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RESUMO

Nos ultimos dois anos, muitas publicagbes cientificas foram divulgadas
com o intuito de aprimorar o entendimento da fisiopatologia e das manifestagdes
da COVID-19. Embora as pesquisas clinicas tenham fornecido importantes
informacdes sobre a doenca, a identificacdo de possiveis marcadores que
possam influenciar a evolugao do paciente internado é crucial para compreender
nao apenas a COVID-19, mas também a resposta oxidativa e sistémica do
organismo diante de doengas virais. Considerando que as mulheres apresentam
uma resposta mais eficaz ao virus, este estudo foi desenhado com pacientes do
sexo feminino, identificando os fatores que podem influenciar o desfecho de alta
ou Obito, chamado de sobreviventes e nao sobreviventes, neste estudo.
Utilizando marcadores hematolégicos, bioquimicos e de estresse oxidativo para
comparagao, evidenciamos que pacientes ndo sobreviventes possuiam niveis
maiores de marcadores oxidativos sistémicos,um marcador secundario de
lipoperoxidagdo de membrana. Além disso, as sobreviventes apresentam
parametros hematoldgicos e bioquimicos mais proximos da normalidade. Esse
estudo é importante para trazer o destaque da analise de moléculas oxidantes e
antioxidantes como marcadores que possam ser utilizados para

acompanhamento da COVD-19.

Palavras-chaves: COVID-19, sindrome respiratéria aguda grave (SARS)
Estresse oxidativo, marcadores dos parametros bioquimicos sanguineos e

antioxidantes.



ABSTRACT

In the last two years, a lot of information about the SARS-CoV-2 virus has been
published in the literature, the pathophysiology and manifestations are already
known. Research in the clinical area involved with COVID-19 was important to
understand the disease, and its evolution. Knowing that the response to SARS-
CoV-2, is heterogenious, our study compared two groups of women that were in
ICU ad had different outcomes or death or survival. Patients that progress to
death, the levels of systemic oxidative markers were higher than the patients that
survived. In addition, patients that survived showed hematological and
biochemical parameters closer to normal. This study show that the analysis of

oxidants and antioxidants could be indicators of patient’s outcome when in ICU.

Key-words: Oxidative stress, SARS-CoV-2, markers, blood biochemical

parameters and antioxidants.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 COVID-19

O virus SARS-CoV-2 (coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda
grave) € uma ameaga global, responsavel pela pandemia de COVID-19, que foi
declarada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em margo de 2020
(JACKSON, 2021). Os coronavirus sdo conhecidos por provocar surtos que
ameacgam a saude, incluindo a sindrome respiratéria aguda grave (SARS), que
ocorreu na China em 2002, e a sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS),
em 2012. Ambos os surtos foram contidos antes de se transformarem em
pandemias (SILVA et al., 2020). No entanto, a pandemia de COVID-19, teve
inicio em dezembro de 2019 na cidade de Wuhan, na China, se tornou pandemia
sendo que no Brasil, mais de 37 milhées de casos foram registrados, resultando
em 699 mil mortes até o momento OMS (2023).

A COVID-19 é uma doenga altamente contagiosa, transmitida
principalmente pelo contato direto ou indireto com goticulas de saliva, tosse,
espirro e superficies contaminadas por individuos infectados (CAVALCANTE et
al., 2021; CEVIK et al., 2020). O periodo médio de incubacgao viral € de cerca de
4 a 5 dias antes do inicio dos sintomas (CEVIK et al., 2020; TAN YI, 2021),
podendo se estender por até 14 dias em alguns casos. Durante esse periodo, o
virus se multiplica no organismo e comega a se disseminar para outras ceélulas,
levando ao aparecimento dos primeiros sintomas da doenca (TAN YI, 2021).
Essa fase assintomatica € considerada um dos principais desafios para o
controle da disseminagao da COVID-19, uma vez que individuos infectados

podem transmitir o virus sem apresentar sintomas.

A COVID-19 apresenta um amplo espectro de sintomas, desde
assintomaticos até quadros graves, sendo que a maioria dos pacientes
infectados, em torno de 80%, apresenta sintomas leves ou moderados, como
febre, dor de cabeca, tosse seca, fadiga, perda do olfato e paladar (SOUZA et
al., 2021). Entretanto, cerca de 20% dos pacientes podem evoluir para casos
graves que requerem internagao, podendo apresentar falta de ar com dispnéia,

hipoxemia com saturagdo de oxigénio abaixo de 85%, levando a SARS e
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internagdo na unidade de terapia intensiva (UTIl) (CECCHINI & CECCHINI AL.,
2020; AZUKUR et al., 2020; JAMAL M, et al., 2021). E importante destacar que
a doencga pode apresentar um perfil grave e resultar em ébito, principalmente em
pacientes que possuem outras comorbidades, como hipertensdo, diabetes,
obesidade, doengas cardiovasculares e doenga renais (STEVENS, J.S et al.,
2021; DJAHARUDDIN, et al., 2021).

1.2 O SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples, de sentido positivo e
envelopado de género Betacoronavirus (HOSSEINI et al.,2020; SILVA et
al.,2020). O virion é composto por quatro proteinas estruturais, nucleocapsideo
(N), membrana (M), envelope (E) e spike (S) (Figura 1) (AZKUR, 2020). A
proteina N tem dois dominios que podem se ligar ao virus de RNA, onde regula
0 processo de replicagao viral e transcrigdo do genoma viral e da montagem dos
virions; a proteina M tem trés dominios transmembrana importantes para
montagem dos virions, promove a curvatura da membrana e se liga ao
nucleocapsideo; a proteina E participa na montagem e liberagao do virus, além
disso, participa da patogénese viral e a proteinas S é uma proteina
transmembranar encontrada no envelope viral (HOSSEINI et al.,2020; SILVA et
al.,2020; CAVALCANTE et al.,2021).

A proteina S do coronavirus consistem em trés segmentos: um
ectodominio, uma ancora transmembrana de passagem unica e uma cauda
intracelular. O ectodominio contém duas subunidades: a subunidade S1 é
composta por dois dominios, sendo eles o Dominio N-terminal (NTD) e o
Dominio de Ligacao ao Receptor (RBD) sendo essencial ao reconhecimento do
receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (R-ECA2) e a ligagao do virus
na superficie da membrana das células e a subunidades S2 permite a fusao das
membranas da célula viral com a hospedeira (PINHEIRO,2022; JACKSON et al.,
2021;)
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J )f Envelope(E)

RNA viral genome

Figura 1 — Estrutura do SARS-CoV-2. Fonte: adaptado de TURONOVA et al., 2020.

Na infeccao pelo SARS-CoV-2, a proteina S é fundamental para a entrada
do virus nas células hospedeiras. Essa proteina se liga ao receptor ECA2 e é
clivada pelas subunidades S1 e S2 por uma serina protease transmembrana 2
conhecida como (TMPRSS2), que ¢é altamente expressa em células epiteliais do
pulmao. Além disso, a TMPRSS2 auxilia na ativagao do inflamassoma NLRP3
aumentando a producéo de citocinas e contribui para a inflamacéo pulmonar na
COVID-19 (BELTRAN-GARCIA et al., 2020; JACKSON et al., 2021). Embora a
ECA2 e o TMPRSS2 sejam os principais mediadores da entrada do SARS-CoV-
2 nas células hospedeiras, estudos recentes tém investigado outras proteinas
que interagem com a proteina S, incluindo a neuropilina-1 (NRP1), a basigina
(CD147) e o dipeptidil peptidase-4 (DPP4), além de proteases endossomais,
como as catepsinas B e L, que podem ativar a proteina S em células que néo
expressam TMPRSS2 (BORDALO, 2020; ALIPOOR; MIRSAEIDI, 2022).



14
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Figura 2 — Ciclo de vida do SARS-CoV-2. Fonte: adaptado de SILVA et al., 2020.

Apods a clivagem de um dos dominios, ocorre a fusdo das membranas
virais com as membranas da célula-alvo, permitindo a entrada do material
genético do virus na célula hospedeira por meio de endocitose ou fusdo de
membranas (SILVA et al.,2020). Apds esse estagio inicial, o virus inicia a sintese
de novas particulas virais por meio da desencapsulagao do seu material genético
e da subsequente replicagdo dentro da célula hospedeira (JACKSON et al.,
2021) (Figura 2). Este processo é crucial para a sobrevivéncia e disseminagao
do virus, uma vez que permite a produ¢ao de novas particulas virais que podem
infectar outras células e, potencialmente, outros individuos.

Ao infectar uma célula-alvo, o RNA do SARS-CoV-2 é reconhecido por
receptores de reconhecimento de padrdo (PRR) como os receptores toll-like
(TLR3, TLR7 e TLR8). Isso leva a ativagao da via do factor nuclear kappa B (NF-
kB), que desencadeia a transcricdo de citocinas pro-inflamatorias,
desempenhando um papel importante na resposta a inflamagao exacerbada
induzida pelo virus (AZUKUR AZKUR et al., 2020; BRODIN, 2021; CECCHINI &
CECCHINI AL., 2020; HOSSEINI et al.,2020). A resposta do receptor TLR3
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desencadeia a transcrigdo do inflamassoma, membro da familia NLR de pirinas
(TAN Y1, 2021; CECCHINI & CECCHINI AL., 2020). Além disso, a invaséao viral
causa o acumulo de proteinas, o fluxo de calcio para o citoplasma e a formacao
de espécies reativas de oxigénio (ERO), em especial o perdoxido de hidrogénio
(H202). Estes eventos desencadeiam a ativagédo do inflamassoma NLRP3 e do
NF-kB (BRODIN, 2021; DELGADO-ROCHE, TAN Y1, 2021).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 é o resultado de uma série de
respostas celulares que culminam em uma estrutura molecular citossolitica
complexa. Essa estrutura exibe atividade enzimatica mediada pelo recrutamento
e ativacdo da caspase-1, que ativa e regula a geracdo de citocinas pro-
inflamatadrias, como a interleucina-13 (IL-18) e IL-18, ativas a partir de formas
inativas, levando a piroptose (BRODIN, 2021; ZITVOGEL et al., 2012).

