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RESUMO

Introdugao: A COVID-19 é uma doenga infecciosa causada pelo virus SARS-CoV-2 e
responsavel pela morbidade e mortalidade de milhées de pessoas em todo o mundo desde
2019. A sua rapida disseminagéo e o seu potencial de gravidade tornaram fundamental a
busca por ferramentas progndsticas laboratoriais complementares. Objetivo: caracterizar o
perfil de microvesiculas (MVs) circulantes como fator progndstico na COVID-19. Método:
foram incluidos 39 pacientes com COVID-19, com idade entre 30 e 85 anos, de ambos os
sexos, e avaliados em 3 tempos (admissao, apds 7 dias e apds 14 a 21 dias). Foram também
incluidos 32 individuos no grupo controle saudavel. As analises fenotipicas das MVs foram
realizadas por citometria de fluxo. Resultados: observou-se aumento significativo de MVs
totais no grupo COVID-19 em relagdo ao grupo controle em todos os tempos analisados,
principalmente pelo aumento de MVs derivadas de neutrofilos e de células endoteliais. Além
disso, houve reducao significativa das MVs derivadas de mondcitos, de linfocitos T e de
plaquetas no grupo COVID-19 em relagdo ao grupo controle no tempo 0. Dentre os pacientes
COVID-19, houve aumento significativo das MVs totais, das derivadas de neutréfilos e
eritrocitos no grupo ébito em relagdo ao grupo alta. Analise discriminante univariada obteve
88% de acuracia ao diferenciar pacientes COVID-19 de individuos saudaveis pelo uso de MVs
totais, neutrofilicas, monocitarias e linfocitarias, bem como 77% de acuracia ao discriminar
pacientes COVID-19 quanto ao desfecho com base em MVs totais e neutrofilicas. Por fim,
arvore classificatéria construida apds analise multivariada demonstrou 28% de chance de
Obito em pacientes com elevagcdo de MVs derivadas de neutréfilos e de mondcitos.
Conclusao: os achados sugerem que MVs podem desempenhar papel importante como
biomarcadores para a avaliagdo prognéstica em pacientes com COVID-19.

Palavras chave: Microparticulas Derivadas de Células. Citometria de fluxo. COVID-19.
Biomarcadores. Progndstico.



ABSTRACT

Introduction: COVID-19 is an infectious disease caused by SARS-CoV-2 virus and
responsible for morbidity and mortality of millions of people around the world since 2019. Its
rapid spread and potential for severity have made the search for complementary laboratory
prognostic tools a key issue. Objectives: to characterize the profile of circulating microvesicles
(MVs) as a prognostic factor in COVID-19. Methods: 39 patients with COVID-19 of both sexes
aged between 30 and 85 years were included and evaluated at 3 times (admission, 7 days
and 14 to 21 days after). Thirty-two individuals were also included to compose a health control
group. Results: there was a significative increase in total MVs in COVID-19 group compared
to health controls, mainly related to the increase in MVs derived from neutrophils and
endothelial cells. Moreover, there was a significant decrease in MVs derived from monocytes,
T lymphocytes and platelets in COVID-19 group compared to health controls at admission.
Among patients with COVID-19, there was a significant increase in total MVs and MVs derived
from neutrophils and erythrocytes in death group compared to discharge group. Discriminant
univariated analysis achieved 88% of accuracy when differentiating COVID-19 patients from
healthy individuals by using total, neutrophilic, monocytic, and lymphocytic MVs, as well as
77% of accuracy when discriminating COVID-19 patients according to the clinical outcome
based on total and neutrophilic MVs. Finally, classification tree decision built after multivariated
analysis demonstrated 28% of chance to death in patients with increase of MVs derived from
neutrophils and monocytes. Conclusion: the findings suggest that MVs can perform an
important role as biomarkers to prognostic evaluation in COVID-19 patients.

Keywords: Cell-Derived Microparticles. Flow Cytometry. COVID-19. Biomarker. Prognosis.
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1 Introducao e Justificativa
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A Doenga do Coronavirus 2019 (COVID-19) é causada pelo Coronavirus 2 da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV-2), isolado pela primeira vez em dezembro de 2019
em Wuhan/China, e foi declarada pandemia pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em
11 de margo de 2020. Desde entao, mais de 580 milhdes de casos foram relatados em todo
o mundo, com um numero de 6bitos superior a 6,4 milhdes de pessoas, segundo dados
recentes da OMS (WHO Coronavirus Dashboard, agosto/2022). A sua rapida disseminagéo e
o seu potencial de morbidade e de mortalidade, principalmente em grupos de risco, tornaram
o combate ao SARS-CoV-2 um grande desafio para a ciéncia e para a medicina (HAJJAR et
al., 2021).

Sabe-se que processos imunologicos, inflamatérios e trombéticos complexos sao fatores
patogénicos centrais na COVID-19, e que seus efeitos ultrapassam o sistema respiratorio e a
tornam uma doenga sistémica associada a disfungédo organica multipla (SAMPRATHI et al.,
2021). Sabe-se ainda que a doenga apresenta uma heterogeneidade de sintomas e de fatores
que influenciam o seu curso, o que dificulta sua estratificagao e a predigao do seu prognéstico
(PAPADOPOULOU et al., 2022). Informagdes clinicas, apesar de fundamentais, nem sempre
sdo suficientes para estabelecer formas precoces de atuacao que contribuam para melhores
desfechos. Assim, o uso de biomarcadores torna-se essencial, uma vez que podem fornecer
informagbes adicionais com impacto significativo no cuidado dos pacientes acometidos pela
doenga (SAMPRATHI et al., 2021).

Durante a pandemia, biomarcadores relacionados a sistemas e 6rgdos acometidos pelo
SARS-CoV-2 vem sendo utilizados para o diagnéstico e para a identificagdo de casos graves
que evoluem com lesbes organicas (SAMPRATHI et al., 2021). No entanto, a identificacao de
marcadores precoces que auxiliem na predigdo do progndstico dos pacientes acometidos pela
COVID-19 também é de extrema importancia, tendo em vista a possibilidade de antecipar e

planejar melhores estratégias terapéuticas a curto e a longo prazo.

Nesse contexto, entra em pauta as microvesiculas (MVs), vesiculas nanométricas liberadas
da membrana de células que sofreram ativagao, injuria ou apoptose. Tratam-se de
mediadores importantes que desempenham papel fundamental na comunicacgao intercelular,
no sistema imunolégico, na inflamagao e na hemostasia, tanto em estados fisiolégicos quanto
patolégicos (YANEZ-MO et al., 2015). Na sepse, por exemplo, foram associadas a disfungéo
microvascular e organica, além de disturbios da coagulagao (SOUZA et al., 2015). Ja na
Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), contribuem para a injuria pulmonar por

meio do estimulo a cascata de citocinas (MAHIDA et al., 2020). Assim, aventou-se a
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possibilidade de que a quantificacdo de MVs na circulagao sistémica possa ser utilizada como
ferramenta preditora de gravidade e progndstico em doengas associadas com resposta

inflamatoria exacerbada, como ocorre na COVID-19.

Diante do exposto, o projeto tem um diferencial inovador importante por identificar novas
ferramentas de facil aplicabilidade na rotina e que sdo capazes de auxiliar no
acompanhamento clinico dos pacientes e na tomada de decisbes, tanto relacionadas ao
tratamento quanto ao acompanhamento a longo prazo. A partir da identificagdo dos
biomarcadores de progndstico, eles poderdo ser empregados para seguimento dos pacientes,
o que potencialmente implicara no aumento significativo dos desfechos favoraveis, bem como

no uso eficaz dos recursos disponiveis.

A principal hipétese do estudo é que havera aumento das MVs circulantes em pacientes com
COVID-19 em comparacao a pacientes saudaveis, principalmente daquelas derivadas de
células imunes, como neutroéfilos, e de plaquetas. Espera-se também que esse aumento seja
relacionado a gravidade e ao desfecho clinico dos pacientes, sendo maior em pacientes

potencialmente mais graves.
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2 Referencial Teodrico
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 COVID-19

211 Etiologia: caracteristicas do SARS-CoV-2 e suas variantes

Os coronavirus sao pertencentes a ordem dos Nidovirus, familia Coronaviridae, e seus
géneros incluem os alpha (a), beta (), gamma (y) e delta (&) coronavirus. Possuem tamanho
pequeno, entre 65 e 125 nm, e contém uma cadeia simples de RNA como material genético
(SHEREEN et al., 2020). Os coronavirus mais comuns na pratica clinica sao 229E, OC43,
NL63 e HKU1, responsaveis por sintomas de resfriado comum em individuos
imunocompetentes (WIERSINGA et al., 2020). Além do SARS-CoV-2, sdo conhecidos outros
dois coronavirus capazes de desencadear sindromes respiratorias agudas graves em
humanos: o SARS-CoV, descoberto em 2002 na China, que acometeu mais de 8.000
pessoas, e 0 MERS-CoV, descoberto em 2012 no Oriente Médio, que infectou mais de 2.400
individuos (SHEREEN et al., 2020).

O SARS-CoV-2 é um betacoronavirus envelopado que possui uma cadeia simples de RNA
senso positiva como material genético. Conforme ilustrado na Figura 1, ele apresenta em sua
composig¢ao algumas proteinas estruturais e nao estruturais fundamentais para seu ciclo de
vida (SHEREEN et al., 2020). Dentre as proteinas estruturais, a primeira, presente em sua
superficie externa e responsavel pelo aspecto de “coroa”, é a glicoproteina Spike (proteina
S), fundamental para a entrada do virus na célula hospedeira, a partir da ligagédo ao seu
receptor Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ECA2). A subunidade S1 determina o
tropismo celular e auxilia na ligagao do virus a célula alvo, enquanto a subunidade S2 ajuda
na fusao as células hospedeiras (FAROOQI et al., 2021). Além disso, a entrada do virus na
célula depende ainda da acdo de proteases celulares, principalmente a protease
transmembrana serina 2 (TMPRSS2), que cliva a proteina S e ativa o mecanismo de fusdo e
endocitose (WIERSINGA et al., 2020). Além da proteina S, outras proteinas estruturais
também sao codificadas, como a proteina de membrana (proteina M), importante para moldar
os virus; a proteina do envelope (proteina E), que participa da montagem e liberagao viral; e
a proteina do nucleocapsideo (proteina N), que protege o genoma viral. Em relagdo as
proteinas nao estruturais (NSP), NSP3 e NSP5, por exemplo, estédo relacionadas a formagao
do complexo de transcricdo e replicagcdo viral e ao bloqueio da resposta imune inata
(FAROOAQI et al., 2021).
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Figura 1: estrutura do SARS-CoV-2

Proteina do capsideo

RNA

' — Proteina Spike

Glicoproteina de membrana

& Bicamada lipidica
Fonte: adaptado de SHEREEN MA, 2020.

Desde seu surgimento em 2019, foram identificadas algumas variantes do SARS-CoV-2,

sendo as de maior relevancia brevemente descritas no Quadro 1.

Quadro 1 — Breve descrigao das principais variantes do Sars-CoV-2

Variante Local/data Principais caracteristicas
Alpha Reino Unido Aumento em torno de 50% da transmissibilidade;
(B.1.1.7) 2° semestre/2020 maior potencial de gravidade; apresentou
dominéncia global até o surgimento da variante
delta.

Beta Africa do Sul Aumento em torno de 50% da transmissibilidade;
(B.1.351) 2° semestre/2020 n&o apresentou dominancia global.
Gamma Japao/Brasil Nao apresentou dominancia global, mas foi

(P.1) Dezembro/2020 prevalente no Brasil.

Delta india Foi a mais prevalente no mundo até a

(B.1.617.2) Dezembro/2020 emergéncia da variante Omicron; mais
transmissivel e associada a casos mais graves.
Omicron Africa do Sul Mais de 30 mutagdes na proteina S; aumento da
(B.1.1.529) Novembro/2021 transmissibilidade; menor viruléncia; baixa
susceptibilidade a anticorpos neutralizantes.

Fonte: adaptado de MCINTOSH et al., 2022.
2.1.2 Patogénese

A transmissao do SARS-CoV-2 ocorre, principalmente, por meio do contato com particulas
liberadas no espirro, secregao ou saliva contaminadas, seja ele direto ou por meio de fémites.
Apos a entrada no organismo, o virus se liga as células alvo que possuem o receptor ACE2 e
a protease TMPRSS2, inicialmente na via aérea (WIERSINGA et al., 2020). Apés a infecgéo
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do hospedeiro, iniciam-se mecanismos patogénicos que envolvem tanto a a¢ao viral quanto a

atuacao do sistema imunologico.

Em relagdo a sua patogénese, o SARS-CoV-2 expressa proteinas capazes de bloquear a
produgéo de interferon-I (IFN-I), fator responsavel por impedir a replicagao viral e potencializar
os mecanismos efetores antivirais. Isso prejudica a resposta antiviral e facilita a rapida
replicagéo viral, bem como ocasiona extensos efeitos citopaticos virais diretos nos estagios
iniciais da infecgao. Posteriormente, inicia-se uma resposta imune desrregulada e persistente,
a partir da liberagdo de moléculas de sinalizacdo pelas células infectadas e recrutamento de
células inflamatérias. Observa-se entao infiltrado inflamatério intenso no leito pulmonar, com
presenga de neutrofilos, macrofagos e linfocitos, e inicia-se a produgdo de grandes
quantidades de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, culminando em um estado de
hiperinflamacao e “tempestade de citocinas” — principalmente interleucina (IL)-1, IL-6 e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) — o que causa danos sistémicos associados aos casos graves
de COVID (HENRY et al., 2020 e CARFORA et al., 2021).

O estado de hiperinflamagao e a acao direta do SARS-CoV-2 sobre células endoteliais, que
também possuem o receptor ACE2, resultam em disfungdo endotelial, gerando um estado
pro-trombotico com ativagéo da via extrinseca da coagulagado, a partir da exposi¢ao de fator
tecidual pelas células endoteliais, e da via intrinseca, por meio da ativacao do fator XIl por
moléculas bioativas liberadas por polimorfonucleares. A hiperinflamagao promove também a
redugao de anticoagulantes naturais, como a antitrombina Ill e a proteina C (CARFORA et al.,
2021), bem como a ativagao plaquetaria, o que além de contribuir para a coagulagao, também
se relaciona a liberagdo de moléculas pré-inflamatérias. Outro mecanismo que contribui para
o estado de hipercoagulabilidade na COVID-19 é a ativagdo do complemento, que
potencializa a ativagéo da cascata de coagulagéo e a ativagao plaquetaria (CARFORA et al.,
2021). A hipercoagulabilidade pode ser ainda potencializada pela hipoxemia, hipertermia e
hipovolemia (HENRY et al., 2020).

Existe ainda um outro mecanismo envolvido na patogénese do SARS-CoV-2, relacionado ao
seu receptor celular ACE2. No sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), a enzima
conversora de angiotensina (ECA) converte angiotensina 1 em angiotensina 2, sendo esta
responsavel por efeitos pré-inflamatorios, pro-oxidativos e vasoconstritores. Ja a ECA2,
converte a angiotensina | em angiotensina 1-7, cujas agdes incluem efeitos anti-inflamatérios,
antioxidantes e vasodilatadores. A ligagao do SARS-CoV-2 a ECA2, por sua vez, reduz sua
disponibilidade no SRAA, resultando em maiores niveis de angiotensina 2 circulantes (HENRY
et al., 2020).
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Em suma, conforme ilustrado na Figura 2, as lesdes multiorganicas desencadeadas pela
infecgéo por SARS-CoV-2 possuem como mecanismos chaves (1) a toxicidade viral direta as
células que possuem receptores para sua entrada; (2) a desrregulagdo da resposta imune,
com hiperativagdo e secregdo de citocinas pro-inflamatérias; (3) os danos as células
endoteliais, com consequente hipercoagulabilidade, tromboinflamacdo e disfungéo
microvascular; e (4) a desrregulacdo do sistema renina angiotensina aldosterona, com

reducdo da ACE2 e, consequentemente, aumento da angiotensina 2 (GUPTA, et al., 2020).

