.? Dr.® Antonella Carvalho de Oliveira

Editora Chefe

ATENA EDITORA

PREFIXO EDITORIAL DO110.22533

PREFIXO EDITORIAL ISBN 93243

Certificado digitalmente por Atena Edi¢ao de Livros
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ANEXO E
REGRAS DA REVISTA DO ARTIGO 02

Journal of Medical Virology

Author Guidelines

INSTRUCTIONS FOR CONTRIBUTORS

AIMS AND SCOPE

Journal of Medical Virology provides a means of rapid publication of original scientific
papers on fundamental as well as applied research concerning viruses affecting humans.
These include reports describing the characterisation, diagnosis, epidemiology, immunology
and pathogenesis of human virus infection, as well as basic studies on virus morphology,
genetics, replication and host-cell interactions.

ARTICLE TYPES FOR SUBMISSION

Research Articles describe significant, original, and complete findings in medical virology. A
Research Article consists of an Abstract of no more than 200 words, Text of no more than
4,000 words (including Introduction, Materials and Methods, Results, and Discussion), no
more than 50 References, and illustrations that are limited to 8 items (figures and tables).

Short Communications describe important, original, and urgent observations that are narrower
in scope than those described in Research Articles. A Short Communication consists of an
Abstract of no more than 200 words, Text of no more than 2,000 words (including
Introduction, Materials and Methods, Results and Discussion), no more than 20 References,
and illustrations that are limited to 4 items (figures and tables).

Reviews are invited by the Editor. They cover the most up-to-date and significant
advancements in the field. A Review consists of an Abstract of no more than 150 words, Text
of no more than 5,000 words, no more than 100 References, and illustrations that are limited
to 4 items (figures and tables). Please do not submit unsolicited Reviews.

Commentaries provide observation or analysis of an article. They typically appear in the same
issue as the original article but may refer to any article published within the preceding 12
months. They are provided by the journal Editor or a peer reviewer. They may also be
submitted by authors on an invite-only basis. Commentaries should be submitted in letter
format with a maximum of 1,000 words, 10 references, and 1 item.

Letters to the Editor are critiques of articles published in JMV in the last 12 months. It can
also address an urgent topic, a significant case report or case series. A Letter should not
exceed 750 words and contain no more than 12 references and 2 items (figure or table).

For all clinical and epidemiological studies, the manuscript should state clearly the approval
of institutional review boards, the study design, sampling strategy, the inclusion criteria of
subjects, a summary of the key clinical and pathological data of the study groups.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

(Online publication only) Supplemental material should be submitted with the manuscript
for peer-review and approval by the Editors. Supplemental material, which should be
referenced in the body of the main text, can include figures, tables, movies, and animations.
We recommend using the following file types: Word Doc or PDF for text, tif or eps format for
images, and movies in mov, wmv, mpg, or avi format. Online-only Supplemental Material
will be published as submitted. It will not be copyedited or formatted by the publisher in any
way. The accuracy and presentation of Supplemental Material is the sole responsibility of the
authors. Please try to restrict individual file sizes to 10Mb maximum (zipped or unzipped).

NOTE: The journal no longer accepts Case Studies.

SUBMISSIONS

It is the responsibility of the authors to ensure the manuscript is complete and correct
before submission. Upon the issuing of an ‘accept’ decision, the manuscript cannot be
withdrawn. Any requests for a post-acceptance withdrawal will need to be strongly
justified and will be assessed by the Editor-in-Chief and the publisher.

All manuscripts should be submitted electronically via the Research Exchange (ReX)
submission portal. Should your manuscript proceed to the revision stage, you will be
directed to make your revisions via the same submission portal. You may check the status of
your submission at anytime by logging on to submission.wiley.com and clicking the “My
Submissions” button. For technical help with the submission system, please review our FAQs
or contact submissionhelp@wiley.com.

If submitting your manuscript file in LaTex format via Research Exchange, select the file
designation “Main Document — LaTeX .tex File” on upload. When submitting a Latex Main
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