Segundo TAY et al., (2020) a piroptose € uma forma de morte celular
programada altamente inflamatéria, que tem sido evidenciada em infecgbes
virais. A piroptose é observada em células infectadas por virus citopaticos, que
ativam uma cascata de sinalizacdo inflamatdria levando a liberagdo de
componentes intracelulares como DNA, citocinas pro-inflamatdrias, entre outros.
Esses componentes desencadeiam uma resposta imune proé-inflamatéria que
pode levar a degeneracéao de células infectadas, e a ativagao de células imunes
(BRODIN, 2021; ZITVOGEL et al., 2012).

Todo esse processo pode ser estimulado por Padrbes Moleculares
Associados a Patogenos (PAMPs) e por células apresentadoras de antigenos
(APC), desencadeando uma resposta imunoldgica que resulta em uma projecao
elevada de citocinas pré-inflamatérias promove o recrutamento de células do
sistema imune inato e adaptativo, incluindo células endoteliais, células
dendriticas, macréfagos, neutrofilos, células T como os linfécitos, conforme
indicado por estudos recente (LI Q, et al., 2022; SILVA et al., 2020; TAY et al.,
2020). Esse recrutamento é importante para a defesa do organismo contra a
infeccdo, pois essas células desempenham papéis cruciais na fagocitose,
apresentacao de antigenos e eliminagéao de patogenos.

No decorrer da resposta imune a uma infecg¢ao, as células ativadas podem
produzir uma série de citocinas que desencadeiam uma cascata inflamatoria.
Essa cascata € positivamente regulada pela expresséo dessas citocinas via NF-

KB, 0 que pode resultar em uma tempestade de citocinas. Essa tempestade pode
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levar a ativacdo de macrofagos e neutrofilos, que por sua vez podem induzir o
estresse oxidativo por meio de uma explosao respiratéria. Esse processo pode
levar a uma maior liberacdo de citocinas, perpetuando o ciclo inflamatério e
causando danos teciduais, independentemente do virus (CECCHINI &
CECCHINI AL., 2020). Durante uma infec¢cao por SARS-CoV-2, os macrofagos
e neutréfilos podem desempenhar um papel patolégico, produzindo numerosas
espécie reativa de oxigénio (ERO) tais como H202, O2™ e radical hidroxila («OH)
(BELTRAN-GARCIA et al., 2020; TAN YI, 2021). Esse desequilibrio do sistema
redox pode levar a um estresse oxidativo que afeta o sistema imunoldgico,
alterando a funcio das células imunes e a resposta inflamatdria. Notadamente,
0 excesso de ERO pode resultar em danos celulares e inflamagao, agravando a
doenga CECCHINI & CECCHINI AL., 2020).

A infiltragdo exacerbada de células inflamatdrias pode mediar danos nos
pulmdes por meio da secre¢ao excessiva de proteases e ERO, além do dano
direto causado pelo virus. Juntos, eles resultam em dano alveolar difuso,
incluindo descamacgao de célula alveolares, formagao de membrana hialina e
edema pulmonar (FRISONI P, et al., 2022; TANG XD, et al., 2021).Devido a
presenca dessas citocinas, a resposta inflamatéria desencadeia o aumento da
permeabilidade do alvéolo-capilar levando as consequéncias pulmonares
conhecidas como edema alveolar, diminuigdo das trocas gasosas, dispneia
progressiva e hipoxemia (TANG XD, et al., 2021; MARTINS-FILHO, TAVARES,
SANTOS, 2020).

A resposta imune é fundamental para controlar a infecgao pelo virus
SARS-CoV-2, e sua falha pode levar a uma progressao mais grave da doenca
(AZUKUR AZKUR et al., 2020). Além disso, a infecgao pelo SARS-CoV-2 pode
levar a um estado de estresse oxidativo (BELTRAN-GARCIA et al., 2020).

Pesquisas recentes apontam sinais de que a resposta imunoldgica das
mulheres a COVID-19 pode ser mais eficiente em comparacéo a dos homens.
Estudos sugerem que as mulheres tém menor suscetibilidade a infec¢ao pelo
SARS-CoV-2 e uma taxa de menor mortalidade quando comparado aos homens.
Essa protecao pode estar relacionada a fatores biolégicos, como a presenga de
dois cromossomos X, bem como a produgao de horménios esteroides femininos,
como o estrogénio e a progesterona, conferindo uma resposta imune mais
eficiente (TAN YI, 2021; CONTI P, YOUNES A., 2020). Os aspectos genéticos,
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sendo a resposta imune mais eficiente em mulheres, pode ser explicado, entéo,
pela presenga de dois cromossomos X, o que aumenta a diversidade de
proteinas, além de gerar uma populagao maior de células imunoldgicas.

Por outro lado, o cromossomo X também desempenha um papel
importante na fungdo de células do sistema imunoldgico, incluindo linfocitos T
CD4 e receptores Toll-like. Dentre eles, o Toll-like receptor 7 (TLR7) é
particularmente importante na resposta a infeccdo pelo SARS-CoV-2,
detectando o RNA do virus. Quando estimulado, o TLR7 pode aumentar a
expressao em células imunoldgicas femininas e tornar mais eficaz a resposta ao
IFN tipo 1 (BRONDIN, 2021). Supde-se, entdo, que a presenca de dois
cromossomos X nas mulheres confere uma vantagem significativa na resposta
imunoldgica a infecgao viral (LIU, et al., 2020).

Novas evidencias tém mostrado a importancia dos horménios sexuais
femininos, principalmente o estrogénio, na resposta imunoldgica das mulheres a
COVID-19 (BRONDIN, 2021; CONTI P, YOUNES A., 2020). O tipo da resposta
imune €& estimulado pelo nivel de estrogeno, quando em doses mais baixas
estimula a resposta TH1 e a liberagao de citocinas pro-inflamatérias, portanto,
em doses mais altas promovem o aumento da resposta TH2, ativando a
producao de citocinas anti-inflamatéria. J&4 a progesterona, por sua vez, tem
efeito anti-inflamatério, com a modificagdo da resposta TH1 em TH2, com o
aumento da liberagéo de IL-4, IL-5 e IL-10 (PASCOALI, et al., 2020).

Além disso, as mulheres apresentam niveis mais elevados de
imunoglobulinas IgM e IgG circulantes, tornando uma produgdo mais eficaz de
protetores apds vacinas contra influenza, hepatite, sarampo e febre amarela.
Também possuem frequéncias mais altas de células T auxiliares CD4+ e CD8+
do que os homens (BRONDIN, 2021; CONTI P, YOUNES A., 2020). No entanto,
a variagao dos niveis hormonais durante o ciclo menstrual e a redugdo da
capacidade de resposta imune na menopausa devem ser levadas em
consideragao para uma melhor compreensao dos fatores que influenciam a
suscetibilidade e a gravidade da doengca em mulheres (CONTI P, YOUNES A.,
2020; HUSSAIN NA, et al., 2020). Portanto, € importante que as pesquisas
continuem a investigar os efeitos dos hormdnios sexuais no sistema imunolégico

feminino, a fim de desenvolver estratégias de prevencédo e tratamento mais
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eficazes para as mulheres com COVID-19 (PASCOALI, et al., 2020; CONTI P,
YOUNES A., 2020).

1.3 COVID-19 e Estresse oxidativo

A pandemia da COVID-19 afetou milhdes de pessoas em todo o mundo,
apresentando uma série de sintomas e efeitos adversos a saude. Entre as varias
consequéncias dessa doencga, o estresse oxidativo tem sido estudado como
mecanismo contribuinte para o agravamento do quadro clinico em pacientes
internados em UTls (DELGADO-ROCHE, MESTA., 2020). A infeccdo pelo
SARS-CoV-2 tem sido associada a uma resposta inflamatoéria exacerbada e a
um aumento do estresse oxidativo, trombose vascular e disfungao endotelial,
que caracteriza a gravidade da COVID-19 (CHERNYAK et al., 2020).

A patogénese da COVID-19 em casos mais graves € caracterizada por
uma série de eventos complexos. Uma das primeiras constatacdes foi uma
resposta inflamatdria exacerbada conhecida como "tempestade de citocinas"
(CECCHINI & CECCHINI AL., 2020) Essa visao é descrita pelo aumento dos
niveis de citocinas pro-inflamatdrias e pela ativagao de vias inflamatdrias, como
NF-kB, e produgcdo aumentada de NADPH oxidase. Esses eventos levam ao
aumento dos marcadores inflamatérios em pacientes com COVID-19, que
podem ser tanto causa como consequéncia da produ¢ao de ERO. (ROCHE e
MESTA, 2020; BAQI HR, et al., 2020). O aumento da produgédo de ERO pode
levar a danos celulares, causando lesdes pulmonares significativas e afetando a
estrutura e a fungao de varios 6rgaos e tecidos associados a doencga. Esses fatos
demonstram que o estresse oxidativo € uma peca-chave na COVID-19
(CECCHINI & CECCHINI AL., 2020; MUHAMMAD Y, et al., 2021).