Figura 2: patogénese da COVID-19.
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Fonte: adaptado de GUPTA et al., 2020.
2.1.3 Manifestagdes clinicas

A COVID-19 pode apresentar estadios clinicos distintos. Inicialmente, tem-se o periodo de
incubacdo, em que o paciente permanece assintomatico por cerca de 5 dias e o virus se liga
aos receptores das células ciliadas da cavidade nasal. Posteriormente, o virus se propaga
para as células das vias aéreas superiores e o paciente desenvolve sintomas gripais leves,
como febre, tosse, rinorreia, odinofagia, anosmia, disgeusia e cefaleia (SAMUDRALA et al.,
2020). Considerando-se pessoas nao vacinadas, aproximadamente 80% dos casos se
restringem a esses dois estagios iniciais, porém, os 20% restantes progridem para o estagio
final, caracterizado por acometimento do trato respiratorio inferior (ZAHRAN et al., 2021).
Alguns fatores favorecem a progressédo para o estagio tardio da doenga, principalmente
relacionados ao individuo. A presenca de comorbidades que cursam com estados
inflamatorios e disfungdo endotelial de base, como diabetes, hipertensédo, obesidade e
tabagismo, € um dos grandes fatores de risco. Além disso, doengas pulmonares

preexistentes, como doenga pulmonar obstrutiva crénica, asma e pneumopatias intersticiais
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também sio fatores de risco, bem como doengas imunossupressoras e neoplasias
(SAMUDRALA et al., 2020).

Nos casos de evolugéo para estadios de maior gravidade, a resposta inflamatdria continua no
tecido pulmonar resulta em espessamento da membrana alvéolo-capilar, aumento da
permeabilidade vascular, edema, formacdo de membrana hialina e de microtrombos
(WIERSINGA et al., 2020). As manifestacdes respiratorias incluem o desenvolvimento de
pneumonia simples, a evolugdo para pneumonia grave e o surgimento da sindrome do
desconforto respiratdrio agudo (SDRA) (VELASCO et al., 2021).

Além das manifestagdes respiratérias, ha acometimento importante de outros orgaos
secundario a resposta inflamatéria sistémica. Com relagdo as manifestagdes hematoldgicas,
tem-se a linfopenia como um dos achados mais caracteristicos, resultado dos efeitos virais
citopaticos diretos em associacdo ao aumento da apoptose de células T em fungido do
ambiente imune desrregulado e da inibicdo da proliferagdo linfocitaria pelo acido latico
(HENRY et al., 2020). Além da linfopenia, outros achados incluem trombocitopenia, aumento
do tempo de protrombina e elevagdo do dimero-D e do fibrinogénio, relacionados ao estado
pro-trombotico, bem como elevagdo de marcadores inflamatérios {IL-6, proteina-C-reativa
(PCR), ferritina, lactato desidrogenase} e leucocitose (GUPTA et al., 2020). Ja em relagao as
manifestacoes cardiovasculares, pode haver isquemia/infarto miocardico, miocardite pela
injuria viral direta e por infiltrado inflamatério, arritmias; entre outras. A injuria renal aguda, por
sua vez, € muito caracteristica nos casos graves de COVID-19 e é precipitada por diversos
mecanismos, como lesdo viral direta, lesdo endotelial, formagdo de microtrombos nos
capilares glomerulares, hipovolemia, vasoconstrigao renal secundaria a hipoxia, formagao de
imunocomplexos e nefrotoxicidade medicamentosa (GUPTA et al., 2020). Com relagdo as
principais manifestagdes gastrointestinais, tém-se nauseas, vomitos, diarreia, dor abdominal
e anorexia. Existem ainda possiveis manifestacdes enddcrinas, como hiperglicemia
secundaria a danos as células beta pancreaticas; dermatologicas, como rash cutaneo e
urticaria; e neurolégicas, como encefalopatia e Guillain-Barré (GUPTA et al., 2020). Os casos
mais graves podem apresentar instabilidade hemodindmica, necessidade de aminas

vasoativas e de suporte ventilatério invasivo.
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Figura 3: principais manifestagoes clinicas da COVID-19.
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Fonte: adaptado de SAMUDRALA et al., 2020

Além das principais manifestagdes clinicas caracteristicas da fase aguda da doenga, existe
também a possibilidade de desenvolvimento da chamada “Condi¢do P6s-COVI-19”. Trata-se
de quadro caracterizado por sintomas persistentes ha pelo menos dois meses e nao
justificados por outra razdo, que atinge milhdes de pessoas em todo o mundo, com
prevaléncia estimada entre 3 e 11,7%. Sua patogénese ainda ndo & completamente
elucidada, sendo as principais hipoteses relacionadas a persisténcia oculta do virus, a
persisténcia da desregulagdo imune, ao desenvolvimento de anticorpos anti-ACE2 e as
alteragdes virais neurologicas (CASTANARES-ZAPATERO D et al., 2022).

A COVID longa apresenta espectro clinico heterogéneo e, dentre os principais achados, pode-
se mencionar dispneia e fibrose pulmonar, relacionadas aos danos pulmonares intensos
provocados pela infecgdo e pela suplementagdo de oxigénio; fadiga crénica de causa
multifatorial, incluindo hipometabolismo cerebral, disfungdo mitocondrial muscular, fatores
psicologicos e ambientes; insuficiéncia cardiaca e arritmias, em fungéo da injuria miocardica;
e anosmia, secundaria a persisténcia da inflamagdo no neuroepitélio olfatério
(CASTANARES-ZAPATERO D et al., 2022). Além disso, um importante e prevalente sintoma

dentre pacientes com essa condi¢gdo é a dor crénica, como mialgia, artralgia e cefaleia,
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provavelmente associada a hiperativacao simpatica e a desrregulacédo de atividade neural,
bem como a fatores psicoldgicos e ambientais (SHANTHANNA H et al., 2022).

2.1.4 Biomarcadores na COVID-19

Biomarcadores sédo definidos como substancias organicas mensuraveis objetivamente,

utilizadas como indicadores de processo bioldégico ou patolégico ou de resposta a

intervencdes terapéuticas. Na COVID-19, os biomarcadores podem ser usados, por exemplo,

para suspeigao precoce da doenga, para confirmagéao e classificagéo da gravidade, para guiar

tratamentos e para predizer prognostico (SAMPRATHI et al., 2021).

O conhecimento detalhado sobre a patogénese da infecgdo pelo SARS-CoV-2 permite a

identificacdo de biomarcadores potenciais. Considerando a COVID-19 uma doenca

multissistémica, torna-se ainda mais necessario o desenvolvimento de ferramentas que

auxiliem no diagnodstico da infecgao e de suas complicagbes potenciais. No decorrer da

pandemia, alguns pardmetros baseados nas principais alteragdes desencadeadas pelo virus

em orgaos/sistemas especificos foram utilizados, na pratica clinica, conforme descrito abaixo

e sumarizado no Quadro 2.

e Hematologicos:

O

O

Linfocitos: encontram-se normais ou discretamente reduzidos nas fases iniciais
e apresentam reducgao importante apos 7 a 14 dias, coincidindo com o periodo
inflamatorio exacerbado. Linfopenia € diretamente relacionada a gravidade e
mortalidade (SAMPRATHI M, 2021).

Neutrofilos: pacientes admitidos na terapia intensiva em geral apresentam
neutrofilia, que esta relacionada a maior gravidade, devido a excessiva geragao
de NETSs, o que contribui para lesdo endotelial e hipercoagulagao (CHEN CH,
2022).

Plaquetas: tanto trombocitopenia quanto trombocitose foram observadas.

e Inflamatorios:

O

O

PCR: proteina de fase aguda nao especifica, induzida pela IL-6 no figado,
biomarcador sensivel de inflamagao, infecgdo e dano tecidual (CHEN CH,
2022).

Pré-calcitonina: glicoproteina precursora da calcitonina, sintetizada e liberada
pelas células parafoliculares da tireoide, se eleva em 4 horas apds inicio de
infecgdo ou injuria aguda e retorna aos valores normais apds 2-3 dias. Mais
relacionada a infecgbes bacterianas, mas encontra-se relacionada também a
gravidade da COVID-19 (CHEN CH, 2022).

Ferritina: proteina de fase aguda (CHEN CH, 2022).
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o Citocinas: IL-6 esta muito aumentada, encontra-se associada a maior
gravidade e auxilia na monitorizagédo a resposta terapéutica.
e Coagulagao:
o Tempo de Protrombina e Tempo de Tromboplastina Parcial ativada: normal ou
discretamente elevados.
o Dimero D: produto de degradagao da fibrina soluvel. Encontra-se elevado,

possui valor prognaostico.

Quadro 2 - Principais biomarcadores da COVID-19 utilizados na pratica atual

Orgao/sistema envolvido Principais biomarcadores
Hematolégico Linfécitos, neutrdfilos, plaquetas
Inflamatorio IL-6, TNFa, proteina C reativa, pré-calcitonina, ferritina
Coagulagao Dimero-D, fibrinogénio, tempo de tromboplastina parcial

ativado, tempo de protrombina

Cardiologico Troponina, peptideo natriurético atrial
Respiratério Pressbes arteriais de oxigénio e gas carbonico
Hepatico Bilirrubina, transaminases, albumina
Renal Creatinina, eletrdlitos

Fonte: adaptado de SAMPRATHI et al., 2021

A variagéo temporal dos biomarcadores ao longo da infecgdo € importante para avaliar a
progressao e a resposta a doenga (SAMPRATHI et al., 2021). Considerando-se a fase inicial
assintomatica, seguida por fase aguda grave e fase de recuperagéo, pode-se dividir os

marcadores de acordo com cada estagio, conforme o Quadro 3.

Quadro 3 — Relagdo entre tempo de infecgao e biomarcadores

Tempo Principais biomarcadores

Primeiros 7 dias: fase Linfopenia discreta

inicial oligossintomatica

Entre 7 e 14 dias: casos | Linfopenia importante, neutrofilia e trombocitopenia
moderados a graves Elevagao de PCR, proé-calcitonina, ferritina, 1L-6

Elevagao de dimero-D

Elevagdo dos marcadores de les&o orgéanica: troponina,

bilirrubina, transaminases, creatinina, desidrogenase latica

A partir de 14 dias: fase | Persisténcia das alteragbes desenvolvidas até o 14° dia indica
de recuperagao pior prognéstico
Fonte: adaptado de CHEN et al., 2022 e SAMPRATHI et al., 2021

Abordando especificamente biomarcadores para avaliagdo prognostica, alguns dos

mencionados no Quadro 3 estdo comprovadamente associados a piores desfechos, como
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linfopenia, neutrofilia e trombocitopenia, além de niveis elevados de PCR e ferritina. Além
desses parametros bioquimicos e hematologicos, outras alteragdes também podem indicar
maior possibilidade de evolugdo para doenga grave. Alteragdes nas populagbes celulares
imunes, por exemplo, incluem elevagdo das frequéncias de mondcitos imaturos,
megacariocitos e células B e redugao das frequéncias de células dendriticas e de linfocitos T
CD4* e CD8". A carga viral também atua como marcador de gravidade, sendo identificadas

concentragdes maiores no plasma de pacientes mais graves (PAPADOPOULOU et al., 2022).
2.1.5 Diagnéstico

O principal método diagnéstico utilizado mundialmente para a COVID-19 é o teste molecular
conhecido como reagao em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR), e o0 SARS-CoV-
2 expressa varias moléculas-alvo que podem ser identificadas por essa técnica, como genes
codificadores de proteinas estruturais (ZAHAN et al., 2022). As amostras analisadas séo
provenientes do trato respiratério e as taxas maiores de positividade ocorrem, em ordem
decrescente, no lavado broncoalveolar, escarro, swab nasal e swab faringeo (WIERSINGA et
al,, 2020). Um método alternativo ao RT-PCR que também utiliza amostras do trato
respiratorio € o teste rapido para deteccdo de antigenos virais, como proteinas.
Comparativamente, essa técnica apresenta uma sensibilidade inferior, mas considerando-se
sua rapidez, baixo custo e capacidade em detectar pacientes sintomaticos com alta carga viral
e transmissibilidade, além de sua elevada especificidade, ela se torna aplicavel. Ambos os
métodos capazes de detectar moléculas virais em secrecbes respiratérias devem ser

realizados principalmente entre o terceiro e o sétimo dia de sintomas (ZAHAN et al., 2022).

No entanto, em fungao da possibilidade de falsos-negativos, achados clinicos, laboratoriais e
de imagem também podem ser usados para o diagnostico presuntivo (WIERSINGA et al.,
2020). Os achados clinicos incluem os sinais e sintomas ja abordados previamente, bem como
os achados laboratoriais, que caracteristicamente incluem linfopenia, elevagédo de PCR,
trombocitopenia, aumento de dimero-D, entre outros. J& com relagdo a imagem, o método
mais utilizado na COVID-19 é a tomografia computadorizada de térax e seus principais
achados na fase aguda da doencga incluem opacidades em vidro fosco de distribuicao
predominantemente periférica e bilateral, pavimentagdo em mosaico e consolidagées (ZAHAN
et al., 2022).

Amostras sanguineas, por sua vez, nao sao utilizadas para diagnoéstico de infecgdes agudas
por SARS-CoV-2, sendo seu uso importante para a determinagcido da soroprevaléncia e da
vacinagao na populagéo (LAl et al., 2020). No entanto, apesar de verificarem a presenga de
anticorpos, os métodos sorolégicos convencionais ndo avaliam necessariamente a resposta

imune do individuo, uma vez que nem todos os anticorpos circulantes sdo neutralizantes
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(WIERSINGA et al., 2020). Os anticorpos com maior capacidade neutralizante na COVID-19
normalmente se ligam a proteina S, principalmente a subunidade S1. O teste de neutralizagéo
por redugao de placas de lise (PRNT) é considerado o teste padrao-ouro para a detecgao e
quantificacdo dos anticorpos neutralizantes, apresentando boa correlagdo com a imunidade
protetora dos individuos. No entanto, além de despender grande quantidade de tempo para
sua execugdo, o PRNT pode ser realizado somente em laboratorios de biosseguranca nivel
3. Alternativamente, ensaios de anticorpos pseudo-neutralizantes e testes de neutralizacédo
de proteinas virais foram desenvolvidos para substitui-lo quando necessario, por serem mais
seguros e mais rapidos, além de apresentarem boa correlagdo com os resultados do teste
padrdo-ouro (ONG et al., 2021).

2.1.6 Tratamento e prevengao

Nao ha, até o momento, um tratamento comprovadamente curativo para a infeccdo pelo
SARS-CoV-2. O manejo dos pacientes envolve o suporte clinico geral e algumas medidas

associadas a redugao da mortalidade em grupos especificos.

A primeira medida geral inclui a prevengao de tromboembolismo venoso (TEV), tendo em vista
o potencial trombogénico associado a infec¢do. Indica-se a profilaxia com heparina a todos
os pacientes internados e aos pacientes ambulatoriais de alto risco (KIM et al., 2022). Além
disso, podem ser avaliados tratamentos empiricos para influenza e para pneumonia

bacteriana associada (KIM et al., 2022).

No que tange os tratamentos especificos, a principal medida que vem sendo adotada durante
a pandemia e que é comprovadamente eficaz na redugdo da mortalidade é o uso de
dexametasona em pacientes com suporte de oxigénio durante 10 dias ou até a alta hospitalar.
Outras opg¢des incluem o uso de anticorpos monoclonais, como tocilizumab (inibidor da IL-6),
0 que deve ser avaliado caso a caso (KIM et al., 2022). Estudo publicado no New England
Journal ou Medicine (NEJM) em fevereiro de 2022, conduzido por Hammond e colaboradores,
avaliou o uso de Nirmatrelvir, um inibidor de protease M do SARS-CoV-2 — enzima essencial
para a replicagao viral — como tratamento precoce em individuos de alto risco. Identificou-se
que esse tratamento reduziu em 89% o risco de progressao para formas graves, sem eventos
adversos graves (HAMMOND et al., 2022).

Como forma de prevengao, além das medidas educativas, como uso de mascaras, higiene
das maos e distanciamento social, em 2021, foram aprovadas e aplicadas as primeiras
vacinas para COVID-19. Atualmente, apds vacinagao de grande parte da populagao brasileira
e mundial, observa-se redugao significativa da morbimortalidade associada a infecgéo (KIM
et al., 2022).
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2.2 Microvesiculas

2.2.1 Conceitos e propriedades biolégicas

As vesiculas extracelulares (VEs) sao vesiculas envoltas por membranas liberadas por muitos
organismos, desde os procariotos até seres humanos. Sua importancia encontra-se na sua
capacidade de transferir informagdes a outras células, por meio de categorias de biomoléculas
distintas, incluindo proteinas, lipidios, acidos nucleicos e agticares, dentre outros (YANEZ-MO
et al., 2015). Elas foram descritas pela primeira vez como particulas pro-coagulantes
derivadas de plaquetas, em 1946, por Chargaff e West. Como descrito na Figura 4,

atualmente, sdo descritos trés subgrupos principais de vesiculas extracelulares:

a) Corpos apoptéticos: liberados por brotamento durante os estagios finais de apoptose
celular. Possuem didmetro maior, de 1 a 4 micrometros, expressam fosfatidilserina em sua

superficie e representam um remanescente rico em DNA e histonas (YANEZ-MO et al., 2015).

b) Microvesiculas (MVs): vesiculas de diferentes didmetros, que variam de 100 a 1.000
nandmetros (nm), liberadas por brotamento da membrana celular. Possuem fosfolipideos e
antigenos especificos da célula de origem em sua membrana — assim, as moléculas presentes
na membrana das MVs podem servir como epitopos, identificados de acordo com os cluster
of diferentiation (CD) (MAUSE et al., 2010).

c) Exossomos: vesiculas intraluminais pequenas, com diametro inferior a 100 nanémetros,
contidas nos corpos multivesiculares e secretadas a partir da fusdo destes com a membrana
plasmatica (MAUSE et al., 2010).