Sendo assim, o SARS-CoV-2 é capaz de infectar células com grande
numero de mitocéndrias, como os pneumdcitos tipo Il, que apresentam alta
expressao da ECA2 favorecendo a replicacdo do virus, levando a um aumento
na produ¢cdo de ERO (CHERNYAK et al., 2020;) De acordo com OLIVEIRA,
(2020) a ECA2 desempenha um papel fundamental na regulacdo do sistema
renina-angiotensina (SRA), mantendo a homeostase regulada do organismo. No

entanto, quando o virus SARS-CoV-2 infecta os pulmdes, ha uma redugao na
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atividade da ECA2, o que pode levar a um desequilibrio no SRA e a ocorréncia
de um processo inflamatério mediado por radicais livres. Esse mecanismo
comega com a producao de angiotensinogénio no figado, que € entéo clivado
pela renina, uma enzima liberada pelos rins, para formar a angiotensina I. A
angiotensina | € entdo convertida em angiotensina Il pela agdo da ECA, presente
principalmente nos pulmdes e no endotélio vascular. A angiotensina Il € um
vasoconstritor que age principalmente através do receptor de Angiotensina tipo
1 (AT1R), originado em processos que agravam o dano pulmonar, como
vasoconstricdo, fibrose, apoptose de células alveolares e permeabilidade
vascular pulmonar, disfun¢do do endotélio (SCHOLZ et al., 2020). Além disso, a
angiotensina Il pode ativar o NF-kB, que induz a ativagcdo da NADPH oxidase
levam a produgcdo ERO, principalmente H202 (CAVALCANTI et al, 2021;
JACKON, 2021). A ativacdo da NADPH oxidase é responsavel pela producéo
ERO, o que pode promover o desequilibrio redox das células.

Conforme ja mencionado, apds a invasao do virus no organismo, varias
células imunes sao recrutadas para iniciar a resposta imunoldgica, e dentre elas,
os neutrdfilos, pois sdo responsaveis pela defesa inicial contra uma infeccao
(figura 3). Eles s&o os primeiros a chegar aos tecidos infectados, liberando
enzimas e outras substancias para combater o agente infeccioso (LAFORGE et
al.,, 2020; DENNISON et al., 2021). No entanto, em condi¢des inflamatdrias,
como na COVID-19, a atividade dos neutréfilos pode levar a liberacdo de
grandes quantidades de anion radical superéxido (O2°) e H202 altamente
reativos, 0 que resulta em estresse oxidativo (CECCHINI & CECCHINI AL.,
2020).

Além da “explosdo oxidativa®, os neutrdfilos também utilizam outros
mecanismos para matar patégenos, como as Armadilhas Extracelulares
Neutrdfilicas (NETs), que sao estruturas importantes contra infecgdes virais. A
NETs s&o compostas por histonas, enzimas oxidantes, proteinas granulares e
por cromatina que visam capturar patdogenos extracelulares ou células infectadas
(DENNISON et al., 2021). Contudo, as NETs podem aumentar também a
producao de células imunes, como macrofagos alveolares, que liberam citocinas

pro-inflamatérias como IL-13, e ativar ainda mais neutréfilos, que, por sua vez,
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aumentam a formacdo de NETs e potencializando a inflamacdo (BELTRAN-
GARCIA et al., 2020).

Além disso, a formacao excessiva de NETs pode ser ativada pela agao
NADPH oxidase e mieloperoxidase formando ERO, que iniciam a formacao das
NETs. Esse processo pode ser prejudicial ao tecido pulmonar e a outros 6rgaos,
pois 0 excesso de ERO pode levar & lesdo oxidativa (BELTRAN-GARCIA et al.,
2020). As NETs também podem contribuir para a coagulagdo sanguinea, pois
ativam a via de contato da coagulagao e se ligam as plaquetas ativadas. Essa
interacdo pode resultar em um aumento na formagao de coagulos sanguineos,
0 que é especialmente problematico em pacientes com COVID-19, ja que essa

doenca pode aumentar o risco de complicagdes tromboticas (HOLM et al., 2021).

O SARS-CoV-2 pode inibir as vias mediadas pelo fator nuclear
relacionado ao eritréide 2 (Nrf2), levando a uma redugdo na produgao de
enzimas antioxidantes e aumentando ao dano oxidativo (CECCHINI &
CECCHINI AL., 2020). O Nrf2 é responsavel por promover a produgdo de
enzimas antioxidantes, o que € essencial para o equilibrio redox zdas células
(TSERMPINI et al., 2022).
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Figura 3 — Covid-19 e estresse oxidativo. Fonte: Cecchini & Cechinni AL.,2020.
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Outro mecanismo crucial na COVID-19 com o aumento de ERO, séo os
danos a membrana dos eritrocitos, levando a disfuncdo dessas células
sanguineas e afetando a difusdo de oxigénio e didxido de carbono, bem como
sua alteracdo nos vasos capilares colaborando com a formagao de trombos
(LAFORGE et al., 2020). Essa disfungéo pode causar liberagdo de hemoglobina
livre e grupamento heme, os quais, sdo degradados pela heme oxigenasse-1
(OH-1), gerando ferro livre, afetando a liberagdo de ATP e 6xido nitrico (NO),
que sao cruciais para o transporte adequado de oxigénio e para a vasodilatacao
nos tecidos (CECCHINI & CECCHINI AL., 2020; LAFORGE et al., 2020;
CAVALCANTI et al., 2020). Estudos mostram que esses eritrocitos danificados
por ERO sao fagocitados por neutréfilos e macrofagos, os quais, causam ainda
mais ERO, perpetuando o ciclo do estresse oxidativo (CHERNYAK et al., 2020;
LAFORGE et al., 2020) (figura 3).

Além disso, estresse oxidativo € um processo que ocorre em muitos tipos
de células e que pode ser induzido por diversos fatores, incluindo a redugao da
saturacao de oxigénio. Em pacientes com COVID-19, a reducao da saturagao de
oxigénio leva a geracao de radicais livres e EROs, incluindo o anion radical
superoxido e o H202, pelas mitocondrias, levando a hipoxia citopatica
(CECCHINI & CECCHINI AL., 2020).

Um dos principais efeitos do estresse oxidativo é a produgao de radicais
hidroxila (*OH), um agente altamente reativo. Os radicais hidroxila sdo gerados
a partir da redugéao do ferro (ll1) a ferro (1) pelo radical superéxido, em presenca
de H20:2 produzido por células fagociticas (HENKEL, RALF., 2010). Os radicais
hidroxila induzem a formacado de peroxidos lipidicos na membrana celular
ocasionando a oxidacao de proteinas, levando a morte celular por apoptose e/ou
necrose (CECCHINI & CECCHINI AL., 2020).

A trombose € uma condi¢ao clinica grave que pode ocorrer durante ou
ap6s COVID-19. Um dos principais mecanismos envolvidos na trombose é
quando a formacéo de radicais livres que pode levar a ativagcado das células
endoteliais e a formagéo de coagulos sanguineos (ASSAD, 2020). A liberagao
de ferro lll e a elevada produgao de radical hidroxil pode ser um fator responsavel
pelo desenvolvimento da trombose em pacientes com COVID-19. Além disso, o

ferro Il livre pode ser um fator de risco para a trombose, uma vez que pode
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induzir o estresse oxidativo por meio da reagdo de Fenton, gerando radicais
livres altamente reativos que podem converter o fibrinogénio plasmatico soluvel
em coagulos de fibrina anormais (CECCHINI & CECCHINI AL., 2020; BELTRAN-
GARCIA et al., 2020). E importante destacar que a trombose em pacientes com
COVID-19 € uma complicagao grave, que pode evoluir para embolia pulmonar e
acidente vascular cerebral.

Segundo MEHRI F. et al., (2021) demonstra que pacientes com COVID-
19 grave apresentaram niveis elevados de marcadores de estresse oxidativo,
como malondialdeido (MDA) e superéxido dismutase (SOD). Além disso, a
quantidade de ERO circulantes tem sido correlacionada com a gravidade da
doenca e o risco de morte em pacientes com COVID-19. Nesse contexto, o papel
protetor antioxidante de GSH torna-se essencial para prevenir possiveis danos

as células pulmonares.

1.4 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo resulta em um disturbio no equilibrio pré-oxidante —
antioxidante com predominio dos oxidantes (CAVALCANTI et al, 2021). Este
disturbio no equilibrio resulta em varias modificagdes bioquimicas decorrentes
da reagao das espécies reativas com proteinas, lipideos e DNA, além de afetar
a estrutura e a funcdo de varios 6rgdos (CECCHINI & CECCHINI AL., 2020;
REUTER et al., 2010). As espécies reativas ou moléculas pré-oxidantes sao
classificadas radicalares e naoradicalares (BIRBEN et al., 2012) e os
antioxidantes sdo classificados como enzimaticos e nao-enzimaticos.
(MAGDER, 2006) Quanto a composicédo, as mais estudadas s&o as ERO e
espécies reativas do nitrogénio (ERN) (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

As espécies reativas de oxigénio sao moléculas produzidas durante a
reducao parcial do oxigénio na cadeia transportadora de elétrons na mitocdndria,
mas também sdo produzidas no processo de fagocitose, e pela atividade de
enzimas como a NADPH oxidase, xantina oxidase e a do citocromo P450
(MAGDER, 2006; MOLONEY, COTTER, 2018). Os radicais livres sdo moléculas

altamente reativas que apresentam um elétron desemparelhado na ultima
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camada de valéncia, podendo reagir com outras moléculas, torna-o altamente
reativo (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Sdo exemplos de radicais livres o
radical superoxido (O2’) produzido durante a ativagao de leucdcitos, radical
hidroperoxila (HO.), radical hidroxila (OH") sendo o mais reativo, radical peroxila
(ROz2) e o radical e radical alcoxila (RO°) (VASCONCELOQOS et al., 2007) Ja as
espécies reativas nao radicalares nao possuem elétron desemparelhado.
Embora sejam mais estaveis do que os radicais livres, também conseguem
reagir com outras moléculas. Dentre os mais estudados, podemos citar peroxido
de hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCI), oxigénio singlet ('O2) e
peroxinitrito (ONOO") (BARRY HALLIWELL & JOHN GUTTERIDGE, 1999;
VASCONCELOS et al., 2007).

Em quantidades controladas a geracéo dessas espécies sdo importantes
na manutenc¢do normal do organismo, pois desempenham um papel importante
em algumas vias de sinalizagdo, como nas vias da angiotensina, do fator de
necrose tumoral a (TNF-a), do fator nuclear kappa B (NFkB), além de regular a
proliferagdo celular e atua na resposta inflamatéria (SOSA et al., 2013;
HAMBRIGHT et al., 2015). Portanto, quando ha desequilibrio entre a geracao de
espécie reativa e as defesas antioxidantes consequentemente acontece
modificagdes bioquimicas decorrentes da reacdo das espécies reativas com
proteinas, lipideos e DNA das células, podendo levar tanto a citotoxicidade e a
morte das células (REUTER et al., 2010; MISHRA et al., 2018). Nas membranas
celulares pode ocorrer lipoperoxidagdo da membrana plasmatica, onde uma
reacdo em cadeia entre ERO e lipideos de membrana resulta na
desestabilizagdo estrutural e funcional destas membranas e a formacgao de
moléculas como o malondialdeido (MDA) (REUTER et al., 2010; MOLONEY,
COTTER, 2018).

As moléculas antioxidantes possuem um papel importante prevenindo e
removendo danos oxidativos e esses efeito dos oxidantes pode ser divididos em
dois grandes grupos, antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos (BARRY
HALLIWELL & JOHN GUTTERIDGE). Dos antioxidantes enzimaticos destaca-
se a superoéxido dismutase (SOD), a Catalase, a Glutationa redutase (GR) e a

glutationa peroxidase. Nos antioxidantes ndo enzimaticos temos glutationa
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reduzida (GSH), carotenos, acido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina
E), entre outros (COLAK et al., 2017; COTTER, 2018).

A SOD é uma metaloenzima extremamente abundante no organismo
humano podendo ser encontrada em trés compartimentos celulares: no citosol
celular encontra-se a SOD1 (Cu/ZnSOD) (dimero), na mitocéndrina encontra-se
a SOD2 (MnSOD) (tetramero) e no meio extracelular, aSOD 3 (Cu/ZnSOD)
(tetramero) (MOLONEY, COTTER, 2018). A principal funcdo desta enzima é
reagir com o anion superoxido (O 2 ) transformando-o em H202, sendo a primeira
linha de defesa contra esse radical (Figura 4) (MISHRA et al., 2018).

A catalase € uma enzima encontrada no citosol das células e nos
peroxissomos, que utiliza NADPH como substrato para a conversao de H202 em
H20 e O2. (Figura 4). A catalase também pode atuar na decomposicédo de
pequenos substratos como hidroperoxidos, peroxinitrito e na oxidagdo do oxido
nitrico (KIRKMAN, GAETANI, 2007; GLORIEUX, CALDERON, 2017; MISHRA et
al., 2018).

(1) 20, +2H"_S90 _HO,+0,
(2) 2H,0, Catelese, 2HO + O,

Figura 4 — Reacgdes realizadas pelas enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase. Adaptado
de: VASCONCELOS et al., 2007.

O sistema Glutationa envolve reacdes a partir da glutationa (oxidada e
reduzida) e € composto pelas enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR) e glutationa oxidase (GO). A glutationa peroxidase (GPx) é
responsavel por reduzir indiretamente o peroxido de hidrogénio durante o
processo de oxidagado da GSH (Figura 5) (HUBER, ALMEIDA, 2008). A glutationa
oxidase (GO) é uma enzima FAD dependente que converte GSH em glutationa
oxidada (GSSG) (Figura 5) (WU, BATIST, 2013; OESTREICHER, MORGAN,
2018). A glutationa redutase (GR) é uma flavoproteina que também utiliza a
nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH) como substrato
para converter GSSG a GSH (Figura 5), todo esse processo é fundamental para
a manutencao das defesas antioxidantes (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).
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Figura 5 - Ciclo catalitico da glutationa: conversdo de GSH a GSSG pelas enzimas glutationa
peroxidase (GSH-px) ou glutationa oxidase (GO) e reducdo de GSH a GSGG pela enzima
glutationa redutase (GR). Fonte: HUBER, ALMEIDA, 2008.

Os niveis dos antioxidantes intracelulares como SOD, catalase, GSH, sé&o
reguladas por uma rede de vias de sinalizagdo, sendo umas das mais
importantes a via de sinalizacdo a do Nrf2. A ativacdo desta via aumenta a
expressao e a atividade da SOD, catalase e GPx, além de aumentar a producao
de GSH (MOLONEY, COTTER, 2018). No citoplasma celular a proteina Nrf2
esta normalmente silenciada pela associagdo de duas moléculas. Além disso,
essa associagao permite a formagao de um complexo que leva a degradacéao
proteassomal (MARTON et al., 2018).

O aumento de espécies reativas pode levar dissociacdo do fator de
transcricao Nrf2 (TSERMPINI et al., 2022). Ele é entdo ativado por quinases e
se transloca para o nucleo da célula, onde pode se ligar a promotores associados
com a transcricdo de genes envolvidos nas defesas antioxidantes (HAHN,
OLIVEIRA, BOCK, 2017; MARTON et al., 2018), como a glutationa, superéxido
dismutase e catalase, protegendo as células contra o estresse oxidativo e os

danos causados por espécies reativas de oxigénio ( MARTON et al., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

Uma nova doenca com caracteristicas particulares ainda por serem
evidenciadas, necessita um extenso trabalho dos cientistas na elucidagao de sua
fisiopatologia, sua bioquimica e do estresse oxidativo provenientes da agressao
viral. A COVID-19, promovida pela infeccdo do SARS-coV-2, possui
caracteristicas unicas e pouco conhecidas dos pesquisadores, que ao longo dos
ultimos 3 anos, tem tentado classificar. Este trabalho se justifica pela
necessidade de se compreender melhor a agdo do SARS-coV-2 em pacientes
do sexo feminino quanto as caracteristicas clinicas e quanto ao estresse
oxidativo produzido quando da infecg¢ao viral com manifestagdes graves, ou seja,
pacientes internados em UTI. Ademais, este trabalho contribui para que se possa
compreender a evolugao da doenga em mulheres, a depender da resolugéo da

doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer as particularidades clinicas, laboratoriais e de estresse
oxidativo em mulheres n&o vacinadas internadas na UTI do Hospital Universitario
da Universidade Estadual de Londrina, com COVID-19 durante os anos de 2020

e 2021, e correlacionar com o desfecho clinico para alta ou oébito.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Analise dos parametros laboratoriais (hematimétricos, perfil de
leucdcitos e paradmetros bioquimicos) em prontuarios das pacientes;

3.2.2. Analise de parametros oxidativos em eritrocitos e plasma;

3.2.3. Correlagao das comorbidades com o desfecho clinico.
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4. ARTIGO PARA PUBLICAGAO

O presente trabalho foi realizado na Universidade Estadual de Londrina
nos laboratorios de Patologia Molecular, e de Fisiopatologia e Radicais livres,
sendo as amostras obtidas no Hospital Universitario da Universidade Estadual
de Londrina. Os dados obtidos permitiram a produg¢ao de um artigo cientifico que
sera submetido para publicagao na revista internacional Free Format Submition,
Free of Charge. (Fator de impacto: 3,9), e intitula-se: WOMEN WITH COVID-19
HOSPITALIZED IN THE ICU OF HOSPITAL UNIVERSITARIO DE LONDRINA:
A COHORT OF WOMEN WITH DISCHARGE AND DEATH
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados neste estudo, podemos concluir
que as pacientes do sexo feminino internadas na UTI por infecgdo por SARS-
CoV-2 e que foram a 6bito apresentaram alteracées importantes em seus niveis
hematologicos, bioquimicos e inflamatorios. Entre as alteragbes observadas,
destacaram-se leucocitose e linfopenia, além de marcadores renais elevados
como ureia e creatinina. Além disso, esses pacientes apresentaram niveis
aumentados de marcadores antioxidantes, como SOD e MDA, reforcando a
hipotese de que esses parametros estao diretamente relacionados ao desfecho
clinico de pacientes com COVID-19. Esses resultados sugerem a importancia de
uma abordagem integrada que leve em consideragéo tanto as caracteristicas
clinicas dos pacientes quanto os marcadores bioquimicos, inflamatérios e de
estresse oxidativo como indicadores de prognostico para pacientes internados
em UTI com COVID-19. No geral, entender o papel do estresse oxidativo na
COVID-19 pode abrir caminho para o desenvolvimento de tratamentos

direcionados para esta doenca.
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Abstract

In the last two years, a lot of information about the SARS-CoV-2 virus has
been published in the literature. The pathophysiology and manifestations are well
characterized to understand the disease, and better evaluate the response,
when the severe manifestation occurs.The sex disparity on the disease outcome
is already evident and a better understanding the progress of the disease in
women with severe COVID-19 admitted at ICU could bring a better light to the
pathogenesis of this disease. Patients in the group that progress to death levels
of systemic oxidative markers, which is a marker of lipid peroxidation, in addition,
which evolve to present patients with hematological and biochemical parameters
closer to normal. This study is important to highlight the analysis of oxidants and

antioxidants as indicators that can be used to highlight diseases.