O Quadro 4 abaixo apresenta os principais aspectos relacionados as vesiculas

extracelulares.



Quadro 4 - Comparacao entre os subtipos de vesiculas extracelulares

Tipo Corpo apoptoético Microvesicula Exossomo
Tamanho Até 4.000 nm 100 a 1.000 nm 50 a 100 nm
Origem Fragmentos Membrana Corpos
celulares plasmatica multivesiculares
Liberacao Apoptose terminal Ativagao celular e Constitutiva e/ou

apoptose inicial

ativacao celular

Capacidade de Alta Alta Baixa ou ausente
ligacédo a Anexina V
Marcadores Histonas Integrinas, selectinas Proteina
proteicos e outros antigenos tetraspanina CD63
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das células de

origem
Fonte: adaptado de MAUSE et al., 2010.
Figura 4: Vesiculas Extracelulares.
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Fonte: adaptado de LAWSON et al., 2017.

A producao e a liberagao das MVs ocorrem tanto por ativacao celular secundaria a estimulos
— como estados proé-inflamatérios e pré-tromboéticos — quanto por diferenciagdo celular,
senescéncia e estados apoptéticos (MAUSE et al., 2010). Estimulos especificos conhecidos
incluem substancias estimuladoras, como endotoxinas e citocinas; lise parcial ou completa
pelo sistema complemento; injuria oxidativa; e altas forgas de cisalhamento (MOOBERRY et
al., 2016). Sua composigao nao depende apenas da célula de origem, mas também do

desencadeante e do microambiente de sua formag¢do (MAUSE et al., 2010).

A reorganizagao da assimetria fosfolipidica da membrana celular, a partir da translocagao de
fosfatidilserina da superficie interna para a superficie externa da membrana, e consequente

exposi¢ao do fosfolipideo € um componente critico na formagao das MVs. Esse processo &
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governado pela inibicdo de proteinas transportadoras de fosfolipideos, como floppases e
flippases, que em condigbes basais, preservam a assimetria fosfolipidica normal da
membrana celular (MOOBERRY et al., 2016). Ativagao ou injuria celular desencadeiam influxo
de calcio, um evento fundamental para inibicdo dessas proteinas, bem como para o
remodelamento do esqueleto, por meio da ativacdo das calpainas, uma familia de proteases
responsaveis pela degradagéo de proteinas do citoesqueleto, permitindo a formagéo e
liberacdo das MVs na superficie celular. As MVs liberadas, a partir da ativagao celular, sédo
fenotipica e quantitativamente diferentes das MVs liberadas durante os estagios iniciais de
apoptose (MAUSE et al., 2010).

A biodistribuicdo das MVs depende da célula parental de origem e da disponibilidade de
diferentes tipos de células-alvo para internaliza-las. O nivel de MVs circulantes reflete o
balanco entre sua liberacdo e depuracao e sua meia-vida depende da célula de origem e da

capacidade de diferentes tipos celulares de as capturarem (YANEZ-MO et al., 2015).

Microvesiculas circulantes em individuos saudaveis sao derivadas principalmente de células
sanguineas e endoteliais (MOOBERRY et al., 2016), sendo as derivadas de plaquetas as mais
abundantes, compreendendo cerca de 70% do total. No entanto, outras fontes sdo capazes
de produzi-las e elevagdes em suas quantidades sdo marcadores de muitas doencas,
incluindo autoimunes, aterosclerose, malignidades e infecgbes (MAUSE et al., 2010). A funcéo
das MVs depende do seu conteudo e, consequentemente, da sua célula de origem
(MURALIDHARAN-CHARI et al., 2019).

2.2.2 Fungoes das microvesiculas

Um dos papeis mais conhecidos das MVs é sua atuagdo na hemostasia e, como ja
mencionado, sua primeira descrigdo ocorreu como “particulas pré-trombdéticas”. Estima-se
que a superficie externa de uma microvesicula derivada de plaqueta possua atividade pro-
coagulante de 50 a 100 vezes maior ex vivo quando comparada a mesma area em uma
plaqueta ativada (MOOBERRY et al., 2016). Por um lado, ha uma importante agéo pro-
coagulante relacionada a presencga de fosfatidilserina e de fator tecidual em sua superficie,
como naquelas derivadas de plaquetas, mondcitos, células endoteliais e hemacias. A
presenca de fosfolipideos anibnicos, em especial a fosfatidilserina, proporciona superficie
catalitica na membrana para inicio e manutenc¢ao do complexo de coagulagédo enzimatico e o
fator tecidual é o principal ativador da via extrinseca da cascata de coagulacdo (MOOBERRY
etal., 2016 e YANEZ-MO et al., 2015). Além disso, MVs derivadas de hemacias e de plaquetas
em experimentos ex vivo demonstraram capacidade de ativar a via intrinseca da cascata de

coagulagéo de forma dependente do fator XIl, bem como hemacias afoigadas na anemia
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falciforme demonstraram ativagéo da via intrinseca dependente do fator XI (MOOBERRY et
al., 2016).

Por outro lado, existem evidéncias da capacidade regulatéria, anticoagulante e fibrinolitica de
alguns subtipos de MVs. Demonstrou-se a capacidade de MVs abrigarem, em suas
membranas, inibidores da via do fator tecidual, além de ativarem a proteina C e a proteina S,
fundamentais para a regulagao da coagulagédo. Outro mecanismo € pela geragao de plasmina,
responsavel pela degradagéao da fibrina e, consequentemente, dos coagulos (MOOBERRY et
al., 2016 e YANEZ-MO et al., 2015). O equilibrio entre as propriedades pré-coagulantes e
anticoagulantes das MVs depende da célula de origem e do contexto e estimulo em que foram

produzidas.

As microvesiculas atuam também como veiculos na sinalizacdo e troca de informagdes
intercelulares, tanto nas proximidades das células de origem quanto a distancia, tendo em
vista sua capacidade de percorrer distancias pelos fluidos corporais (MURALIDHARAN-
CHARI et al., 2019). Existem dois mecanismos principais pelos quais essa comunicagao
ocorre. O primeiro mecanismo € o fato de que MVs podem agir como sinalizadores circulantes,
afetando as propriedades e as respostas celulares por ativagdo de receptores na célula-alvo
via apresentacdo de moléculas bioativas associadas a sua membrana. Como exemplo, MVs
derivadas de plaquetas podem atuar na propagacgédo da resposta imune adaptativa por
carrearem altas concentragdes de CD40L. Além disso, em sitios distantes da ativacao
plaquetaria, essas MVs podem ampliar a produgédo de IgG antigeno-especificas.
Microvesiculas podem também expor enzimas em sua superficie e, consequentemente,
induzir ativagéo ou liberagao de mediadores (MAUSE et al., 2010). Ja o segundo mecanismo
consiste na possibilidade de MVs mediarem a sinalizagao pela transferéncia direta de parte
do seu conteudo, como proteinas (incluindo citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento),
lipideos bioativos (como o acido aracddnico) e RNA, resultando, potencialmente, em ativagao,
modificagdes fenotipicas e reprogramacgéo da fungao celular. Essa transferéncia pode ocorrer
por interacdes transitorias ou pode requerer assimilagdo de membrana ou incorporagao
definitiva das MVs a célula-alvo (MAUSE et al., 2010). Além disso, a grande concentragao de
moléculas bioativas e de moléculas de superficie em um pequeno e compacto espacgo

contribui para a relevancia do sistema de comunicacédo baseado nas MVs.

Todas essas caracteristicas das microvesiculas as tornam protagonistas da comunicagéo, em
que informacdes especificas entre as células podem ser rapidamente compartilhadas e
processos complexos, como imunorregulacdo e manutengdo do equilibrio hemostatico,

podem ser coordenados de forma mais eficiente. Sob certas condi¢des fisiopatolégicas, as
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MVs podem, assim, perpetuar e agravar danos locais e processos gerais como inflamagéo,

trombose e disseminacao metastatica do cancer (MAUSE et al., 2010).

As MVs sao fundamentais atores também no sistema imunolégico. Na imunidade inata, por
um lado, elas atuam como mensageiros paracrinos, descritas como mediadores pro-
inflamatodrios, induzindo ou propagando sinais inflamatérios agudos ou crénicos. Por outro
lado, MVs liberadas pelas células do sistema inato também podem atuar na regulagcédo da
inflamacgéo e, assim, seus efeitos dependeréo da célula de origem, do conteudo e das células
receptoras. MVs derivadas de macrofagos e mondcitos, por exemplo, sdo capazes de
transportar interleucinas e ligantes enddgenos pro-inflamatérios e podem induzir apoptose em
células musculares lisas a partir da transferéncia de caspase-1 (YANEZ-MO et al., 2015). Ja
em relagdo a imunidade adquirida, MVs liberadas por qualquer célula podem funcionar como
fonte de antigeno para as células apresentadoras de antigeno (macrofagos, células
dendriticas e linfécitos B). A captura de MVs por essas células pode resultar em sinais
estimulatérios ou inibitérios, contribuir para a apresentagao de antigenos e/ou ativar resposta
especifica de células T. Além disso, as préprias células apresentadoras de antigeno podem
liberar MVs e contribuirem para a apresentacdo antigénica. MVs liberadas por células T
podem induzir uma variedade de efeitos imunes de ativacdo ou supressdo (YANEZ-MO et al.,
2015).

2.2.3 Microvesiculas em estados patologicos

Em estados patologicos, como na sepse, por exemplo, a atividade das MVs tem grande
importancia. Sepse é caracterizada por uma resposta sistémica complexa a uma infecgao,
que pode desencadear multiplas disfungdes organicas secundarias principalmente a
alteragdes microvasculares. A injuria microvascular caracteristica da sepse ocorre a partir de
mecanismos como (1) estagnagao do fluxo sanguineo por alteragbes nas células circulatorias,
como aumento da adesao leucocitaria; (2) injuria nas células endoteliais; (3) injuria nas células
parenquimatosas com disfungdo mitocondrial e aumento das espécies reativas de oxigénio
(EROs); (4) estado de hipercoagulabilidade; (5) edema intersticial exacerbando a ma perfusao
tecidual. A injuria microvascular induzida pela sepse aumenta a liberagdo de microvesiculas
na circulacao sistémica e estas, por meio de suas agdes pré-tromboticas, pro-inflamatarias e
imunossupressoras, perpetuam os danos microvasculares. Além disso, o fato de poderem
atuar a distancia contribui para a disfungdo multiorganica (SOUZA et al., 2015). Do ponto de
vista pré-inflamatério, MVs liberadas por células endoteliais e por leucocitos, aumentam a
producao de citocinas, quimiocinas e a expressdao de moléculas de adesdo em pacientes
sépticos (SOUZA et al., 2015). Em relagéo ao estado pro-trombaético, MVs — principalmente

derivadas de plaguetas — aumentam a exposicao de fator tecidual, a ativagdo do sistema de
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coagulacéo e a geracdo de trombina, como ja discorrido. Ja em relagdo a imunossupressao,
dois tercos dos pacientes sépticos morrem por um aumento da susceptibilidade a infecgbes
secundarias durante um periodo de imunossupressao tardio, que pode durar semanas,
enquanto apenas um tergo morre na primeira semana devido a intensa resposta inflamatéria
(SOUZA et al., 2015). Sadallah e colaboradores, ao estudarem MVs na sepse, demonstraram
qgue aquelas derivadas de concentrados de plaquetas humanos reduziram a liberagdo de TNF-
a e de IL-10 por macrofagos ativados por lipopolissacarideo. Além disso, MVs atenuaram a
diferenciagédo de mondcitos em células dendriticas imaturas, e foram capazes de diminuir a
capacidade fagocitica destas (SADALLAH et al., 2011). Apesar de todos esses efeitos
deletérios, as microvesiculas também estdo implicadas em respostas benéficas e sua funcao

varia de acordo com a célula de origem e com o estimulo para sua produgéo.

A Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), por sua vez, € uma desordem
pulmonar inflamatéria que ocorre por precipitantes diretos, como pneumonia infecciosa e
aspiracao, ou indiretos, como peritonite ou pancreatite e que apresenta taxas elevadas de
mortalidade, entre 35 e 45%. A contribuigao das vesiculas extracelulares em sua patogénese
€ objeto de estudo, visando a obteng¢do de marcadores para diagndstico e prognostico, bem

como de possiveis alvos terapéuticos (MAHIDA et al., 2020).

Sabe-se que a injuria endotelial geralmente € o primeiro evento patologico que desencadeia
a SDRA (MAHIDA et al., 2020). Buesing et al demonstraram que as MVs de células endoteliais
contribuem para a injuria pulmonar por meio do estimulo a cascata de citocinas, como IL-13
e TNF-o, fundamentais no inicio e na propagagéao da resposta inflamatéria e responsaveis
pelo recrutamento de neutréfilos e, consequente liberagcdo de mieloperoxidade no tecido
pulmonar (BUESING et al., 2011). Além das MVs derivadas de células endoteliais, as MVs
provenientes de macrofagos alveolares também desempenham papel relevante nos estimulos
pré-inflamatoérios iniciais, além de estimularem a liberagdo de MVs de células epiteliais e de

neutréfilos, que também contribuem para a inflamacéo (MAHIDA et al., 2020).

Outro evento importante na SDRA sao as anormalidades relacionadas a coagulagao. O fator
tecidual, principal desencadeante da cascata de coagulagédo, encontra-se aumentado nos
pulmdes de pacientes com SDRA. Bastarache et al. (2009) identificaram que as
microvesiculas derivadas das células epiteliais alveolares sdo uma das principais fontes de
fator tecidual na sindrome. In vitro, essas células aumentaram a expressao de fator tecidual

em resposta a estimulos pro-inflamatérios (BASTARACHE et al., 2009).

No entanto, ha uma heterogeneidade no perfil das MVs, sendo identificados também efeitos
protetores (MAHIDA et al., 2020). Guervilly et al. (2011), por exemplo, demonstraram que nos

estagios iniciais da SDRA, o achado de maiores niveis de MVs derivadas de leucécitos no
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lavado broncoalveolar e no plasma de pacientes em ventilagdo mecanica esta associado ao
aumento da sobrevida e ao menor tempo sob ventilagdo mecanica (GUERVILLY et al., 2011).
Além disso, alguns subtipos de MVs derivadas de leucdcitos desempenham papel anti-
inflamatoério (MAHIDA et al., 2020).

Por fim, considerando a aplicabilidade das MVs na COVID-19 e a disfuncado endotelial e os
eventos trombodticos como fatores patogénicos centrais na disfungdo organica multipla
associada a doenga, Wang e colaboradores revisaram o papel de microvesiculas circulantes
como fatores trombogénicos na infecgdo por SARS-CoV-2 e constataram que as MVs séo
liberadas devido a injuria celular promovida pela lesdo viral direta, pela hipoxemia, pela
disfuncéo endotelial e pela resposta inflamatoria. Isso reduz a produgéo e aumenta o consumo
de ATP, promovendo o influxo celular de calcio, o bloqueio das flippases e floppases, a
exposi¢ao da fosfatidilserina na membrana externa e, por fim, a liberagdo das MVs. Essas,
por sua vez, além de aturarem na comunicacao intercelular préxima e a distancia, funcionam
como sitios para ativagao da cascata de coagulagao (WANG et al., 2022). Considerando o
papel potencial das MVs na patogénese da COVID-19, Zahran e colaboradores
desenvolveram estudo para avaliar se os niveis de MVs séo afetados na infecgao por SARS-
CoV-2, comparando pacientes com e sem neoplasia infectados pelo virus com pacientes
saudaveis. Os resultados mostraram que os niveis totais de MVs foram maiores nos individuos
infectados pelo virus em comparagdo aos individuos saudaveis, com aumento das MVs
derivadas de plaquetas e de células endoteliais. Além disso, dentre os individuos infectados,
o numero total de MVs foi maior naqueles com neoplasia, indicando que malignidades também
estao associadas ao aumento das MVs (ZAHRAN et al., 2021).