Key-words: Oxidative stress, SARS-CoV-2, markers, blood biochemical

parameters and antioxidants.
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INTRODUGAO

O virus SARS-CoV-2 é responsavel pela pandemia de COVID-19,
declarada pela OMS em margo de 2020 (SILVA et al.,, 2020). A doenga é
altamente contagiosa, transmitida por goticulas de saliva, tosse, espirro e
contato com superficies contaminadas por individuos infectados (CAVALCANTE
etal., 2021; CEVIK et al., 2020). O periodo médio de incubagao viralé de 4 a5
dias. (CEVIK et al., 2020; TAN YI, 2021). A COVID-19 apresenta uma ampla
gama de sintomas, desde assintomaticos até casos graves (SOUZA et al., 2021).
Cerca de 80% dos pacientes tém sintomas leves a moderados, como febre, dor
de cabecga, tosse seca, fadiga, perda do olfato e paladar. No entanto,
aproximadamente 20% podem desenvolver quadros graves, necessitando de
internacdo em UTI devido a falta de ar e hypoxemia (CECCHINI & CECCHINI
AL., 2020; AZUKUR et al., 2020; JAMAL M, et al., 2021).

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples, na superficie do
envelope viral esta presente a proteina S fundamental para a entrada do virus
nas células hospedeiras (HOSSEINI et al.,2020; SILVA et al.,2020;
CAVALCANTE et al.,2021). A proteina S se liga ao receptor ECAZ2 e é clivada
pelas subunidades S1 e S2 por uma serina protease transmembrana 2
conhecida como (TMPRSS2), que é altamente expressa em células epiteliais do
pulm&o. Apds a clivagem de um dos dominios, ocorre a fusdo das membranas
virais com as membranas da célula-alvo, permitindo a entrada do material
genético do virus na célula hospedeira por meio de endocitose ou fusdo de
membranas (SILVA et al.,2020). Apss esse estagio inicial, o virus inicia a sintese
de novas particulas virais por meio da desencapsulagao do seu material genético
e da subsequente replicagdo dentro da célula hospedeira (JACKSON et al.,
2021).

A resposta imune é fundamental para controlar a infeccdo pelo virus
SARS-CoV-2, e sua falha pode levar a uma progressao mais grave da doenca
(AZUKUR AZKUR et al., 2020). Durante uma infecgdo por SARS-CoV-2, os
macrofagos e neutréfilos podem desempenhar um papel patolégico, produzindo
numerosas ERO, tais como H202, O2+- e radical hidroxila (*OH) (BELTRAN-
GARCIA et al., 2020; TAN YI, 2021). Esse desequilibrio do sistema redox pode

levar a um estresse oxidativo que afeta o sistema imunoldgico, alterando a
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funcdo das células imunes e a resposta inflamatdria. Notadamente, o excesso
de ERO pode resultar em danos celulares e inflamagéo, agravando a doenga
(CECCHINI & CECCHINI AL., 2020).

No decorrer da resposta imune a uma infecgao, as células ativadas podem
produzir uma série de citocinas que desencadeiam uma cascata inflamataria.
Essa cascata é regulada pela expressao dessas citocinas via NF-kB, o que pode
resultar em uma tempestade de citocinas. Essa tempestade pode levar a
ativagdo de macrofagos e neutrofilos, que por sua vez podem induzir o estresse
oxidativo por meio de uma explosao respiratoria que pode danificar tecidos
independentemente do virus (CECCHINI & CECCHINI AL., 2020).

O SARS-CoV-2 pode inibir as vias mediadas pelo Nrf2, levando a uma
reducdo na producao de enzimas antioxidantes e aumentando ao dano oxidativo
(CECCHINI & CECCHINI AL., 2020). O Nrf2 é responsavel por promover a
producao de enzimas antioxidantes, o que € essencial para o equilibrio redox
das células (TSERMPINI et al., 2022).

Fatores de risco como diabetes mellitus, hipertensédo e obesidade se
associam com pior prognostico e internacdo em UTI. Essas comorbidades
também estado relacionadas com niveis basais aumentados de espécies reativas
de oxigénio (ROS) (DELAGO RL, MESTA F., 2020). Estudos demonstram que
pacientes que com Doenga Renal Crbnica (DCR) apresentam um
comprometimento da resposta imune, estado proé-inflamatério do organismo e
disfungdo vascular (ANDO, et al., 2006) Além disso, esses pacientes se
encontram mais susceptiveis a doenca critica, ocasionando em faléncia multipla
de o6rgaos, trombose e resposta inflamatéria aumentada (FLYTHE JE, et al.,
2021).

Nosso estudo visou analisar particularidades clinicas, laboratoriais e de
estresse oxidativo em mulheres internadas na UTI, apresentando quadro de
COVID-19 durante os anos de 2020 e 2021 e, correlacionar com o desfecho

clinico para alta ou ébito.
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MATERIAIS E METODOS

Desenho experimental

Para o estudo, foram selecionados 66 pacientes do sexo
feminino internadas na UTI no Hospital Universitario de Londrina (HU) da
Universidade Estadual de Londrina/PR, diagnosticadas com COVID-19 no
periodo de 10 de julho de 2020 a 10 de janeiro de 2021. O trabalho foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa envolvendo seres
humanos da Universidade Estadual de Londrina sob o numero CAAE:
34446720.4.0000.5231 e todos os pacientes, ou os representantes diretos
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. As participantes foram
divididas em dois grupos com base na coleta do sangue ou sendo na ADMISSAO
ou proximo ao DESFECHO. Nestes dois momentos de coleta do sangue, foram
formados dois subgrupos, o das pacientes que sobreviveram e receberam alta
hospitalar, chamado de SOBREVIVENTES (S; n=23) e as que foram a 6bito,
chamadas de NAO-SOBREVIVENTES (NS; n=43).

As amostras foram obtidas do sangue periférico por puncao
arterial na rotina de analise de gasometria arterial e por pungdo venosa na
analise do hemograma e outros parametros hematimétricos das pacientes
internadas na Unidade Terapia Intensiva (UTI) no Hospital Universitario de
Londrina (HU/UEL). Apds serem usadas para rotina laboratorial, estas foram
armazenadas e transportadas ao laboratério de Fisiopatologia e Radicais Livres
da Universidade de Londrina (UEL). Os eritrocitos foram utilizados para a
quantificacdo de GSH, Catalase, SOD e lipoperdxidos de membrana. O plasma
foi utilizado para quantificacdo do produto final da peroxidacdo de membranas
celulares, o malonaldeido (MDA), por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC). O plasma colhido em tubo contendo o anticoagulante EDTA foi utilizado
para a quantificagdo de citocinas de padrdo Th1 e Th2. Os dados clinicos e
demograficos (idade, sexo, comorbidades e data do inicio dos sintomas) foram
obtidos a partir dos prontuarios eletrénicos para apresentacao da caracteristica

populacional do estudo.
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Coleta de amostras

As amostras de sangue coletadas em tubo sem anti-
coagulante ou com os anti-coagulantes heparina ou EDTA foram centrifugadas
a 3500 rpm por 5 minutos a 4°C para obtencao de soro, plasma e eritrocitos. Os
eritrocitos provenientes dos tubos coletados com anti-coagulantes foram lavados
trés vezes com 1mL de solugéo de cloreto de sddio a 0,9% e centrifugado a 3500
rom por 10 minutos a 4°C. Em seguida as amostras de plasma e soro foram
armazenadas em freezer -20°C por até 6 meses para posterior analise e o
eritrocitos foram armazenado por até 7 dias a 10°C em Alsever para a realizagao

de testes de estresse oxidativo.
Determinagao da proteina total

A proteina total foi medida para a corre¢cao dos resultados das
técnicas utilizadas para quantificar Glutationa reduzida (GSH), Superdxido
dismutase (SOD) e lipoperoxidacdo de membrana. Brevemente, as hemacias
foram diluidas 1:800 em agua destilada e misturadas com reagente cuprico (1:1),
repousando em temperatura ambiente por 10 minutos. Logo apds, foi adicionado
o reagente Folin e incubado em banho maria durante 10 minutos a uma
temperatura de 50°C. As concentragdes das amostras foram determinadas (mg),
utilizando albumina sérica bovina para a curva de concentracdo padrao e a
absorbancia foi lida em espectrofotometro a 660 nm (Shimadzu UV-1650 PC)
(Lowry, 1951 modificado por Miller, 1959). Os resultados foram expressos /mg

de proteina.

Determinagao da atividade da Catalase

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada de
acordo com o método descrito por AEBI (1984), que se baseia na decomposi¢ao
do perdxido de hidrogénio diretamente relacionado a sua absor¢gédo em 240 nm
espectrofotometro (UV-1650 PC® UV-vis, Shimadzu, Kyoto, Japédo). As

hemacias foram diluidas 1:80 em agua destilada e diferentes volumes foram
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incubados em um sistema incluindo 1 M de tampao TRIS e 200 mM de solugcao
de H20:2. Os resultados foram expressos em valores de absorbancia por minuto

por mililitro de amostra (Vabs min-1 mi-1).