Portanto, o estudo das microvesiculas em estados patolégicos inflamatérios e infecciosos,
como a COVID-19, mostra-se relevante e promissor. Nesse aspecto, o projeto contribuira para
a caracterizagdo do perfil de MVs em pacientes com COVID-19 e para a identificagdo de

possiveis biomarcadores progndsticos a serem aplicados na pratica clinica.
2.2.4 Analise de microvesiculas

Como abordado previamente, a importancia clinica das microvesiculas aumenta
progressivamente, porém ndo existe um meétodo padrédo para sua mensuragdo e varias
técnicas foram empregadas para sua quantificagéo e caracterizagdo (DEY-HAZRA E, 2010).
Fatores pré-analiticos e analiticos devem ser cuidadosamente avaliados e os métodos

aplicados dependeréo dos objetivos de cada pesquisa.

Os métodos mais utilizados para o isolamento das MVs incluem centrifugagao, exclusdo por

tamanho (uso de filtros e cromatografia), imunoafinidade, precipitagdo polimérica e
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microfluidica, sendo a centrifugagao o mais utilizado (WITWER KW, 2013). Existem diferentes
protocolos de centrifugagao, constituidos em sua maioria por duas etapas. Ja em relagéo aos
fatores analiticos, existem diferentes métodos de deteccdo, como a microscopia eletronica e
a microscopia de forga atdbmica, que sao relevantes para a analise da morfologia e do
tamanho, porém de uso limitado para mensurar as concentragdes. O principal método para
estudo e analise qualitativa e quantitativa das MVs é a citometria de fluxo (WITWER KW,
2013).
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar o perfil de microvesiculas circulantes como fator prognéstico da COVID-19 grave.
Objetivos especificos

Descrever aspectos clinicos e laboratoriais da populagéo do estudo;

Quantificar o perfil cinético de microvesiculas provenientes da circulagao sistémica;
Correlacionar o perfil das microvesiculas sistémicas com parametros clinicos e laboratoriais;

Avaliar um painel de marcadores sistémicos, por analises discriminantes e de desempenho,

como fator progndstico da COVID-19.
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4 POPULAGAO, MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Trata-se de estudo de coorte prospectiva exploratério, observacional e descritivo, aprovado
pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), sob o Certificado de Apreciagéo de
Apresentacdo Etica (CAAE) nimero 30846920.7.0000.0008. O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) foi assinado pelos pacientes participantes ou por seus

responsaveis no momento da inclusdo no estudo.
4.2 Participantes e recrutamento

Durante o periodo de setembro de 2020 a margo de 2021, 39 pacientes do Hospital Risoleta
Tolentino Neves/Belo Horizonte, Minas Gerais, internados por COVID-19 foram convidados a
participar do estudo de forma direta ou por meio do contato com seus responsaveis. Em linhas
gerais, apos a assinatura do TCLE, foi autorizada a utilizagdo de seus dados clinicos e
laboratoriais, além da coleta de amostras de sangue periférico para a analise de
microvesiculas. N&o houve qualquer tipo de alteracédo no tratamento em virtude do presente

estudo.

O diagnéstico da infecgédo por SARS-CoV-2 foi estabelecido, principalmente, a partir da
realizagédo do RT-PCR. Em alguns casos de teste molecular ndo realizado ou resultado néo
detectado, o diagnéstico de COVID-19 foi estabelecido com base nos critérios clinicos,
laboratoriais e radiolégicos de cada paciente. Os critérios de inclusdo foram idade entre 18 e
80 anos e internacao hospitalar em enfermaria ou em terapia intensiva. Ja os critérios de
exclusao foram imunodeficiéncia primaria ou secundaria (como pacientes transplantados, em

uso de drogas imunossupressoras ou individuos convivendo com o virus HIV) e gravidez.

Para o grupo controle foram recrutados 32 voluntarios, de ambos os sexos, com idade
variando entre 18 a 73 anos, média de 58 anos, mediana de 59 anos com intervalo interquartil
de 51-63 anos, dentre profissionais de saude e individuos que foram atendidos em
ambulatério hospitalar para avaliagédo clinica de rotina no Hospital das Clinicas da
Universidade de Sao Paulo em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo e no Instituto Mario Penna, Belo
Horizonte, Minas gerais. Durante a aplicagédo do TCLE foi realizado um questionario para a
coleta de informagdes gerais desta populagdo de estudo. Para a composigao desse grupo

foram seguidos os critérios de exclusdo mencionados previamente.
4.3 Calculo amostral

No inicio do trabalho n&o existiam estudos prévios que avaliaram o perfil sérico das MVs na

COVID-19, para que pudéssemos basear o calculo amostral. Além disso, a grande
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variabilidade na metodologia de analise das MVs também limitaria esse calculo. Logo, foi
utilizada amostra de conveniéncia que se define pela disponibilidade de amostras e da

exequibilidade do estudo.
4.4 Obtencao e processamento de amostras
4.4.1 Coleta e obtencao do plasma pobre em plaquetas

Para a obtengdo das MVs circulantes no sangue periférico dos individuos participantes do
estudo, foi realizada a coleta por pungéo venosa em tubos a vacuo de 5 mL contendo citrato
de sddio 3,2% (Biocon diagndsticos®), pelo corpo técnico do Hospital Risoleta Tolentino
Neves, mediante autorizagdo do setor responsavel. Nos pacientes com COVID-19, sempre

que possivel, as amostras foram coletadas em trés momentos:

e TO: logo apds a admisséo no estudo;
e T1:apds 7 dias de internacao;

e T2:apds 14 a 21 dias de internagao.

Apos a coleta, o sangue foi centrifugado por 15 minutos a 800 x g em temperatura ambiente
para a obtengdo do plasma pobre em plaquetas (PPP) e, posteriormente, armazenado em
freezer a -80°C no biorrepositério do Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores do
IRR - Fiocruz/Minas. O sumario executivo da populagao de estudo e os métodos empregados

na analise de MVs estdo apresentados na Figura 5.



Figura 5: Sumario executivo da populagao de estudo e dos métodos de analise
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Aquisicdo

Fonte: o autor.
4.4.2 Purificagao e imunofenotipagem de microvesiculas

A purificagéo e a imunofenotipagem das MVs foram realizadas utilizando-se as amostras de
PPP previamente coletadas e armazenadas em freezer a -80°C. Essas amostras foram
descongelas em banho-maria a 37°C e, em seguida, centrifugadas a 8.000 x g para a
obtencao do plasma livre de plaquetas (PLP). Apds a centrifugagao, 100 uL do sobrenadante
foi coletado e adicionado a 300 pL de tampé&o citrato-heparina para cada marcacao do painel.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 8.000 x g, 15°C, por 90 minutos, sem

desaceleracao.

Apo6s a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e as MVs foram ressuspendidas em
tampao de ligagdo Anexina V (BD Biosciences, Califérnia, US) e foram incubadas com os
anticorpos para a identificacdo de MVs derivadas de células endoteliais (CD51-PE),
neutrofilos (CD66-PE e CD16-PE), linfécitos T (CD3-PE), plaquetas (CD41a-PerCP),
leucécitos (CD45-APC), mondcitos (CD14-PerCP) e eritrocitos (CD235a-PECy5), por 30
minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Todas as amostras foram incubadas

com Anexina V-FITC para a detecgéao das MVs (Quadro 5).
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Quadro 5 — Marcadores celulares para identificagcdo da origem das microvesiculas

Fendtipo Marcador Clone Concentracao final
Microvesiculas Anexina V - FITC DX2 0,50 pg/mL
Leucécitos CD45-APC HI30 0,20 pg/mL
Neutréfilos CD66-PE B1.1/CD66 0,15 pg/mL
CD16-PE 3G8 0,20 pg/mL
Células endoteliais CD51-PE 23C6 0,20 pg/mL
Eritrécitos CD235a-PE-Cy5.5 GA-R2 (HIR2) 0.10 pg/ml
Linfécitos T CD3-PE HIT3a 0,10 pg/mL
Plaquetas CD41a-PercP HIP8 0,15 pg/mL
Mondcitos CD14- PercP MEM-15 0,15 pg/mL

A quantificacdo das MVs circulantes foi realizada no citémetro de fluxo Cytoflex S (Beckman-
Coulter, E.U.A.), apds a calibracdo com microesferas fluorescentes de tamanhos definidos,
que variam entre 100 a 900 nm. As MVs foram selecionadas por meio de graficos
bidimensionais de Anexina V-FITC versus granulosidade (Side Scatter — SSC — medida por
laser violeta para maior resolugdao da mensuragéo). Foram adquiridos cerca de 200.000
eventos por amostra, com, no minimo, 50.000 eventos dentro da regido especifica de MVs.
Também foram inseridos durante as aquisigbes controles da imunofenotipagem para
certificagdo da auséncia de MVs nas solugdes empregadas ao longo do protocolo
experimental (tamp&o, anticorpos e tampao Anexina V). A estratégia de analise empregada

para avaliagao das MVs por citometria de fluxo esta apresentada na Figura 6.

Figura 6: Estratégia de analise de MVs por citometria de fluxo.
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As populagdes de microvesiculas foram selecionadas de acordo

com a positividade para o marcador Anexina V

Fonte: o autor.

FITC.

Para as analises dos dados gerados, foi utilizado o software FlowJo v.10.1.8 (Becton
Dickinson), onde os graficos bidimensionais de densidade pseudocolor para a selegao das

MVs foram construidos considerando-se Anexina V-FITC versus granulosidade de alta
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resolucdo medida por laser violeta. A partir desta selegdo, os marcadores fenotipicos de
interesse foram avaliados pelo percentual de MVs positivas para cada populagéo, em graficos
do tipo histograma do fendtipo de interesse versus o numero de eventos adquiridos,
permitindo-se a identificacdo e quantificacdo de cada populacdo especifica, a partir dos
delimitadores de positividade, considerando-se a marcacéo inicial de Anexina V realizada na
auséncia dos anticorpos em comparagao aquela realizada na presenga dos anticorpos (Figura
7).

Figura 7: Histogramas representativos da analise de microvesiculas por citometria de fluxo.
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Foi realizado o estabelecimento dos delimitadores de positividade
para cada fenétipo avaliado, a partir de amostras contendo apenas
microvesiculas e sem anticorpos (linhas vermelhas). As populagbes
foram selecionadas de acordo com o perfil fenotipico e foi
quantificada a frequéncia de cada tipo de MV (linhas azuis). A
quantificacdo de MVs foi normalizada pela  moda.
Fonte: o autor.

4.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram armazenados em planilhas eletrénicas usando o programa
EXCEL. Os dados foram armazenados e analisados por meio de ferramentas estatisticas
apropriadas e dependendo da natureza dos dados, foram utilizadas estratégias distintas de
analise, empregando-se os softwares GraphPad Prism v9.0 (San Diego, CA, EUA) e Minitab
17 (State College, PA, EUA) e a Plataforma R (Versao 2.15.3; http://www.r-project.org).

Em relacdo as caracteristicas da populagdo de estudo, as variaveis qualitativas foram
expressas como frequéncias e porcentagens e as variaveis quantitativas foram expressas
utilizando-se medidas de tendéncia central (média e mediana) e de dispersao (desvio padréo

e intervalo interquartil). As analises de caracterizagdo da populagdo estudada foram
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realizadas por meio do teste de qui-quadrado, utilizando-se como dado a frequéncia absoluta
de cada grupo dentro da variavel. Para avaliar a distribuicdo dos dados, foi executado o teste
de Kolmogorov-Smirnoff e como os dados foram considerados nao-paramétricos, a
comparagao entre dois grupos foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. Para comparagéao
entre trés grupos foi realizado o Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn, com
intervalo de confianca de 95%. Para analisar a relagdo entre as variaveis qualitativas e
quantitativas foi utilizado a correlagdo linear de Spearman. Para estabelecer modelos
estatisticos preditivos da relagdo entre os biomarcadores imunoldgicos e os desfechos
clinicos foi utilizada a analise discriminante. As analises univariadas foram conduzidas no
programa VGAM da Plataforma R (Versdo 2.15.3; http://www.r-project.org) e as analises
multivariadas no software Minitab 17 (State College, Pennsylvania, USA) e na Plataforma R

(Versao 2.15.3; http://www.r-project.org).

Para as andlises de desempenho das microvesiculas como biomarcadores, inicialmente foram
determinadas as suas respectivas sensibilidade [ (verdadeiro positivo/verdadeiro positivo +
falso negativo) x 100 ] e especificidade [ (verdadeiro negativo/verdadeiro negativo + falso
positivo) x 100 ]. Posteriormente, foram construidas curvas ROC (Receiver Operating
Characteristics Curve — SWETS, 1988) para melhor definigdo dos pontos de corte para cada
MV avaliada e para avaliagao da acuracia global. Por fim, foram calculadas também as razdes
de verossimilhanga positiva  (sensibilidade/1-especificidade) e negativa (1-
sensibilidade/especificidade), conforme cada situagao, viabilizando a analise de chance e
probabilidade pos-teste. Em todos os casos, valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
4.6 Pesquisa bibliografica

Considerando-se a COVID-19, para a busca na base PUBMED utilizou-se como descritores
os termos “SARS-CoV-2 virology”, “SARS-CoV-2 pathogenesis”,  “COVID-19
pathophysiology”, “COVID-19 diagnosis”, “COVID-19 clinical manifestations”, “COVID-19
management and treatment”. Para MVs, utilizou-se os descritores “cell-derived microvesicles”,
“cell-derived micropatrticles”, “microvesicles in thrombogenesis”, “microvesicles in COVID-19”.
Os artigos selecionados sao do periodo de 2000 a 2022 e as referéncias bibliograficas foram
normatizadas segundo a Associagao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), pelo sistema

alfabético.
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5 Resultados




5 RESULTADOS

5.1 Perfil demografico dos pacientes do grupo COVID-19
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A Tabela 1 mostra informagdes detalhadas das caracteristicas demograficas e clinicas

dos integrantes do estudo. Dos 39 pacientes, 58,9% (23/39) sao do sexo masculino, a
média da idade é de 61,5 anos e a mediana de 62 anos. Do total, 76,9% (30/39)

pacientes apresentaram carga viral detectavel no RT-PCR para SARS-CoV-2. Dentre

os pacientes incluidos, 34 possuiam comorbidades de risco para agravamento da

COVID-19, sendo as trés mais comuns hipertensao arterial (53,5%), diabetes mellitus

(43,5%) e obesidade (38,4%). Todos os pacientes necessitaram de suporte de

oxigénio, sendo invasivo em 79,4% (31/39) dos casos. Em relagao aos desfechos, 17

(43,5%) pacientes receberam alta, 17 (43,5%) faleceram, 4 (10,2%) foram transferidos

e 1(2,5%) desistiu do estudo.

Tabela 1: Caracteristicas demograficas e clinicas do grupo COVID-19

Caracteristicas

Grupo COVID-19
n=39

Idade (média/mediana em anos)
Sexo masculino (n) %

Comorbidades (n) %
Hipertensédo arterial
Diabetes Mellitus
Obesidade
Tabagismo
Outras
Presentes
Ausentes

Resultado RT-PCR (n) %
Detectavel
Nao detectavel
Nao testado
Inconclusivo

Suporte de oxigénio (n) %
N&o invasivo
Ventilagdo mecéanica

61,5 [M4 62; 0 12,7; 11Q (69,5-56,5)]

23 (58,9%)

21 (53,5%)
17 (43,5%)
15 (38,4%)
8 (20,5%)
20 (51,2%)
34 (87,1%)
5 (12,8%)

30 (76,9%)
6 (15,3%)
2 (5,1%)

1(2,5)

8 (20,6%)
31 (79,4%)

Desfecho
Alta 17 (43,5%)
Obito 17 (43,5%)
Transferéncia 4 (10,2%)
Desisténcia 1(2,5%)

Mq = mediana; o = desvio padrdo; 1IQ = intervalo interquartil
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5.2 Perfil hematologico dos pacientes do grupo COVID-19

As Tabelas 2 e 3 apresentam o perfil hematolégico dos pacientes do grupo COVID-19
categorizados de acordo com o desfecho clinico, com base nos hemogramas realizados no
laboratério do GIPB das amostras coletadas no tempo 0. A Tabela 2 apresenta o perfil da
série vermelha e da contagem plaquetaria nos referidos pacientes. Observa-se uma redugéo
dos valores de hemacias, hemoglobina e hematdcrito no grupo COVID-19, sendo essa
reducgéao significativa no grupo ébito em relagéo ao grupo alta. Ja a contagem de plaquetas
encontra-se dentro dos valores de referéncia nos grupos analisados e nao foram identificadas
diferengas significativas entre os grupos alta e 6ébito. A Tabela 3, por sua vez, apresenta o
perfil da série branca do hemograma. Observa-se aumento dos leucécitos totais e dos
granulécitos no grupo 6bito, sendo esse aumento significativo em relagdo aos valores
encontrados no grupo alta. Além disso, observa-se linfopenia no grupo alta, sendo essa
reducao significativa em relagdo aos valores normais de linfocitos encontrados no grupo obito.
Por fim, ha também aumento significativo da razdo granuldcitos/linfécitos no grupo 6bito em
relagdo ao grupo alta.