Determinagao atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi
medida pelo método descrito por Marklund & Marklund (1974) em eritrécitos,
baseado na inibicdo da auto-oxidacdo do pirogalol. A reagdo foi medida em
espectrofotdbmetro com leitura a 420nm (UV-1650 PC® UV-vis, Shimadzu, Kyoto,
Japao) a 37° graus Celsius. Os resultados foram expressos em unidades de SOD

por miligrama de proteina (USOD/mg proteina).
Determinag¢ao da GSH

A concentragdo de GSH nos eritrécitos foi determinada de

acordo com Tietze (1968) em espectrofotdmetro a 412 nm.
Determinagao dos hidroperéxios de membrana

A determinacao dos hidroperéxidos da membrana celular foi
realizada por quimiluminescéncia de acordo com Gonzalez-Flecha et al (1991),
com base na oxidacgao induzida por tert butil hydroperoxido de lipidios presentes
na membrana eritrocitaria. A reagao € avaliada por 40 minutos, e para isso, 0os
eritrocitos foram diluidos 1:1200 em tampéo fostato monobasico 10 mM, pH 7,4
NaCl 0,9%. A reacao foi iniciada com adigao de hidroperoxido de tert-butil e a
curva analisada no luminébmetro (Berthols Technologies; Lumat 3; LB 9508). Os
resultados foram expressos apds andlise de pico maximo de emissao
URL/mgProteina, velocidade de ascensao da curva URL/Proteina.min e area

total sob a curva AUC.
Determinacgao dos niveis de malondialdeido (MDA)

A quantificacdo de malondialdeido (MDA), produto da
lipoperoxidagdo de membrana, foi realizada de acordo com a técnica descrita

por VICTORINO et al. (2013). Brevemente, para a quantificagéo foi utilizado um
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cromatografo liquido de alta performance (HPLC-Shimadzu 20AT), equipado
com bomba LC20AT e detector de absorbéncia UV de matriz de diodo
SPDM20A, utilizando coluna de fase reversa C18, sem uso de pré-coluna. As
leituras foram feitas a 535 nm, durante 11 minutos de corrida, com vazao de 0,8

mL/minuto, e os resultados foram expressos em nM de MDA.

Analise estatistica

Variaveis continuas foram apresentadas em numeros
absolutos e porcentagens, e relacionados usando o teste qui-quadrado de
Pearson e quando aplicavel o teste exato de Fisher performado no SPSS versao
24.0 (SPSS; Chicago, IL, USA). Para as analises dos parametros de estresse
oxidativo os dados foram analisados usando o GraphPad Prism (version 6; San
Diego, CA, USA). Para verificar a normalidade dos dados o teste de Kolmogorov-
Smirnov foi aplicado. Para a comparacgao estatistica entre os grupos o t-test de
student foi utilizado para dados paramétricos o teste de Mann-Whitney foi usado.
Dados nao paramétricos sao expressos por medianas. Para todas as analises
foi adotado um valor de p<0.05 para ser considerado estatisticamente

significativo.

Resultados

Os dados apresentados nas tabelas abaixo demonstram a quantidade e
porcentagem de pacientes internados na Terapia Intensiva (UTI),
SOBREVIVENTES (S) e NAO-SOBREVIVENTES (NS) que apresentam
caracteristicas clinicas e demograficas. Na tabela 1 observa-se um aumento
significativo no grupo NS (23 [53.5%]) em comparagao ao grupo S (5 [21.7%])
dos pacientes com diabetes, indicando um pior prognéstico da COVID-19
(p=0.013*). Na figura 1 (A) analisamos os parametros de estresse oxidativos,
onde mostra que a enzima antioxidante enzimatica SOD foi significativamente
maior no grupo DESFECHO, subgrupo NS. Figura 2 a lipoperoxidagao através
de quimiluminescéncia induzida por tert-butil, no grupo DESFECHO, apresenta

diferenca significativa, mostrando-se uma diminui¢ao no subgrupo NS da area e
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0 pico. Ja na figura 3 os niveis plasmaticos de MDA foi significativamente maior
no grupo ADMISSAO, subgrupo S e no grupo DESFECHO subgrupo NS.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas dos participantes da pesquisa entre

sobreviventes e ndo sobreviventes.

.. Resultado
Caracteristicas p-valor
S NS
Idade 62.7 £ 11.8 65.5 £ 13.1 0.229
N % N %
Etnia
Branco 20 87.0 37 86.0
Parda 2 8.7 2 4.7 0.640
Negra 1 4.3 4 9.3
IMC 29.9+4.5 29.3+6.1 0.541
Hipertensao
Sim 13 56.5 30 69.8 0.282
Néo 10 43.5 13 30.2
Diabetes
Sim 5 21.7 23 53.5 0.013*
Néo 18 78.3 20 46.5
Doencas cardiovasculares
Sim 5 21.7 7 16.3 0.584
Nao 18 78.3 36 83.7
Doenga renal
Sim 2 8.7 9 20.9 0.204
Nao 21 91.3 34 79.1
Doencas respiratéria
Sim 4 17.4 8 18.6 0.903
N&o 19 82.6 35 81.4
Hipotireoidismo
Sim 3 13.0 6 14.0 0.918
Nao 20 87.0 37 86.0
Hipertireoidismo
Sim 0 0.0 1 2.3 0.461
Nao 23 100.0 42 97.7
Fumante
Sim 2 8.7 2 4.7
Nao 20 87.0 37 86.0 0.629
Ex-fumante 1 4.3 4 9.3

S: Sobreviventes; NS: Nao sobreviventes; IMC: Indice de massa corpdrea
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Figura 1. Parametros de estresse oxidativo entre sobreviventes (S) e ndo sobreviventes (NS) na admisséo
e desfecho da internagéo (A) Atividade da Catalase (B); Niveis da glutationa reduzida (GSH); (C) Unidade
da superoxido dismutase (SOD). A, B e C estdo expressos como mediana com intervalo interquartile.

Estatisticamente considerado significativo p-valor <0.05*.
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Figura 2. Parametros de estresse oxidativo entre sobreviventes (S) e ndo sobreviventes (NS) na admissao
e desfecho da internagédo. LOOH: Lipoperoxidagao; (A) AUC: Area sob a curva; (B) Pico maximo alcangado
pela curva de lipoperoxidacao em eritrocitos: URL/mgPT: Unidade relativa de Luz por miligrama de proteina
total, (C) Velocidade de subida da curva de lipoperoxidagdo em eritrécitos: URL/mgPT: Unidade relativa de
Luz por miligrama de proteina total.). A, B e C estdo expressos como mediana com intervalo interquartile.

Estatisticamente considerado significativo p-valor <0.05*.
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Figura 3. Parametros de estresse oxidativo entre sobreviventes (S) e ndo sobreviventes (NS) na admisséo
e desfecho da internagdo. Niveis de malonaldeido; nM MDA nanomolar de malonaldeido. A. foram
expressos como mediana com intervalo interquartile. Estatisticamente considerado significativo p-valor
<0.05*.

A tabela 2 mostra os dados laboratoriais hematimétricos das pacientes do
estudo. No grupo ADMISSAO houve uma diferenga significativa entre os
subgrupos S e NS para os parametros de numero de hemacias, hemoglobina e
hematocritos. Para o grupo DESFECHO, a mesma diferenga significativa foi
observada para os subgrupos. No grupo DESFECHO também foi observado
uma diferenca significativa entre os subgrupos para os valores de HCM e CHCM.

A contagem de leucécitos foi significativamente maior entre os subgrupos
no DESFECHO. Foram encontrados bastonetes nos grupos ADMISSAO e no
grupo DESFECHO com diferenga significativa entre os subgrupos S e NS. Os
linfécitos e mondcitos tiveram uma redugao no grupo DESFECHO, observado na
tabela 3.
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Tabela 2. Parametros hematimétricos entre sobreviventes e nio sobreviventes

na admissio e desfecho.

ADMISSAO DESFECHO

S NS p- valor S NS p- valor

Hemacias (3,9 a 5,0 milhGes/ L) 423 389 p=0,0075* 361 3,90 p=0,0105*

Hemoglobina (12.0 a 15.5 g/dL) 12,19 10,60 p=0,0048* 10,10 8,70 p=0,0030**
Hematocerito (35.0 a 45.0 %) 37,34 3231 p =0,0010* 3232 27,63 p=0,0071**
VCM (80 a 100 fL) 89,39 89,29 p=0,9562 89,93 89,55 p=0,7964
HCM (26 a 34 pg) 29,80 29,28 p=0,3953 29,73 28,88 p=0,0489*
CHCM (31 a 36 g/dL) 33,31 3294  p=0,0888 33,10 32,42 p=0,0075*
RDW (10 a 16%) 14,79 14,90 p=0,8509 15,33 15,77  p=0,4571

S: Sobreviventes; NS: N&o sobreviventes; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular
média; CHCM: Concentragdo de hemoglobina corpuscular média; RDW: Red cell Distribution Width; pL:
microlitro; g/dL: gramas por decilitro; fL: Fentolitro; pg: picogramas. Estatisticamente considerado
significativo p-valor <0.05*.

Tabela 3. Comparagao do leucograma e plaquetograma entre sobreviventes e

ndo sobreviventes na admissdo e desfecho.

ADMISSAO DESFECHO

S NS p- valor S NS p- valor

Leucdcitos (4,0 a 10,0/ pL) 11,17 13,96 p= 10,0563 8,56 16,88 p =0,0001****

Neutrdfilos (40 a 70 g/Dl) 8450 80,00 p=0,1520 7095 7314 p=05130
Metamielécito (0) 100 100 p=08614 1,00 1,00 p=0,7499
Bastonete (0 a 5) 2,00 500 p =0,0480 000 7,00  p=0,0001*
Linfécitos (20 a 40) 700 6,00  p=0,11272 1300 7,00 p=0,0002"*
Monécitos (2 a 10) 350 300 p=07508 620 4,00 p=0,0006**

Plaquetas (150 a 400 mil/uL) 290,40 269,40 p=0,4413 330,20 279,00 p=0,1405

S: Sobreviventes; NS: Nao sobreviventes; uL: microlitro; g/dL: gramas por decilitro; mil/uL: mililitro por
microlitro. Estatisticamente considerado significativo p-valor <0.05*.
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A tabela 4 mostra os resultados dos valores bioquimicos sanguineos das
pacientes no grupo ADMISSAO e DESFECHO. No grupo ADMISSAQ a glicemia
mostrou-se elevada em ambos 0s grupos comparando-se aos valores de
referéncia, e significativamente mais elevados no subgrupo NS. No grupo
DESFECHO, as diferengas entre os subgrupos mostraram-se significativa, onde

tem-se um aumento da glicemia no subgrupo NS.