Tabela 2- Perfil hematologico da Série Vermelha e Contagem de Plaquetas do hemograma dos
pacientes do grupo COVID-19, categorizados segundo desfecho clinico

. Valorde  COVID-19 ALTA OBITO s
Parametros referéncia (n=39) (n=17) (n=17) Valor de p
Hemacias -
38-58  297(263 36(28-4,1) 2,7 (2,6-3.4) 0,0367
(X 106/mm3) 380)
Hemoglobina
11,0-16,5 8,8(7,6-11,6) 11,2(7,9-12,1)  8,5(7,3-0,5)* 0,0231
(g/di)
Hematocrito
) 35-50 26 (23-35) 33 (24-38) 24 (22-32)* 0,0367
(1]
Plaquetas
150-400 196 (143-258) 224 (170- 321) 196 (145-256) 0,6398

(x 103/mm3)

Os valores do Grupo COVID-19 e desfechos Alta e Obito estdo expressos em mediana e intervalo
interquartil. # representa diferencas estatisticamente significativas entre o grupo Alta versus Obito, §
valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos e estdo destacados em negrito
na tabela. Fonte para os valores de referéncia: Dacie and Lewis — Practical Haematology. 12th Edition,
2017.
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Tabela 3 — Perfil hematoldgico da Série Branca do hemograma dos pacientes do Grupo COVID-
19, categorizados segundo desfecho clinico

Parametros _Valorde COVID-19 ALTA OBITO Valor de pé
referéncia
Leucocitos 11,2 (7,5- 19,3 (11,5-
3,5-11,0 2 (7, 8,9 (6,0-11,2 3 (11, 0,0002
(x 10%/mm?) 19.3) ( ) 23,0)¢
Granuloécitos
12-6,8  89(65-180) 69(47-99) 164 (8,6-20,9) 0,0012
(x 103/mm3)
Linfécitos
12-32  11(1,0-1,8) 11(0,912) 1,6 (1,1-19) 0,0315
(x 103/mm3)
Monoécitos
03-08  05(0,4-0,8) 04(0,3-0,5) 0,7 (0,5-1,4) 0,0070
(x 103/mm3)
Razao 15(1,1-1,8) 89 (41-145) 7,6(39-91) 11,0 (52-18.2)* 0,0457

Gran/Linf

Os valores do Grupo COVID-19 e desfechos Alta e Obito estdo expressos em mediana e intervalo
interquartil. # representa diferencas estatisticamente significativas entre o grupo Alta versus Obito, §
valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos e estdo destacados em negrito
na tabela. Fonte para os valores de referéncia: Dacie and Lewis — Practical Haematology. 12th Edition,
2017.

5.3 Perfil panoramico de microvesiculas em pacientes do grupo COVID-19 e do

grupo controle

A Figura 8 apresenta as contagens absolutas de microvesiculas no plasma de
pacientes do grupo COVID-19 no momento da inclusdo no estudo (Tempo 0 — TO) e
no plasma de integrantes do grupo controle. A analise dos dados demonstrou que
houve aumento do numero total de MVs no grupo COVID-19 comparado ao grupo
controle. Quando a origem celular das MVs foi avaliada nos pacientes infectados pelo
SARS-CoV-2, destacou-se o aumento significativo das MVs CD66" (neutrofilos). Além
disso, o grupo COVID-19 apresentou redugédo significativa das MVs CD14*
(mondcitos), CD3* (linfocitos T), CD235* (eritrécitos), CD41* (plaquetas) e CD51*
(células endoteliais) em relagdo ao grupo controle. Nao foram observadas variagdes
estatisticamente significativas nos niveis de MVs CD45" (leucdcitos) e CD16*

(neutrofilos) entre os dois grupos avaliados.



Figura 8: Perfil de microvesiculas circulantes em pacientes COVID-19 e no grupo controle.
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Perfil de microvesiculas circulantes em pacientes com COVID-19 (grupo COVID, n=39) e individuos saudaveis

constituindo o grupo controle do estudo (HC, n=32). Os dados estdo apresentados como numero absoluto de

microvesiculas (MVs) totais e subpopulagbes de MVs identificadas pelos respectivos fendtipos, derivadas de
leucécitos (CD45%), neutréfilos (CD66* ou CD16*), mondcitos (CD14*), linfocitos T (CD3*), eritrocitos (CD235%),

plaguetas (CD41%) e células endoteliais (CD51*) em graficos de barras flutuantes, representando os valores

maximo e minimo encontrados, o valor da mediana em linhas, bem como os valores individuais por dispersdo. Os

dados significativos (p<0,05) estéo representados por linhas conectoras e o nivel de significAncia por asteriscos
(*p<0,05; **p<0,01). Fonte: o autor.

5.4 Perfil de microvesiculas plasmaticas categorizados de acordo com o desfecho

clinico

A Figura 9 mostra as contagens absolutas de microvesiculas plasmaticas de pacientes

do grupo COVID-19, no TO, categorizadas de acordo com o desfecho clinico de alta

ou o6bito. Além disso, a figura também apresenta as faixas de referéncia do grupo

controle para comparagao. A analise dos dados demonstrou um aumento significativo

no numero total de MVs no plasma de pacientes que evoluiram com oébito em relacéo

aos pacientes que evoluiram com alta e ao grupo controle. No grupo 6bito, observou-
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se valores superiores de MVs CD45" (leucécitos), CD3* (linfocitos T) e CD66*
(neutrdfilos) e redugéo de MVs CD14* (mondcitos) em relagéo ao grupo alta. Ainda no
grupo obito, observou-se valores superiores de MVs CD45" (leucécitos) e de MVs
CD66" (neutrofilos) e reducdo de MVs CD14* (mondcitos), CD3" (linfocitos T) e CD41*
(plaquetas) em relagao ao grupo controle. Ja em relagao ao grupo alta, as MVs CD235*
(eritrécitos) encontraram-se reduzidas em comparagéo ao grupo controle e ao grupo
Obito. As MVs CD16" (neutrdéfilos) e CD51* (células endoteliais) ndo apresentaram
diferencgas significativas entre os grupos observados.

Figura 9: Perfil de microvesiculas em pacientes com COVID-19 de acordo com o desfecho clinico
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Perfil de microvesiculas circulantes em pacientes com COVID-19, segregados por desfecho clinico como (grupo
Alta, n=17) e (grupo Obito, n=17). Os dados estao apresentados como niimero absoluto de microvesiculas (MVs)
totais e subpopulagdes de MVs identificadas pelos respectivos fenétipos, derivadas de leucécitos (CD45%),
neutrofilos (CD66* ou CD16*), mondcitos (CD14*), linfécitos T (CD3*), eritrécitos (CD235%), plaquetas (CD41%) e
células endoteliais (CD51%) em graficos de violino, representando os valores maximo e minimo encontrados, o
valor da mediana em linhas. A faixa de variagéo dos valores de individuos saudaveis (grupo Controle, n=32) esta
projetada atras dos violinos como uma faixa verde claro. Os dados significativos (p<0,05) est&o representados por

(#) na comparacéo entre os desfechos e o grupo controle e por linhas conectoras na comparagéo entre os
desfechos clinicos.
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5.5 Perfil cinético de microvesiculas em pacientes do grupo COVID-19 de acordo
com o tempo de sintomas, desde a inclusao no estudo
A Figura 10 apresenta o perfil cinético dos valores absolutos de MVs nos pacientes
COVID-19, de acordo com o tempo do inicio dos sintomas em relagéo a inclusao no
estudo. Os pacientes desse grupo foram divididos em 2 subgrupos, sendo o primeiro
constituido por aqueles que se encontravam entre o 3° e o 13° dia apds o inicio dos
sintomas, no momento da inclusdo no estudo (subgrupo precoce), e o segundo
constituido pelos pacientes que se encontravam entre o 14° e 0 31° dia, apds o inicio
dos sintomas (subgrupo tardio). As analises foram realizadas no momento da inclusao
no estudo (Tempo 0 — TO), apds 1 semana (Tempo 1 — T1) e apds 2 a 3 semanas
(Tempo 2 —T2).
A Figura 10-A mostra os valores absolutos de MVs ao longo do tempo para cada um
desses subgrupos e tem como linha de referéncia os valores encontrados no grupo
controle. A analise dos dados demonstrou que as MVs totais, em ambos os subgrupos
de pacientes COVID-19, apresentaram um aumento de TO para T1, seguido por queda
de T1 para T2, mas permaneceram superiores as do grupo controle nos trés tempos
de analise. Além disso, nos ultimos 2 tempos, as MVs totais do subgrupo precoce
encontravam-se ligeiramente superiores as do tardio. No subgrupo precoce, observou-
se queda das MVs CD45" (leucdcitos), CD66" (neutrofilos), CD14* (mondcitos), CD3*
(linfocitos T), CD41* (plaquetas) e CD51* (células endoteliais) ao longo do tempo, ao
comparar os valores obtidos no T2 com os valores obtidos no TO. Em relagdo as MVs
CD3" (linfocitos T) observou-se, por um lado, um aumento progressivo dos niveis
absolutos ao longo da cinética do subgrupo tardio — ultrapassando inclusive o valor do
grupo controle — e, por outro lado, uma discreta ascensdo seguida por queda
acentuada dos niveis absolutos no subgrupo precoce. As MVs CD51* (células
endoteliais) apresentaram elevagéao importante no subgrupo precoce e no subgrupo
tardio no T1 em comparagao ao TO, mas em seguida, sofreram queda significativa no
subgrupo precoce, enquanto mantiveram niveis estaveis no subgrupo tardio.
A Figura 10-B, por sua vez, apresenta a assinatura das MVs ao longo do tempo nos
grupos controle e COVID-19 precoce e tardio. Observou-se nos subgrupos precoce e
tardio um aumento inicial das MVs totais, seguido por queda no T2, porém, ambos
mantiveram niveis superiores ao grupo controle, o que corrobora os achados da Figura
10-A. Destacou-se no subgrupo precoce valores elevados de MVs CD45" (leucdcitos)
e de CD66" (neutrdfilos) no TO; manutengéo de niveis elevados das MVs CD45*

(leucdcitos) e CD66™ (neutrdfilos) e, com excegao para as MVs CD14* (mondcitos),



MVs (x103)/mm?

0.7

55

houve aumento das MVs CD16" (neutrdfilos), CD3* (linfocitos T), CD235" (eritrocitos)
e CD51" (células endoteliais) no T1; manutengdo de niveis elevados de CD66*
(neutrofilos), CD16" (neutrdfilos) e CD235* (eritrocitos) no T2, com redugcdo das
demais MVs em comparacdo ao T1. No grupo tardio, por sua vez, destacou-se o
aumento dos niveis de todas as MVs no T1 em relacdo ao TO e o aumento dos niveis
de MVs CD51" (células endoteliais), CD3" (linfécitos T), CD14* (monécitos) e CD16*
(neutréfilos) no T2 em comparagdo ao T1. Adicionalmente, no grupo controle,
observou-se valores elevados das MVs CD14* (mondcitos) e CD41" (plaquetas).

Por fim, a Figura 10-C apresenta numericamente a proporgéo de pacientes dos grupos
controle, COVID precoce e COVID tardio com niveis de MVs acima da mediana global
de corte, considerando-se valores acima de 50% como supostos biomarcadores. No
subgrupo COVID precoce, destacaram-se MVs CD45" (leucdcitos) e CD66"
(neutrofilos) no TO; MVs totais, CD45" (leucdcitos), CD66" (neutrdfilos), CD16*
(neutrofilos), CD3* (linfocitos T), CD235" (eritrécitos) e CD51* (células endoteliais) no
T1; CD66" (neutrofilos) e CD235" (eritrécitos) no T2. Ja no subgrupo COVID tardio,
nao foram encontrados mais de 50% de pacientes com MVs acima da mediana global
no T0, porém, todas as MVs apresentaram essa caracteristica no T1; no T2,
destacaram-se MVs CD16" (neutrofilos), CD14* (mondcitos), CD3" (linfécitos T) e
CD51" (células endoteliais). Outra informagao relevante € que, no grupo controle,
apenas as MVs CD14* (mondcitos) e CD41" (plaquetas) apresentaram 50% dos

pacientes com valores acima da mediana global.

Figura 10: Perfil cinético de microvesiculas em pacientes do grupo COVID-19
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Proporg¢do de Pacientes COVID e Controles Saudaveis com Niveis de Microvesiculas Plasmaticas
Extracelulares Acime da Mediana Global de Corte
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* Valores acima de 50% foram destacados como supostos biomarcadores.

Perfil cinético de microvesiculas em pacientes do grupo COVID-19 de acordo com o tempo de admiss&o no estudo
e o tempo de sintomas, desde a inclusdo no estudo. (A) Perfil cinético de microvesiculas circulantes em pacientes
com COVID-19, segregados por tempo de admiss&o no estudo (TO=admiss&o no estudo, T1=7 dias apés e T2=14
a 21 dias ap6s a admiss&o) em dois subgrupos, de acordo com o tempo de inicio de sintomas como Precoce (D3-
13, n=19, linhas e circulos roxos escuros) e Tardio (D14-31, n=20, linhas e circulos roxos claros). Os dados estédo
apresentados como numero absoluto de microvesiculas (MVs) totais e subpopulagdes de MVs identificadas pelos
respectivos fendtipos, derivadas de leucdcitos (CD45%), neutréfilos (CD66* ou CD16%), mondcitos (CD14%),
linfocitos T (CD3"), eritrdcitos (CD235*), plaquetas (CD41*) e células endoteliais (CD51*) em graficos de linha. As
medianas dos valores encontradas para os individuos saudaveis (grupo Controle, n=32) estdo inseridas como
linhas pontilhas verdes nos graficos. (B) Assinatura da cinética de microvesiculas em pacientes com COVID-19,
segregados segundo dias ap6s o inicio dos sintomas em dois subgrupos (Precoce - Dias 1 a 13, claves roxas
escuras e Tardio - Dias 14 a 31, claves roxas claras). Os dados estdo apresentados como propor¢do de
microvesiculas (MVs) totais e subpopulagbes de MVs identificadas pelos respectivos fendtipos, derivadas de
leucécitos (CD45%), neutréfilos (CD66* ou CD16*), mondcitos (CD14*), linfocitos T (CD3*), eritrocitos (CD235%),
plaquetas (CD41*) e células endoteliais (CD51*) em graficos de radares, representando os valores proporcionais
encontrados. As proporgées de MVs dos individuos saudaveis (grupo Controle, n=) 32 estdo apresentadas por
grafico de radar em claves verdes. As diferengas significativas entre as proporgdes estdo assinadas por ciclos
brancos dentro das respectivas claves. (C) Diagrama da linha do tempo da cinética de MVs, representando as
proporgdes das MVs plasmaticas de pacientes do grupo COVID e individuos saudaveis do grupo Controle. Os
parametros que apresentaram mediana global acima do corte de 50% foram destacados para identificar supostos
biomarcadores potenciais assinalados com as respectivas cores dos grupos correspondentes no diagrama

(verde=grupo controle, roxo escuro=D1-13 e roxo claro=D14-31). Fonte: o autor.

5.6 Andlise de desempenho das contagens absolutas de MVs para classificar
pacientes COVID-19 no TO em comparagao ao grupo controle saudavel
A Figura 11-A apresenta um perfil geral das MVs, evidenciando valores superiores
significativos de MVs totais e de MVs CD66" (neutrofilos) em individuos do grupo

COVID TO comparados ao grupo controle, com valores de p de 0,036 e 0,013
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respectivamente. Além disso, a andlise mostra valores inferiores significativos de MVs
CD14" (mondcitos), CD3* (linfécitos T) e CD41" (plaquetas) no grupo COVID
comparado ao grupo controle, com valores de p de 0,003, 0,035 e 0,002,
respectivamente. Essas diferencas podem ser visualizadas com clareza nos
heatmaps.

A figura 11-B, por sua vez, apresenta curvas ROC e graficos de disperséao referentes
as MVs que apresentaram diferengas estatisticamente significativas para diferenciar
os grupos COVID no TO e controle saudavel, identificadas na Figura 11-A. Os
resultados das curvas ROC foram analisados utilizando-se variaveis de desempenho
expressas em percentual (sensibilidade - Se e especificidade - Sp), bem como area
sob a curva (AUC), indicando acuracia global. Além disso, foi calculada também a
razdo de verossimilhanga (Likelihood ratio — LR). Os resultados demonstraram que
todas as MVs analisadas [MVs totais, CD66" (neutrofilos), CD14* (mondcitos), CD3*
(linfocitos T) e CD41" (plaquetas)] apresentaram acuracia moderada (AUC= 0,7). As
MVs totais, cujo ponto de corte foi > 1,5x10°, apresentaram desempenho moderado
[Se=82% (IC 67-91); Sp=54% (IC 35-72) e LR+ = 1,8]; MVs CD66" (neutrdfilos), com
ponto de corte > 5x103, apresentaram desempenho também moderado, com destaque
para a Sp de 93% (IC 77-99) e para a LR+ de 7,2; MVs CD14* (mondcitos), ponto de
corte < 1,8x10%, apresentaram desempenho moderado com destaque para a Se de
90% (IC 76-96) e demonstrando LR- de 0,5; MVs CD3" (linfécitos T), ponto de corte <
3,3x103, apresentaram desempenho moderado com destaque importante para a Se
de 100% (IC 91-100), demonstrando LR- de 0,7; MVs CD41" (plaquetas), ponto de
corte < 4,2x103, apresentaram desempenho igualmente moderado [Se=80% (IC 65-
89); Sp=55% (IC 38-72)e LR- = 0,6].
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Figura 11: Perfil panoramico do desempenho da contagem absoluta de microvesiculas para classificar

pacientes COVID-19 versus individuos saudaveis do grupo controle no TO0.
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Perfil panorémico do desempenho da contagem absoluta de microvesiculas para classificar pacientes COVID-19
versus individuos saudaveis do grupo controle no TO. (A) Perfil geral de microvesiculas (MVs) circulantes em
pacientes com COVID-19 (n=39, cor verde) e individuos do grupo Controle (n=32, cor laranja). Os dados estao
apresentados como mapas de calor com intensidades ascendentes (verde ou laranja - valores individuais maiores,
preto - valores neutros e azul - valores individuais menores) e andlise comparativa do niumero de MVs normalizadas
pela mediana da populagéo estudada para analise de MVs totais e subpopulacdes de MVs identificadas pelos
respectivos fendtipos, derivadas de leucécitos (CD45%), neutréfilos (CD66* ou CD16%), mondcitos (CD14%),
linfocitos T (CD3*), eritrocitos (CD235*), plaquetas (CD41*) e células endoteliais (CD51*). Os valores de area sob
a curva (AUC), bem como os valores de p foram adicionados embaixo do grafico e as barras cinzas pontilhadas
destacam as MVs que apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) na analise comparativa
entre os grupos. (B) Curvas ROC e graficos de dispersao considerando as MVs que apresentaram diferengas
estatisticamente significativas na analise comparativa entre os grupos - MVs totais e subpopulagbes de MVs
identificadas pelos respectivos fenétipos, derivadas de neutréfilos (CD66*), mondcitos (CD14*), linfocitos T (CD3")
e plaquetas (CD41*). Dentro das curvas estéo apresentados os limites de corte, areas sob a curva (AUC), valores
de sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) e razbes de verossimilhanga (Likelihood ratio - LR). Nos graficos de
disperséo, as linhas tracejadas representam os limites de corte e as proporgdes inseridas nos graficos os valores
de Se e Sp. Em todos os casos, valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Fonte: o

autor.
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5.7 Andlise de desempenho das contagens absolutas de MVs para classificarem
pacientes COVID-19 no TO de acordo com o desfecho clinico
A Figura 12-A apresenta um perfil geral das MVs, evidenciando valores superiores
significativos de MVs totais no grupo 6bito em relagdo ao grupo alta, com valor de p
de 0,024. Além disso, o grupo O6bito também apresentou valores superiores
significativos das MVs CD45" (leucécitos), CD66" (neutrofilos) e CD235* (eritrécitos),
com valores de p de 0,028, 0,024 e 0,022, respectivamente. Essas diferengas podem
ser visualizadas com clareza nos heatmaps.
A Figura 12-B, por sua vez, apresenta curvas ROC e graficos de dispersao referentes
as MVs que apresentaram diferengas significativas para diferenciar, no T0, os grupos
COVID com desfechos de alta e 6bito, identificados na Figura 12-A [MVs totais, CD45*
(leucdcitos), CD66™ (neutrofilos) e CD235* (eritrdcitos)]. Os resultados das curvas ROC
foram analisados utilizando-se variaveis de desempenho expressas em percentual
(sensibilidade - Se e especificidade - Sp), bem como area sob a curva (AUC) indicando
acuracia global. Além disso, foi calculada também a razdo de verossimilhanga
(Likelihood ratio — LR). Os resultados demonstraram que todas as MVs analisadas
apresentaram acuracia moderada (AUC=0,7). As MVs totais, cujo ponto de corte foi >
2,8x10%, apresentaram desempenho moderado, com LR+ de 4,5; MVs CD45"
(leucdcitos), com ponto de corte > 8,6x102, apresentaram desempenho moderado
[Se=77% (IC 53-90); Sp=75% (IC 51-90) e LR+ = 3,1]; MVs CD66" (neutrdfilos), ponto
de corte > 1,5x10%, apresentaram desempenho moderado com destaque para a Se de
94% (IC 73-100) e LR+ = 1,8; MVs CD235" (eritrocitos), ponto de corte 7,8x10%,
apresentaram desempenho também moderado [Se=82% (IC 54-94); Sp=59% (36-78)
e LR+ =2,0].
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Figura 12: Perfil panoramico do desempenho da contagem absoluta de microvesiculas para classificar

pacientes COVID-19 segundo desfecho clinico, Alta versus Obito.
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Perfil panorémico do desempenho da contagem absoluta de microvesiculas para classificar pacientes COVID-19
segundo desfecho clinico, Alta versus Obito. (A) Perfil geral de microvesiculas (MVs) circulantes no grupo Alta
(n=17, cor rosa claro) e grupo Obito (n=17, cor rosa escuro). Os dados estdo apresentados como mapas de calor
com intensidades ascendentes (rosa claro ou rosa escuro - valores individuais maiores, preto - valores neutros e
azul - valores individuais menores) e analise comparativa do nimero de MVs normalizadas pela mediana da
populagao estudada para analise de MVs totais e subpopula¢des de MVs identificadas pelos respectivos fenétipos,
derivadas de leucdcitos (CD45%), neutréfilos (CD66* ou CD16%), mondcitos (CD14%), linfocitos T (CD3*), eritrécitos
(CD235*), plaquetas (CD41*) e células endoteliais (CD51*). Os valores de area sob a curva (AUC), bem como os
valores de p foram adicionados embaixo do grafico e as barras cinzas pontilhadas destacam as MVs que
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) na andlise comparativa entre os grupos - MVs
totais e subpopulagdes de MVs identificadas pelos respectivos fenétipos, derivadas de leucécitos (CD45%),
neutrofilos (CD66") e eritrocitos (CD235%). (B) Curvas ROC e graficos de dispersdo considerando as MVs que
apresentaram diferengas estatisticamente significativas na analise comparativa - MVs totais e subpopulagdes de
MVs identificadas pelos respectivos fenétipos, derivadas de leucdcitos (CD45*), neutréfilos (CD66*) e eritrécitos
(CD235*). Dentro das curvas estdo apresentados os limites de corte, areas sob a curva (AUC), valores de
sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) e razdes de verossimilhanga (Likelihood ratio - LR). Nos graficos de
disperséo, as linhas tracejadas representam os limites de corte e as proporgdes inseridas nos graficos os valores
de Se e Sp. Em todos os casos, valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Fonte: o
autor.
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5.8 Analise discriminante univariada de MVs para classificar pacientes COVID no T0

A Figura 13 representa, de forma ilustrativa e panoramica, a analise discriminante
univariada dos resultados observados nos subgrupos COVID TO versus controle e alta

versus o6bito, apresentada nas Figuras 12-A e 12-B, respectivamente.

A Figura 13-A apresenta a proposta de critério para diferenciar o grupo COVID no TO do
grupo controle. Foi desenvolvida a formula [(Total MV + CD66%) — (CD14* + CD3")], com
base no uso das MVs identificadas e analisadas na Figura 12-A, como biomarcadores em
conjunto. Nessa anadlise univariada, foram considerados positivos os individuos que
pontuaram 1 ou 2 na férmula. No grupo controle, apenas 3 pacientes (10%) foram
classificados de forma incorreta como falsos positivos e, no grupo COVID, 5 pacientes
(13%) foram erroneamente classificados como falsos negativos, resultando em uma

acuracia de 88% para diferenciar o grupo COVID do grupo controle saudavel no TO.

Ja a Figura 13-B prop6e a analise das MVs totais e das MVs CD66* como biomarcadores
em conjunto para classificagdo do desfecho alta ou 6bito de pacientes COVID no TO.
Nessa analise univariada, foram considerados positivos os individuos que apresentaram
valores aumentados de MVs totais (ponto de corte > 2,8x10°) e de MVs CD66" (ponto de
corte > 1,5x10%) ou valores de MVs CD66" isoladamente aumentados. Utilizando-se esse
critério, dentre os individuos que evoluiram com alta, 5 (29%) foram erroneamente
classificados como 6bito e, dentre o grupo cujo desfecho foi 6bito, apenas 3 (18%) foram
classificados de forma incorreta como alta, demonstrando assim uma acuracia de 77%

para diferenciar o grupo COVID no TO em relagao aos desfechos clinicos mencionados.
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Figura 13: Andlise discriminante univariada de MVs para classificar pacientes COVID versus grupo
Controle, e pacientes COVID, segundo desfecho clinico.
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Analise discriminante univariada de MVs para classificar pacientes COVID versus grupo Controle, e pacientes
COVID, segundo desfecho clinico, em Alta versus Obito no tempo de admiss&do no estudo (T0). (A) Modelo
classificatério proposto para discriminar pacientes COVID (n=39, laranja) de individuos saudaveis (n=32,
verde) com resultante classificatéria obtida, a partir de critério matematico definido. Estdo apresentados em
diagramas os valores individuais (verdadeiros e resultantes) da andlise discriminante, e em tabelas, os critérios
matematicos propostos, os resultados possiveis € o desempenho final com o valor da acuracia global obtido.
(B) Modelo classificatério proposto para discriminar pacientes COVID do grupo Alta (n=17, rosa claro) do grupo
Obito (n=17, rosa escuro) com resultante classificatéria obtida, a partir de critério categérico definido. Estdo
apresentados em diagramas os valores individuais (verdadeiros e resultantes) da analise discriminante, e em
tabelas, os critérios categoricos propostos, os resultados possiveis e o desempenho final com o valor da

acuracia global obtido. Fonte: o autor.

5.9 Analise discriminante multivariada de MVs para classificar pacientes COVID,

segundo desfecho clinico no T0

A partir das analises univariadas e da selegéo dos biomarcadores CD66*, CD14*, CD235" e
CD51" que melhor discriminaram os desfechos clinicos da COVID-19, foram estabelecidas a

primeiro e o segundo componentes principais no TO com o0s seguintes pesos para cada
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biomarcador: 0,519 e 0,266 para CD66"; 0,499 e -0,459 para CD14%; 0,434 e 0,735 para
CD235% e 0,541 e -0,422 para CD51". A partir da analise dos componentes principais, o
segundo componente foi selecionado para composigéo do indice MV-COV descrito na Figura
14.

Figura 14: Modelo multivariado preditivo de classificagao do desfecho clinico da COVID-19 pelo indice MV-
cov.
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Modelo multivariado preditivo de classificagdo do desfecho clinico da COVID-19 pelo indice MV-COV. (A)
Quadros de desfechos verdadeiros e preditos do modelo ajustado indicam étimo resultado para classificagéo
do desfecho ALTA e bom resultado para o desfecho OBITO. A intensidade da cor de cada quadrado é
proporcional a associagéo estatistica. (B) Curva ROC do modelo multivariado preditivo de classificagdo do
desfecho clinico da COVID-19 pelo indice MV-CQOV, apresentando area sob a curva de 81%, sensibilidade de
29% e especificidade de 86%. (C) Arvore classificatéria do desfecho clinico da COVID-19 pelo indice MV-COV
indicando a localizacdo e a participacdo dos biomarcadores CD66" e CD14* como né e atributo,

respectivamente, e os percentuais de chance das classes ALTA e OBITO. Fonte: o autor.

A Figura 14 apresenta o resultado grafico do modelo preditivo ajustado de classificagdo e a
arvore classificatoria do desfecho clinico da COVID-19 pelo indice MV-COV. A Figura 14-A
mostra quadros relacionando os desfechos verdadeiros e os desfechos preditos com base no

indice proposto, nos quais a intensidade da cor € proporcional a associagao estatistica. Os
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resultados demonstraram que o indice MV-COV definiu corretamente os desfechos alta e
obito em 86,4% e 70,6% dos casos, respectivamente, indicando 6timo resultado para
classificacdo do desfecho alta e bom resultado para o desfecho ébito. Entretanto, também
foram observados os percentuais de 13,6% e 29,4% de classificagbes incorretas ou taxa de
falso negativo dos desfechos alta e 6bito, respectivamente. Ja a Figura 14-B apresenta a
curva ROC do modelo multivariado preditivo de classificagdo do desfecho clinico da COVID-
19 pelo indice MV-COV. Os resultados das curvas ROC foram analisados utilizando-se
variaveis de desempenho expressas em percentual (Sensibilidade-Se e Especificidade-Sp),
bem como a area sob a curva (AUC) indicando acuracia global. Como resultado, foram obtidos
Se=29%, Sp=86% e AUC de 81%, A Figura 14-C, por sua vez, representa a arvore
classificatoria do desfecho clinico da COVID-19 pelo indice MV-COV, indicando a localizagao
e a participacdo dos biomarcadores CD66" e CD14* como no e atributo, respectivamente, e
os percentuais de chance das classes alta e 6bito. Observa-se que desfechos melhores estao
associados a niveis menores de MVs CD66*, indicando 41% de chance de 6bito e, dentre o
subgrupo com valores superiores a 2.675,0/mm?3, valores de MVs CD14* também elevados
(acima de 928,0/mm?3) indicam 28% de chance de ébito, enquanto valores menores ou iguais

a 928,0/mm? indicam 31% de chance de alta.
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6 Discussao
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6 DISCUSSAO

A pandemia ocasionada pela COVID-19 é considerada um grande desafio para a ciéncia,
tendo em vista seus grandes impactos na saude mundial e a consequente necessidade de
desenvolvimento de métodos de diagndstico, prevengao e prognéstico em um curto intervalo
de tempo. As MVs, por sua vez, encontram-se em emergéncia para atuagdo como
biomarcadores e até mesmo como possibilidades terapéuticas em processos inflamatoérios e
infecciosos (POCSFALVI et al., 2020). Diante disso, o presente estudo buscou avaliar o pefrfil
das MVs em pacientes com COVID-19 internados e compara-lo a individuos controles

saudaveis, para identificagdo de possiveis biomarcadores prognosticos.

Inicialmente abordando as principais caracteristicas da populacdo estudada, observou-se
entre os pacientes do grupo COVID uma idade média de 61,5 anos € uma predominancia
discreta no sexo masculino. Esses dados vao ao encontro das caracteristicas demograficas
mencionadas por Raineri et al. e por Campello et al., ambos os trabalhos publicados em 2022,
cujas populagdes de estudo também demonstraram que a distribuicao etaria ndo é uniforme
entre os pacientes internados pela doencga, pois tende a ser maior em faixas etarias mais
avancgadas, além de apresentar discreta predominancia no sexo masculino. Estudo publicado
por Alves et al., também em 2022, avaliou o perfil de pacientes adultos internados em terapia
intensiva e também reforga a predominancia em individuos mais velhos e do sexo masculino.
Além disso, esse estudo analisou também a presenca de comorbidades, presentes em 83%
dos pacientes, sendo as mais comuns: hipertensao arterial, obesidade e diabetes mellitus,
nessa ordem. Tais dados estdo de acordo com os achados na populacao do presente estudo,
em que mais de 85% dos pacientes apresentavam comorbidades, sendo também as mais

prevalentes: hipertensao arterial, diabetes mellitus e obesidade.

Outra caracteristica relevante na populagao estudada foi a necessidade ou n&o de ventilagdo
mecanica invasiva e sua relagdo ao desfecho clinico. Dos 39 pacientes incluidos no estudo,
31 foram submetidos a intubagéo orotraqueal (IOT) e, desses 31 pacientes, 17 evoluiram a
obito, o que corresponde a 54,8% de o6bito dentre os pacientes intubados e a 100% dos
pacientes do estudo cujo desfecho clinico foi 6bito. Conforme explicitado por Hajjar L em 2021,
a necessidade de ventilagdo invasiva é guiada por critérios clinicos que indicam maior
gravidade e, possivelmente, maior chance de 6bito em decorréncia da doenga. No entanto,
sabe-se que a propria ventilagdo mecanica pode agravar o quadro clinico dos pacientes, por
exemplo, pelo desenvolvimento de Injuria Pulmonar Induzida pela Ventilagdo (VILI), pela
predisposi¢ao a Pneumonia Associada a Ventilagao (PAV) e pelas alteragbes hemodinamicas

relacionadas a pressdo positiva intratoracica e as drogas usadas para manutengao de
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sedagdo. Na revisdo publicada por Boyd et al. (2022), os autores demonstraram taxas
superiores de PAV em pacientes COVID em relagao aos pacientes intubados nao COVID, o
que pode ser atribuido a fatores extrinsecos, como auséncia de equipamentos de protecao
adequados, necessidade de longos periodos de ventilagdo mecénica e tratamentos com
imunomoduladores, e intrinsecos, como a presenga de danos mais graves ao parénquima
pulmonar e a desrregulagdo imune. Dessa forma, a relagdo entre ventilagdo mecanica e

desfecho clinico de ébito pode ser um fator de confuséo.