Tabela 4. Comparacgao dos parametros bioquimicos entre sobreviventes

e nao sobreviventes na admissao e desfecho.

ADMISSAO DESFECHO
S NS p- valor S NS p- valor
Glicose (60 - 95 mg/dL) 148,00 184,00 p=0,0154* 110,20 172,10 p=0,0002***
Uréia (15 - 38/ mg/dL) 65,95 9341 p=0,0268* 67,04 14540 p=0,0001****

Creatinina (0,80 — 1,30mg dL) 0,92 1,44 p=0,0377* 0,90 2,70  p=0,0001****

Bilirubina Total (0 @ 1,00 mg/dL) 0,50 0,30  p=0,0246* 0,28 0,40  p=0,0701*

Sadio (136 - 145 mEq/L) 136,0 138,00 p=0,2831 137,00 135,00 p=0,5695

Potassio (3,50 — 5,10 mEqg/L) 3,68 4,07 p=0,0215* 3,78 469 p=0,0012*

Magnésio (1,80 — 2,40 mg/dL) 1,95 2,24 p=0,1176 2,40 2,20 p=0,4464

Fosforo (2,5 a 4,9 mg/dL) 3,00 4,00 p=10,1254 3,74 528 p=0,0763
Calcio (1.17 — 1.32 mmoL/L) 1,09 1,08 p= 10,6504 1,13 1,07 p=0,0687
Proteina C reativa (Até 3,00 118,5 149,90 p=0,1528 28,80 103,90 p=0,0001****
mg/l)

Lactato (0,50 — 2,20 mmol/L) 2,12 2,07 p=0,8148 2,15 210 p=0,9368
TAP (10 — 14 seg.) 13,71 12,96 p=0,1943 13,40 12,55 p=0,4739
TTPA (25 a 35 seg.) 26,50 30,40 p=0,1004 30,80 36,81 p=0,0460*

S: Sobreviventes; NS: Nao sobreviventes; TAP: Tempo de Protrombina; TTPA: Tempo de Tromboplastina
Parcialmente Ativada; mg/dL: microgramas por decilitro; mEqg/L: miliequivalentes por litro; mg/L:
microgramas por litro; mmoL/L: milimol por litro; seg: segundos. Estatisticamente considerado significativo
p-valor <0.05*.
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Na analise dos marcadores de integridade da fungdo renal, observou-se
um aumento da ureia e da creatinina no grupo ADMISSAO, subgrupo NS. No
grupo DESFECHO estes parametros mostraram ser ainda maiores entre os
subgrupos. Quanto as medidas do sédio, potassio, calcio e fosforo, estes se
mantiveram dentro dos valores de referéncia para ambos os grupos ADMISSAO
e DESFECHO. Os niveis da PCR no grupo ADMISSAO estava elevada em
ambos os grupos comparando-se aos valores de referéncia, e significativamente
mais elevados no subgrupo NS. No grupo DESFECHO, as diferengas entre os
subgrupos mostraram-se significativa, onde tem-se um aumento da PCR no

subgrupo NS.

Tabela 5. Dados da gasometria arterial entre sobreviventes e nao sobreviventes

na admissao e desfecho.

ADMISSAO DESFECHO

S NS p- valor S NS p- valor
pH (7.350 — 7.450) 7,45 7,33 p=0,0002**** 7,43 7,23 p=0,0001****
pCO2 (35 — 45 mmHg) 38,00 44,00 p=0,0517 39,90 49,78 p=0,0091*
pO2 (80 - 110 mmHg) 74224 7530 p=0,9087 79,75 74,00 p=0,0001***
HCO03 (23 — 26 mEq/L) 26,40 24,18 p=0,1353 26,30 18,70 p=0,0036**
CO2-total (22 -28 mM/L) 27,87 2565 p=0,1535 27,70 20,35 p=0,0046
SAT de 02 % (95 a 100%) 95,00 94,00 p=0,2178 93,00 89,00 p=0,0025*
pH (7.350 — 7.450) 7,45 7,33 p=0,0002**** 7,43 7,23 p=0,0001****

S: Sobreviventes; NS: Nao sobreviventes; mmHg: milimitros de mercurio; mEq/L: miliequivalentes por litro;
mM/L: milimolar por litro; pH: pontencial hidrogeniénico; SAT: saturacédo. Estatisticamente considerado

significativo p-valor <0.05*.

Na tabela 5 mostra dados da gasometria onde o grupo ADMISSAO, houve
uma diferencga significativa, observamos subgrupo NS apresenta-se em acidose.
No grupo DESFECHO, o subgrupo NS apresenta acidose metabdlica e acidose

respiratoria € uma diminuicdo da saturagao de O2.
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Discussao

O diabetes mellitus (DM), é uma das doenca que tem se mostrado levar a
um desfecho desfavoravel em pacientes internados em UTI com COVID-19.
(PONTES et al., 2021). O metabolismo descompensado da glicose e o aumento
das citocinas pro-inflamatdorias em pacientes com DM e a COVID-19 aceleram a
producao de ERO (CHEN F, et al 2021). Essas ERO aumenta o estresse
oxidativo em longos periodos de quadros de hiperglicemia levando danos a
proteinas, lipidios e DNA (REUTER et al, 2010; MISHRA et al., 2018;
MUHAMMAD Y, et al.,, 2021). Estudos realizados por WU e MCCGOOGAN
(2020) indicam que pacientes com DM apresentam maior risco de mortalidade
na COVID-19 se comprado com a pacientes que nao possuem DM.

Com relacdo aos parametros de estresse oxidativo, na infeccdo por
SARS-CoV-2 a atividade da SOD. Foi observado um aumento de SOD somente
no grupo NS, o que sugere que o virus pode estar suprimindo os sistemas
antioxidantes em células. Essa influéncia pode contribuir para o estresse
oxidativo nas células e conseguiu um papel importante no desenvolvimento da
doencga (MEHRI F. et al., 2021). Embora tenham sido observados altos niveis de
SOD, isso pode ser um mecanismo corretivo para neutralizar o estresse oxidativo
(MEHRI F. et al., 2021).

Em relagao a lesao por estresse oxidativo foi observado a lipoperoxidagao
precoce das membranas e também a formagao de malondiadeido (MDA), sendo
um produto secundario da peroxidacgao lipidica o que caracteriza a degradacao
oxidativo da membrana celular, enfatizando uma piora no prognostico no curso
da doenca. Com base nos resultados obtidos, foi observado que pacientes S do
DESFECHO apresentaram uma maior evidéncia de lipoperoxidagao, indicando
um estagio inicial do processo de oxidagcado. Por outro lado, pacientes NS do
DESFECHO apresentaram uma diminuicdo na lipoperoxidacdo, mas com um
aumento significativo no produto final MDA, sugerindo um estagio mais

avancado da doenca. Estudo de MEHRI F. et al., (2021) trazem niveis elevados
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de SOD e de MDA em pacientes com COVID-19, enfatizando ainda mais os
niveis de estresse oxidativo com a gravidade da doencga e pior progndstico.

Estudos demonstram que pacientes com quadros graves de COVID-19
apresentam alteragdes significativas em exames hematimétricos e bioquimicos
(OTTOBELLI C, et al., 2022). O presente estudo mostrou que parametros
hematologicos como os eritrocitos, hemoglobina e o hematdcrito, estavam
reduzidos no grupo DESFECHO NS, podendo estar associado a gravidade da
doenga (SILVAR, et al., 2022; READE MC, et al., 2010; DOSHI SM, et al., 2011).
Os pacientes NS exibiram niveis significativamente menores de hemoglobina em
comparagao com as pacientes S, apresentando um quadro anémico tanto na
ADMISSAO quanto no DESFECHO. Este achado estd de acordo com
BERHAMASCHI G, et al., (2021) onde relatam que mulheres com COVID-19
apresentaram menor concentragao de hemoglobina quando comparado com os
niveis de hemoglobina apresentado pelos homens, estabelecendo uma maior
prevaléncia de anemia moderada ou grave.

Além disso, a anemia em pacientes com COVID-19 esta relacionada a

presenca de espécies reativas de oxigénio (ERO), liberadas por células imunes
principalmente neutrofilos, como anion superdxido durante a infecgdo pelo
SARS-CoV-2 (LAFORGE et al., 2020; OLIVEIRA YP, et al., 2017).
Essas ERO em excesso pode causar danos a membrana dos eritrocitos, o que
pode contribuir para o aumento da hemoglobina livre (LAFORGE et al., 2020). A
hemoglobina livre ao ser metabolizada pela heme oxigenase (OH-1) produzir
ferro livre. O acumulo de ferro livre pode ser toxico para as células e tecidos,
além de contribuir para o processo de hipoxia, devido a diminuigdo do transporte
adequado de oxigénio pelos eritrocitos (GRYGORCZYK R, et al., 2017). Além
disso, observou-se que pacientes com anemia apresentaram uma maior
incidéncia de comorbidades, como Diabetes, hipertensao arterial e doenca renal
cronica, que sao fatores de risco associada a gravidade da doenga (BELLMANN-
WEILER et al., 2020).

Os valores totais de leucocitos assim como a contagem de neutrofilos e
bastonetes foram maiores no subgrupo NS, mostrando uma piora no quadro
geral do grupo DESFECHO, corroborando com uma resposta inflamatéria
sistémica caracteristica da COVID-19. Vale ressaltar que a presenga de

leucocitose pode estar relacionada ao aumento dos neutréfilos e, também a
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presenca de células imaturas como (bastonetes) descrito como “desvio a
esquerda” caracterizando a presencga de células imaturas na corrente sanguinea
esta relacionada com o aumento da producdo de neutréfilos na medula dssea
em pacientes com COVID-19 (BORGES L et al., 2021).