Ja em relagéo as caracteristicas laboratoriais do grupo COVID-19 estudado, observou-se
reducgéo significativa dos componentes da série vermelha no grupo 6bito em relagéo ao grupo
alta. Bergamaschi et al., (2021) estudaram a presenga de anemia em pacientes com COVID-
19 e identificaram uma prevaléncia global de 61%, mas ndo encontraram relagéo entre a
presenca de anemia e a gravidade dos pacientes incluidos. As principais causas de anemia
no contexto da COVID-19 sdo o ambiente inflamatério, que altera o metabolismo do ferro e
inibe a eritropoiese, e a ferropenia (BERGAMASCHI et al., 2021). Sobre a série branca,
observou-se aumento significativo dos seus componentes, incluindo granulécitos e linfocitos,
bem como o aumento da razdo granulécitos/linfocitos no referido grupo. Conforme
mencionado por Garnier et al. (2022), formas graves de COVID exibiram redugéo da contagem
de linfécitos e aumento da contagem de neutrdfilos, tornando a razdo neutrofilo/linfocito um
indicador de gravidade da doenca. Essas consideracdes estdo, em parte, concordantes com
os achados do estudo, com excegao da linfopenia, que ndo estava presente no grupo o6bito.
Uma possivel explicagao para essa discrepancia € o fato de que os hemogramas analisados
foram realizados no TO e os pacientes incluidos apresentavam diferentes tempos desde o
inicio dos sintomas. Em relagéo as plaquetas, ndo foram observadas alteragées significativas,
diferentemente do que foi pontuado em outros estudos. Wool et al. (2020), destacaram que a
trombocitopenia leve a moderada estava presente em 58 a 95% dos casos de pacientes com
COVID grave e poderia estar associada, dentre outros fatores, a hiperativagdo e posterior
clearance plaquetario, a supressdo medular no contexto inflamatério e ao consumo por
agregacao plaquetaria e formagao de microtrombos. Achados semelhantes foram citados em
uma metanalise (MALIK et al., 2020), em que 17 estudos apresentaram trombocitopenia
relacionada a gravidade dos pacientes. A analise de outros parametros laboratoriais, como
PCR, ferritina e dimero-D, também poderia ser relevante na caracterizacdo da casuistica. No
entanto, tais dados ndo puderam ser recuperados dos prontuarios em nuamero suficiente para

que essa caracterizacao fosse incluida no estudo.

A analise das microvesiculas, por sua vez, demonstrou aumento significativo do numero total
de MVs nos pacientes COVID-19 em relagdo ao grupo controle em todos os tempos

analisados no estudo, principalmente em TO. Nossos achados corroboram o estudo de Zahran
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et al. (2021), onde foram analisadas MVs circulantes em pacientes COVID-19 com e sem
malignidade em comparagdo ao grupo controle saudavel, sendo identificado aumento
significativo das MVs totais nos pacientes COVID com e sem malignidade em relagao ao grupo
saudavel. Ainda sobre as MVs totais, dado relevante identificado em nossa casuistica
demonstra que sua quantificagdo absoluta no TO classificou o paciente COVID quanto ao
desfecho clinico de alta ou 6bito com uma sensibilidade de 53% e uma especificidade de

100% para valores superiores a 2,8x10°%/ mm?.

A contagem absoluta das MVs derivadas de neutréfilos CD66* mostrou-se elevada em relagao
ao controle em todos os tempos analisados no estudo, contribuindo para o aumento do
numero total de MVs. Esse dado se provou significativo para diferenciagao tanto de pacientes
do grupo COVID de individuos do grupo controle saudavel quanto dos pacientes COVID em
relacdo ao desfecho de alta e 6bito, tornando as MVs CD66" um dos principais biomarcadores
para predicdo do progndstico. Campello et al. (2022) abordaram a importancia da ativagao
neutrofilica como mecanismo do estado pro-trombdtico evidenciado em pacientes com
COVID-19, a partir da liberagdo das redes extracelulares de neutréfilos (NETs). Trata-se de
mecanismo da imunidade inata no qual neutréfilos, quando submetidos a ativagao intensa e
persistente, sofrem degranulacéo e liberam material nuclear e enzimas no meio extracelular,
gerando estresse oxidativo e morte celular (CAILLON et al., 2022 e GARNIER et al., 2022).
Caillon et al. (2022) destacaram a agao pro-coagulante desempenhada pelas NETs, em
fungdo de (1) acidos nucleicos extracelulares carregados negativamente favorecerem a
adesao de fatores de coagulagao; e (2) favorecerem diretamente a exposigao de fator tecidual.
Assim, o aumento das MVs CD66" sugere maior ativagao neutrofilica, com provavel aumento
da liberagdo de NETs e acentuacdo do processo de tromboinflamac¢ao na COVID-19, o que

tende a agravar os quadros clinicos e associar-se a pior prognostico.

Além das MVs CD66*, as MVs derivadas de células endoteliais CD51" também contribuiram
para a elevagdo das MVs totais no TO. Campello et al. (2022), em mesmo estudo citado
anteriormente, avaliaram o comportamento longitudinal de MVs em pacientes hospitalizados
com COVID-19 leve a moderada. Foram encontrados niveis elevados de MVs endoteliais,
identificadas por anti-CD62E, nos tempos da admisséo e da alta em comparagdo ao grupo
controle saudavel, com posterior reducdo apdés 30 dias da alta. Esses achados sao
compativeis com os dados encontrados em nosso estudo, uma vez que estes demonstraram
elevagdo de MVs endoteliais no contexto mais agudo da infecgdo viral, com posterior
tendéncia de queda. Os autores destacaram também o fato da lesdo endotelial ser parte
central da patogénese da COVID-19, contribuindo de forma importante para a
tromboinflamacgé&o. Zahran et al. (2021), por sua vez, também ressaltaram o aumento das MVs

derivadas de células endoteliais em pacientes com COVID-19 e a relagao encontrada entre
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os valores das referidas MVs e a gravidade das alteragbes radiograficas nas tomografias dos
pacientes. Yamada (2021) demonstrou o papel emergente das MVs na patogénese de
doengas respiratérias e o aumento de MVs endoteliais na Doenca Pulmonar Obstrutiva
Cronica (DPOC) — um dos fatores de risco para COVID-19 — e na SDRA, reiterando a

relevancia dessas MVs nas afeccgoes pulmonares.

Outro marcador importante sdo as MVs derivadas de linfécitos T, que se apresentaram
reduzidas em relagdo ao grupo controle nas fases agudas da infecgao, com sensibilidade de
100% e especificidade de 35% para diferenciagao dos grupos COVID-19 e saudavel no TO
para valores inferiores a 3,3x10%’mm3. Esse dado corrobora a patogénese da doenga
relacionada a exaustao de linfocitos T (GOUBRAN et al., 2022), situagao na qual a ativagao
persistente das células T as torna menos funcionais, com redugcdo da capacidade de
expansao clonal, de desgranulagéo e de liberagao de citocinas (PACES et al., 2020). Goubran
et al. (2022) descreveram a linfopenia como marcador de pior prognoéstico e relacionado a
tromboinflamagao, fato também frisado por Garnier et al. (2022), conforme ja exposto

previamente na discussado dos dados laboratoriais.

A casuistica do estudo vigente identificou também valores persistentemente baixos de MVs
derivadas de mondcitos no grupo COVID-19 em relagéo ao grupo controle, com sensibilidade
de 90% e especificidade de 52% para diferenciar os dois grupos no TO para valores inferiores
a 1,8x10%mm3, em analise univariada. Além disso, a analise multivariada e a arvore
classificatoria correlata demonstraram que as MVs derivadas de mondcitos, ao serem
avaliadas no subgrupo de pacientes com MV CD66" (neutrofilos) aumentada, apresentaram
relacédo entre seus valores e a gravidade, em que pacientes com niveis mais elevados de MV
CD14" possuem 28% de chance de o6bito. Conforme mencionado no referencial tedrico,
monocitos estdo relacionados a acdo pro-coagulante das MVs, pois, quando ativados,
sabidamente liberam MVs que expressam fator tecidual, contribuindo para o fenbmeno da
tromboinflamagao, ator central na patogénese da COVID-19 (MOOBERRY et al, 2016 e
YANEZ-MO et al, 2015). Dessa forma, trata-se de achado importante e inovador do nosso
estudo, uma vez que dados relacionados as MVs monocitarias e a sua cinética em pacientes

COVID-19 nao foram encontrados de forma consistente na literatura.

Finalizando as MVs leucocitarias, foi observado aumento dos valores absolutos de MVs
CD45" no grupo COVID no TO, em relagéao ao grupo controle, e com posterior redugao no T1.
Campello et al. (2022), ao avaliarem a tendéncia longitudinal de MVs em pacientes
hospitalizados por COVID, identificaram aumento dos niveis de MVs CD45" no TO em relagao
ao grupo saudavel, que se manteve ao longo do tempo, mesmo apds 30 dias da alta

hospitalar. No entanto, ao avaliarem somente as MVs CD45* que expressavam fator tecidual
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— fundamental na patogénese da tromboinflamagao — observaram frequéncias elevadas na
admissao, seguida de queda apods 30 dias da alta. Conforme discutido pelos autores, esse
achado pode indicar que a quantidade de leucdcitos ativados esta reduzida apos 1 més em
decorréncia da diminuigdo da resposta inflamatéria patoldgica, porém com persisténcia de
uma resposta inflamatéria global. Além disso, os achados do estudo citado demonstraram
ainda que as MVs CD45" foram as Unicas a apresentarem correlagcdo com os marcadores de
inflamacgao, ressaltando seu papel na inflamagéao aguda e crénica. Estudos futuros do nosso

grupo também avaliardo essa relagao.

Em relagcdo as MVs derivadas de eritrécitos, nosso principal achado diz respeito a reducao
significativa apresentada pelo grupo alta em relagdo ao grupo 6bito e ao grupo controle, no
TO, com sensibilidade de 82% e especificidade de 59% para diferenciagdo entre ambos os
desfechos clinicos para valores inferiores a 7,8x10%/mm?3. Conforme abordado por Moobery et
al. (2016) e por Yafiez-mo et al. (2015), MVs eritrocitarias também podem apresentar agéo
pré-coagulante, sendo capazes de iniciar e sustentar a geracéo de trombina pela via intrinseca
da coagulacdo. Mais uma vez, é possivel perceber a atuacdo da atividade pro-trombatica
como provavel contribuinte para a tromboinflamagao e consequente pior prognéstico na
COVID-19. No entanto, na literatura revisada ndo foram encontrados dados que analisem
essa associagao. Garnier et al. (2022), de forma antagdnica, demonstraram niveis mais baixos
de MVs eritrocitarias no grupo de pacientes COVID-19 submetidos a IOT em comparagao ao

grupo nao intubado e ao grupo controle.

Por fim, nosso estudo identificou uma redugao significativa de MVs plaquetarias no grupo
COVID-19 em comparagao ao grupo controle em todos os tempos analisados. Trata-se de
dado conflitante com diferentes achados da literatura. Raineri et al. (2022) estudaram a
associagao entre MVs plaquetarias e o progndstico de pacientes hospitalizados por COVID-
19. Ao avaliarem os niveis das MVs na admissédo hospitalar e apds sete dias, usando os
marcadores CD31 e CDA41, identificaram elevagdo de MVs derivadas de plaquetas nos
pacientes do grupo doenga em comparagdo ao grupo controle saudavel na admissédo. No
entanto, a analise apds sete dias identificou que 57,5% dos pacientes COVID-19
apresentaram aumento e 42,5% apresentaram redugao significativa dos niveis de MVs. Ao
estratificarem os referidos pacientes de acordo com a gravidade clinica e relacionarem a
cinética das MVs, observaram que pacientes mais graves sofreram aumento de MVs de
plaquetas apds sete dias, levando a hipotese de que o aumento das MVs plaquetarias esta
relacionado a resposta inflamatéria induzida pelo virus, mais uma vez ressaltando o papel da
tromboinflamagdo da COVID-19. Campello et al. (2022), por sua vez, analisaram
longitudinalmente MVs CD62P*, um marcador de plaquetas ativadas positivas para selectina-

P, em pacientes COVID-19 hospitalizados. Foram identificados niveis superiores das referidas
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MVs em pacientes do grupo COVID-19 em comparagéo ao grupo saudavel no momento da
admissao, com aumento apos 30 dias da alta. Além disso, os autores observaram também
gue os niveis das MVs derivadas de plaguetas apresentaram relagdo com o desenvolvimento

de tromboembolismo venoso e com o pior prognéstico.

Diante do exposto, foram levantadas algumas hipoteses na tentativa de elucidar possiveis
razdes para as discrepancias relacionadas as MVs plaquetarias encontradas em nosso estudo
em comparacao a literatura. Um primeiro ponto diz respeito aos marcadores fenotipicos
distintos utilizados para a busca de MVs plaquetarias, uma vez que o estudo vigente utilizou
apenas CD41*. Além disso, ndo foram utilizados os mesmos protocolos de obtencdo das MVs
e 0s proprios métodos para analise de MVs podem influenciar a sua recuperagao durante a
centrifugacdo e o congelamento. Soma-se a isso os diferentes tempos de infeccdo dos
pacientes incluidos nos estudos em relagéo ao inicio dos sintomas. Outra hip6tese leva em
consideracdo a meia vida curta plaquetaria e a possibilidade de internalizagdo de virions e
morte celular programada, conforme mencionado por Goubran et al. (2022). Por fim, as
diferentes gravidades dos pacientes analisados nos estudos mencionados também podem ter
influenciado, considerando a possibilidade de consumo por maior agregagao plaquetaria em
pacientes mais graves. Zaid et al. (2020), avaliaram a atividade plaquetaria em individuos
infectados pelo SARS-CoV-2 e identificaram que os niveis absolutos de MVs derivadas de
plaguetas CD41* encontravam-se superiores ao grupo controle tanto nos pacientes graves
quanto nos pacientes ndo graves, mas o0s pacientes graves apresentavam valores

significativamente menores em relagéo aos ndo graves.

Conforme amplamente mencionado e discutido, a tromboinflamacg&o apresenta papel central
na patogénese da COVID-19 e as MVs podem contribuir para esse processo. Garnier et al.
(2022) analisaram a relagéo entre MVs, morte endotelial, ades&o neutrofilica e netose em
pacientes COVID-19 e identificaram aumento significativo das MVs endoteliais e plaquetarias
em pacientes intubados e ndo intubados, com destaque para os intubados. Além disso, ao
incubarem células endoteliais com MVs totais dos referidos pacientes, identificaram aumento
de morte endotelial em pacientes submetidos a IOT e o relacionaram a hiperexpressao de
VCAM-1 e selectina-P, principalmente pelas MVs plaquetarias, com consequente aumento da
adesdo neutrofilica e dos niveis de netose. Assim, Garnier et al. (2022) concluiram que MVs
podem contribuir para a lesdo endotelial na COVID-19, fundamental no contexto de
tromboinflamacdo. Esses achados reforcam também o que foi discutido anteriormente sobre

a possivel influéncia da ventilagdo mecéanica no prognéstico.

Percebe-se, assim, a relevancia das MVs na patogénese da COVID-19, bem como o grande

campo para sua aplicagdo como biomarcadores progndsticos. No entanto, as possibilidades
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abrangem também o uso terapéutico das MVs, conforme abordado por Pocsfalvi et al. (2020).
Em seu estudo, os pesquisadores abordaram, por exemplo, o papel das MVs derivadas de
células-tronco mesenquimais na imunomodulagao, bem como a possibilidade de uso das MVs

como veiculos para transporte de drogas alvo-especificas.

Dessa forma, as microvesiculas representam campo amplo, atual e promissor de pesquisa. O
presente estudo, ao demonstrar que MVs totais e MVs derivadas de neutrofilos, monécitos e
linfécitos T, principalmente, podem atuar como biomarcadores progndsticos potenciais na
COVID-19, reforga a importancia do tema e contribui para a aplicabilidade das microvesiculas

no monitoramento clinico-laboratorial dos pacientes.
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7 Conclusao
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7 CONCLUSAO

O estudo demonstrou que microvesiculas totais e aquelas derivadas de neutrofilos, mondcitos
e linfocitos T apresentam papel relevante na diferenciagéo de pacientes com COVID-19 grave
de individuos saudaveis, bem como de pacientes com COVID-19 em relacdo ao desfecho
clinico. Assim, as MVs podem se tornar uma ferramenta futura importante para avaliacao
prognostica em pacientes com COVID-19. No entanto, estudos que incluam maior nimero
amostral e que analisem outros biomarcadores laboratoriais relacionados a doenga sao

fundamentais para corroborar esses achados.
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Anexo | - Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE = Plotofor
MINAS GERAIS ¥ Grarsil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ASPECTOS MICROBIOITOGICOS. IMUNOLOGICOS, METABOLICOS,
LABORATORIAIS E CLINICOS DE PACIENTES COM COVID-19

Pesquisador: Jordana Grazziela Alves Coelho dos Reis

Area Tematica: Genética Humana:
(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer material biologico
humano para obtengdo de material genético, salvo nos casos em que houver
cooperagédo com o Governo Brasileiro;);
(Havera armazenamento de material bioldgico ou dados genéticos humanos no
exterior e no Pais, quando de forma conveniada com instituigées estrangeiras ou
em instituigoes comerciais;);

Versdo: 3

CAAE: 45086721.1.0000.5149

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.751.423

Apresentacgéo do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional longitudinal no qual pacientes com diagndéstico confirmado de COVID-
19 com diferentes graus de gravidade, ou seja, internados no Centro de Terapia Intensiva (CTI) e nas
enfermarias do Hospital Risoleta Tolentino Neves (HRTN) da UFMG serao avaliados.

Destes pacientes, serao coletadas amostras de aspirado traqueal coletada no momento da limpeza das vias
aereas do paciente que sera feita juntamente com a rotina do setor de microbiologia. Sangue periférico sera
coletado em anticoagulante EDTA, Citrato, Heparina e tubo Gel, juntamento com o setor de hematologia do
HRNT-UFMG. Amostras de aspirado traqueal e soro seréo coletadas em diferentes tempos (D0=Admisséo;
D7=dia 7, D14=dia 14, D30= dia 30; D60=dia 60 e D80=dia 80) pela equipe de enfermagem ou por médico
especializado com consentimento previo dos pacientes via TCLE. Analises microbiologicas, isolamento viral,
dosagem de moléculas imunes e antigenos virais bem como dosagem de anticorpos serao realizadas. O
contetdo celular do aspirado traqueal e sangue sera avaliado por citometria de fluxo.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Platoforma
MINAS GERAIS asil

Continuago do Parecer: 4.751,423

Objetivo da Pesquisa:

Conforme as Informagodoes Basicas da Plataforma Brasil
(PB_INFORMAGCOES BASICAS DO _PROJETO _1688260.pdf):
"Objetivo Primario: Este projeto tem como principal objetivo avaliar aspectos microbiolégicos, imunoldgicos,
metabdlicos, laboratoriais e clinicos de pacientes com

COVID-19 do hospital Risoleta Tolentino Neves.

Obijetivo Secundario: Pretendemos com este estudo engajar e promover a formagéo de recursos humanos,
como profissionais de salde e alunos da pesquisa. Adicionalmente, pretendemos fortalecer o vinculo da
pesquisa com o atendimento e assisténcia a saude."

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo informa no TCLE (NOVO_TCLE_COVID_Profissionais_de_saude_MAIQ_2021.pdf):

"A coleta de sangue gera um leve desconforto momenténeo, mas é um procedimento rapido e sera feito por
profissionais especializados do hospital. Esses procedimentos sao da rotina do hospital e os profissionais ja
estdo acostumados a fazé-los. Estas coletas so serdo feitas com o consentimento do participante que néo
esta, de forma alguma, obrigado a coletar sangue em todos os tempos ou ate

o final do estudo. Nenhuma intervengao adicional, ou seja, nao serdo usados medicamentos ou qualquer outra
forma de alteragéo adicional no cotidiano ou no tratamento do paricipante. Apos a coleta das amostras, estas
serao levadas ao laboratorio para processamento e armazenadas até o uso em um freezer de baixas
temperaturas (-80C) para melhor conservagédo. Estas amostras poderéo ser utilizadas em estudos futuros
para a pesquisa em COVID-19, caso vocé concorde. A informagao obtida sera de uso cientifico e nao sera
divulgada para outros fins. Todos os dados referentes aos participantes séo confidenciais e as amostras,
assim em nenhum momento havera liberagcao de identidade ou quaisquer dados que possam levar a
identificagao do participante. Caso concorde em parlicipar na pesquisa, solicitamos que autorize a coleta,
transporte, armazenamento, utilizacao e descarte as amostras para essa pesquisa, e se vocé permitir, em
pesquisas futuras. Nesse Gltimo caso, vocé sera novamente consultado e assinara novo TCLE para permitir

o uso do material.”

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Nao ha impedimento ético no parecer deste Comité, Numero do Parecer: 4.732.042
(PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_CEP_4732042.pdf), emitido em 25 de Maio de 2021, e, conforme
informado nao houve alteragao no projeto.
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Continuagao do Parecer: 4.751.423

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Carta_ao_comite_de_etica_junho_2021.pdf: "Venho por meio desta re-submeter projeto conforme parecer
consubstanciado para projeto intitulado: ASPECTOS MICROBIOLOGICOS, IMUNOLOGICOS,
METABOLICOS, LABORATORIAIS E CLINICOS DE PACIENTES COM COVID-19, coordenado por mim,
que recebeu CAAE # 45086721.1.0000.5149. Conforme parecer do CONEP, fica no ambito do CEP local
decidir sobre o nosso projeto, assim aguardo a aprovacao final deste comité. Gostaria de agradecer todo o
empenho deste comité em revisar nosso projeto e permitir nossa contribuigao para o enfrentamento da
COVID-19 de maneira ética, integra e humana"

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Aprova-se o protocolo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolugdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alterag@o do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualguer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagao relatarios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/06/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1688260.pdf 18:25:32
Outros Carta_ao_comite_de_etica_junho_2021.| 01/06/2021 |Jordana Grazziela Aceito

pdf 18:22:49 |Alves Coelho dos
Reis
QOutros Carta_ao_comite_de_etica_maio_2021. 18/05/2021 |Jordana Grazziela Aceito
pdf 20:55:40 |Alves Coelho dos
Reis
TCLE / Termos de |[NOVO_TCLE_COVID_Profissionais_de | 18/05/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Assentimento / _saude_MAIO_2021.pdf 20:53:38 |Alves Coelho dos
Justificativa de Reis
Auséncia
TCLE / Termos de |NOVO_TCLE_COVID_CTI_RES_2021.p| 18/05/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Assentimento / df 20:52:38 |Alves Coelho dos
Justificativa de Reis
Auséncia
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Reis

TCLE / Termos de |[NOVO_TCLE_COVID_CTI_MAIO_2021.] 18/05/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Assentimento / pdf 20:26:10 |Alves Coelho dos
Justificativa de Reis
Auséncia
Parecer Anterior Parecer_Projeto_CamaraDMIC.pdf 29/03/2021 |Jordana Grazziela Aceito
20:52:49 | Alves Coelho dos
Reis
Declaragéao de DECLARACAO_PARTICIPACAO_PES | 19/03/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Pesquisadores QUISADOR _Flavio.pdf 06:59:22 |Alves Coelho dos
Reis
Qutros TCUD_Cep_UFMG.pdf 19/03/2021 |Jordana Grazziela Aceito
06:57:15 | Alves Coelho dos
Reis
Declaragao de PARTICIPACAOPESQUISADOR _assin | 19/03/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Pesquisadores ado_Alice.pdf 06:51:41 |Alves Coelho dos
Reis
Declaragao de DECLARACAOPARTICIPACAOPESQUI| 19/03/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Pesquisadores SADOR_assinado_Silvana.pdf 06:51:22 |Alves Coelho dos
Reis
Declaragao de DECLARACAO_PARTICIPACAO_PES | 19/03/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Pesquisadores QUISADOR _Isabela_05_03_2021.pdf 06:37:20 |Alves Coelho dos
Reis
Declaragao de DECLARACAOPARTICIPACAOPESQUIl 19/03/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Pesquisadores SADOR_assinado_Luis_Adan.pdf 06:37:06 |Alves Coelho dos
Reis
Declaragéo de CartadeAnuenciaCamiladaMata.jpg 19/03/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Pesquisadores 06:26:17 |Alves Coelho dos
Reis
Declaragao de IRR.pdf 19/03/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Pesquisadores 06:25:24 | Alves Coelho dos
Reis
Declaragao de NEPE_HRTN.pdf 19/03/2021 |Jordana Grazziela Aceito
concordancia 06:24:01 |Alves Coelho dos
Reis
Declaragéao de SEI_UFMG_0594884 Termo_biorreposi| 05/03/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Manuseio Material  |torio.pdf 09:16:03 | Alves Coelho dos
Biologico / Reis
Biorepositério /
Biobanco
Projeto Detalhado / | projeto.pdf 13/01/2021 |Jordana Grazziela Aceito
Brochura 16:55:31 | Alves Coelho dos
igador Reis
Parecer Anterior aprovacaocamara.pdf 13/01/2021 |Jordana Grazziela Aceito
16:55:21 | Alves Coelho dos
Reis
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 13/01/2021 |Jordana Grazziela Aceito
16:55:15 | Alves Coelho dos
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Anexo Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - ENFERMARIA

Participacdo no Projeto “ASPECTOS MICROBIOLOGICOS, IMUNOLOGICOS, METABOLICOS,
LABORATORIAIS E CLINICOS DE PACIENTES COM COVID-19”

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2: ... SEXO: .M F

DATA NASCIMENTO.: ........ Y Y

TELEFONES: DDD(.vvee)eeereeeeeeeeeeeeeeseeeseeeesesseesseesesesesseeesesseessnssessessseesessneseenes

EMVIALL: Lo e e

Convido vocé a participar do estudo chamado “ASPECTOS MICROBIOLOGICOS, IMUNOLOGICOS,
METABOLlCOS, LABORATORIAIS E CLINICOS DE PACIENTES COM COVID-19".

Trata-se de um estudo que vai avaliar alterages no sangue de pessoas internadas no Hospital Risoleta
Tolentino Neves com possivel diagndstico de COVID-19.

O objetivo desse estudo é tentar desenvolver métodos e biomarcadores para verificar a imunidade
gue confere protecdo contra COVID-19. Pretendemos também avaliar altera¢des que podem indicar
um curso clinico desfavoravel e a necessidade de terapias mais cuidadosas.

O estudo trata apenas de coleta de informacgdes, coleta de amostra de sangue num volume de
aproximadamente 30mL, de forma a manter a rotina hospitalar do paciente. Nenhuma intervencao
adicional sera realizada.

Assim este estudo é importante para que se possa conhecer um pouco mais sobre efeitos da COVID-
19. Isso pode ser util para que os médicos possam ter uma informacdo para indicar ou ndo tratamentos
aos seus pacientes. Os procedimentos do estudo serao coletas de informagdes relativas a estado geral
de salude e a coleta de sangue diaria de rotina, feita nos pacientes em trés tempos: no momento da
admissdo, sete e quatorze dias de internacdo, ou até o final da internacgao.

N3do se espera que a pessoa tenha qualquer risco por participar neste estudo, uma vez que nao envolve
nenhuma intervencdo adicional no paciente, sé o que esta previsto na rotina. A informacdo obtida sera
de uso cientifico e ndo sera divulgada para outros fins. Todos os dados referentes aos pacientes sdo
confidenciais. Em nenhum momento havera liberacdo de identidade ou quaisquer dados que possam
levar a sua identificacdo.
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Como o resultado do estudo pode ser de seu interesse, se vocé quiser, pode deixar registrado além de
seu proprio telefone, endereco e email, os telefones e enderecos de cinco contatos seus (entre eles
trés parentes de primeiro grau) a fim de que vocé possa ser encontrado para saber os resultados,
mesmo apds alguns anos do término desse estudo. A sua participacdo neste estudo é totalmente
voluntaria. Uma vez que vocé aceite participar do estudo, permanecera com o direito de retirar seu
consentimento a qualquer momento.

Para qualquer duvida ou esclarecimento adicional, vocé pode entrar em contato com os
coordenadores do estudo, Dr. Olindo Assis Martins Filho ou Dra. Andréa Teixeira Carvalho pelo
telefone 31 33497764, no Instituto René Rachou (FIOCRUZ/MINAS), na Av. Augusto de Lima, 1715 -
Barro Preto, Belo Horizonte - MG, 30190-002 ou a Dra. Jordana Coelho dos Reis, pelo telefone 31 3409-
2746, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Ant6nio Carlos,
6627, campus Pampulha - CEP:31270-901.

Declaro que recebi uma cépia deste termo de consentimento para ler antes de assina-lo, que os
detalhes do projeto foram explicados e que manterei uma cépia deste consentimento em meu poder.

Data Data
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Anexo lll - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CTI

Participacdo no Projeto “ASPECTOS MICROBIOLOGICOS, IMUNOLOGICOS, METABOLICOS,
LABORATORIAIS E CLINICOS DE PACIENTES COM COVID-19”

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2: ... SEXO: .M F

DATA NASCIMENTO: ........ Y Y

TELEFONES: DDD (vt )eeeeeeeeeeeeseeeeeseeeseeeessseesseesesesessesesesseesssssessssesseesessneseenes

EMIALL: Lot e

Convido vocé a participar do estudo chamado “ASPECTOS MICROBIOLOGICOS, IMUNOLOGICOS,
METABOLlCOS, LABORATORIAIS E CLINICOS DE PACIENTES COM COVID-19".

Trata-se de um estudo que vai avaliar alteragGes no sangue e na secrec¢do respiratoria, chamada de
aspirado traqueal, e no sangue de pessoas internadas no centro de atendimento intensivo sob
intubacdo com possivel diagndstico de COVID-19.

O objetivo desse estudo é tentar desenvolver métodos e biomarcadores para verificar a imunidade
gue confere protecdo contra COVID-19. Pretendemos também avaliar altera¢des que podem indicar
um curso clinico desfavoravel e a necessidade de terapias mais cuidadosas.

O estudo trata apenas de coleta de informacgdes, coleta de amostra de sangue e do aspirado traqueal
de forma a manter a rotina hospitalar do paciente. Nenhuma intervencdo adicional sera realizada.

Assim este estudo é importante para que se possa conhecer um pouco mais sobre efeitos da COVID-
19. Isso pode ser util para que os médicos possam ter uma informacdo paraindicar ou ndo tratamentos
aos seus pacientes. Os procedimentos do estudo serao coletas de informagdes relativas a estado geral
de salde, a coleta de sangue didria de rotina e do aspirado traqueal durante a limpeza de intubacao
feita nos pacientes em trés tempos: no momento da admissdo, sete e quatorze dias apds internacdo.

Nado se espera que a pessoa tenha qualquer risco por participar neste estudo, uma vez que nao envolve
nenhuma intervencdo adicional no paciente, sé o que esta previsto na rotina. A informacdo obtida sera
de uso cientifico e ndo sera divulgada para outros fins. Todos os dados referentes aos pacientes sdo
confidenciais. Em nenhum momento havera liberacdo de identidade ou quaisquer dados que possam
levar a sua identificacdo.
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Como o resultado do estudo pode ser de seu interesse, se vocé quiser, pode deixar registrado além de
seu proéprio telefone, endereco e e-mail, os telefones e enderecos de cinco contatos seus (entre eles
trés parentes de primeiro grau) a fim de que vocé possa ser encontrado para saber os resultados,
mesmo apds alguns anos do término desse estudo.

A sua participacdo neste estudo é totalmente voluntéria. Uma vez que vocé aceite participar do estudo,
permanecera com o direito de retirar seu consentimento a qualquer momento.

Para qualquer duvida ou esclarecimento adicional, vocé pode entrar em contato com os
coordenadores do estudo, Dr. Olindo Assis Martins Filho, pelo telefone 31 33497764, no Instituto René
Rachou (FIOCRUZ/MINAS), na Av. Augusto de Lima, 1715 - Barro Preto, Belo Horizonte - MG, 30190-
002 ou a Dra. Jordana Coelho dos Reis, pelo telefone 31 3409-2746, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Antonio Carlos, 6627, campus Pampulha - CEP:31270-901.

Declaro que recebi uma cépia deste termo de consentimento para ler antes de assina-lo, que os
detalhes do projeto foram explicados e que manterei uma cépia deste consentimento em meu poder.

Data Data