Os neutrdfilos tem sido uma caracteristica marcante na COVID-19, séo
células do sistema imune mais abundante no sangue periférico humano, pois
representa 50-70% de todos os leucdcitos circulante, sendo um protagonista no
estagio inicial e infeccioso na COVID-19, sendo recrutado para o tecido pulmonar
dos pacientes infectados (FOY B. H et al., 2020). Estudos tem demonstrado que
a neutrofilia esta associada a expressao de tempestade de citocinas e do estado
hiperinflamatoério, que desempenham um papel importante na fisiopatologia da
COVID-19 (FREURY, M.K., 2020). Segundo CECCHINI & CECCHINI AL., (2020)
a tempestade de citocinas induz o estresse oxidativo e estresse oxidativo leva a
tempestade de citocinas, gerando um ciclo vicioso de dano aos tecidos
independente da permanéncia do virus. De acordo com FREURY, M. K., (2022);
QIN et al., 2020 pacientes com COVID-19 apresentam aumento significativos na
contagem de neutréfilos e diminuigdo na contagem de linfécitos em casos mais

Severos.

Os linfocitos fazem parte do sistema imune adaptativo responde aos
patdbgenos de uma maneira antigeno-especifica para desenvolver imunidade
protetora. O sistema imunolégico adaptativo € constituido por trés tipos
principais de linfocitos: células B (células produtoras de anticorpos), células T
CD4 * (células T auxiliares) e células T CD8 * (células T citotoxicas) (RUIZ A, et

al., 2020).

Por outro lado, nossos resultados corroboram com os estudos de HENRY
et al., (2020) enfatizam que a linfopenia tem sido demonstrada em mais de 80%
em pacientes graves com COVID-19, a contagem de linfécitos tem sido um
marcador de interesse sendo associado a COVID-19 grave. Estudos de HUANG
e PRANATA (2020) mostram que os linfécitos T periféricos, as subpopulagbes
de células T CD4 e CD8, células B e NK sao rapidamente reduzidos na infeccéo
aguda por SARS-CoV-2, culminando ao sequestro e infiltragdo de linfécitos em
orgaos-alvo especificos como os pulmdes, trato gastrointestinal ou tecidos

linfoides. Embora o mecanismo de redugdo dos linfécitos na COVID-19



52

permanecga desconhecido, isso pode ser explicado pelos linfocitos expressar o
receptor ACE2 sendo alvo direto da infeccdo por SARS-CoV-2 levando-as a lise
dessas células. Além disso, a redugdo a contagem de linfécitos acaba que
suprindo a resposta do organismo contra a infeccéo, associada a tempestade de
citocinas inflamatorias, podem ser um agravante no quadro clinico, levando a
faléncia de multiplos 6rgados e a mortalidade. (HUANG et al.,2020; WANG et
al.,2020).

Ao analisar os parametros bioquimicos, € evidente os niveis aumentados
de glicemia, ureia e creatinina em pacientes NS, estando associado com a
gravidade da doencga. Recentemente, CHEN F, et al (2021), demonstrou que a
COVID-19 pode causar o aumento da glicemia, mostrando alto niveis de
expressdo ACE2 nas células das ilhotas pancreaticas, prejudicando a secregéo
de insulina das células Beta, levando a hiperglicemia que consequentemente
ocasiona varias complicagdes como sindrome hiperglicémica hiperosmolar ou
cetoacidose diabética e aumentar o risco de infecgdes associada a desfechos
negativos nesses pacientes (GARCIA - ULLOA AC, et al., 2021).

Na analise dos marcadores da fungao renal, observou-se uma elevagao
dos niveis séricos de ureia e creatinina em pacientes NS, essa elevacao pode
ser evidenciada durante quadros de rabdomidlise, tendo uma diminuicdo da taxa
de filtracdo glomerular e menor excrecdo renal desses metabdlitos
(SOTTOCORNOLA F. et al., 2021). A COVID-19 manifesta-se principalmente
como uma doenga respiratoria aguda com pneumonia intersticial ou alveolar,
porém pode afetar outros 6rgdos como os rins, coragao e figado (RAINA et al.,
2021). A literatura sugere possiveis lesdes renais de maneira mais agressiva nos
quadros de evolugao para 6bito, por meio de ligacdo aos receptores da ECA2,
altamente expresso em células tubulares proximais e poddcitos (glomérulo),
culminando disfungdo renal. (SILVA R, et al., 2022).

A ureia é sintetizada no figado por catabolismo proteico e a ureia
sanguinea é filtrada pelo glomérulo e sofre reabsorc¢ao tubular. Sabendo que a
ureia é produto final do metabolismo de proteinas ela pode ser usada como um
marcador de fungao renal importante (HUANG D et al., 2021). O SARS-CoV-2
pode ativar o sistema renina-angiotensina-aldosterona causando uma

vasoconstricao renal, diminuigédo da filtragdo glomerular e diminuir a excregao de
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ureia, aumentar a absorgao de agua e sédio e reabsorgao de ureia (WEINER ID
et al., 2015). Nossos dados vao de acordo com estudo CHENG Y. et al., (2020)

uma vez que esses marcadores podem indicar uma disfuncao renal.

O processo inflamatério € bem claro que pacientes com a infeccdo do
SARS-CoV2, apresentem marcadores inflamatorios, como proteina C reativa
(PCR) (ZHU et al., 2020). Além disso, a PCR é uma proteina de fase aguda
sensivel e ndo especifica, sintetizada no figado nos (hepatdcitos) e, portanto,
estd associada ao aumento da inflamagédo, dano tecidual e infecgbes mais
graves. Em geral os niveis séricos de PCR isoladamente ou em combinagdo com
outros marcadores estao diretamente associados gravidade da COVID-19 (LIU
F.et al., 2020). Dos pacientes desse estudo, o que é evidente o aumento dos
niveis de PCR em pacientes S e NS na ADMISSAO e no DESFECHO, podem
refletir ndo apenas a presenga da infecgdo, mas com a gravidade da doenga,
mostrado na (tabela 3), onde maiores niveis estao relacionados os pacientes NS.
Esses dados corroboram com os dados de LIU F. et al., (2020) os niveis séricos
de PCR estavam significativamente maiores que 41,8 mg/L, eram propensos a
desenvolver a forma mais grave da doenga. Em outros estudos realizados por
Smilowitz et al., (2020) foram analisados 2.782 pacientes com diagndstico de
COVID-19, destes pacientes 93,5% tiveram uma dosagem de PCR maior que
108 mg/L e HUANG et al., (2020) demonstrou os niveis séricos de PCR maior
que 10 mg/L, associados a gravidade da doenga, necessitando de cuidados na
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) em 13 estudos analisados. BERENGUER et
al., (2020) em seu estudo encontraram um aumento de PCR ainda maior em
pacientes com COVID-19 (91,9%). A resposta inflamatéria desempenha um
papel critico na infeccdo pelo SARS-CoV2, criando uma disfungdo imune e
liberagao de citocinas inflamatorias, aumentando a gravidade da doenga COVID-
19.

A gasometria arterial (GA) é um exame considerado “padrdo-ouro”
constantemente utilizado em pacientes internados em UTI, para avaliacdo do
disturbio do equilibrio acido-base, ventilacdo alveolar e da oxigenag¢ao pulmonar
do sangue arterial (ARAUJO M et al.,, 2015), avaliando os paramentos do
potencial de Hidrogénio (pH), a pressao parcial de gas carbénico (Pco2), presséo

oxigénio (Pa02), ion bicarbonato (HCO3) e saturagao de oxigénio (SILVA S. et
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al., 2022). No nosso estudo, foi verificado alteragées dos parametros analisados,
apresentando acidose respiratoria e acidose mista (acidose respiratoria +
metabdlica) o que vai de acordo com estudo de ALFANO et al., 2021 que
apresentou 79,7% dos pacientes com alteragdes do equilibrio acido-base. Essas
alteragdes observadas no nosso trabalho podem ser decorrentes de uma maior
retencdo de CO2, acumulo de creatinina no sangue e devido a lesédo renal aguda

ou crdnica alterando a funcédo do tampao bicarbonato.

Em suma, o estudo do estresse oxidativo, exames hematoldgicos e
bioquimicos tem se mostrado crucial na patogénese da COVID-19, com uma
forte associagdo a um pior prognéstico e maior risco de danos celulares e
teciduais em mulheres infectadas pelo virus (YAHAYA MUHAMMAD, et al.,
2021; TAN YI, 2021). A presenca de enzimas antioxidantes como a SOD e a
catalase é fundamental para prevenir o estresse oxidativo e manter a
homeostase do organismo. No entanto, uma infecgdo pelo SARS-CoV-2 pode
suprimir as vias mediadas pelo Nrf2, levando a uma redugao na producao de
enzimas antioxidantes e aumentando ao dano oxidativo e pré-resolucdo da
inflamacédo (CECCHINI & CECCHINI AL., 2020). O NRF2 é responsavel por
promover a produgao de enzimas antioxidantes, o que é essencial para o
equilibrio redox das células (TSERMPINI et al., 2022). A investigagao de
estratégias terapéuticas como antioxidantes para atenuar o estresse oxidativo e

a inflamacgao é essencial para melhorar a saude dos pacientes com COVID-19.

CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados neste estudo, podemos concluir

que as pacientes do sexo feminino internadas na UTI por infecgdo por SARS-
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CoV-2 e que foram a 6bito apresentaram alteragdes importantes em seus niveis
hematoldgicos, bioquimicos e inflamatorios. Entre as alteragbes observadas,
destacaram-se leucocitose e linfopenia, além de marcadores renais elevados
como ureia e creatinina. Além disso, esses pacientes apresentaram niveis
aumentados de marcadores antioxidantes, como SOD e MDA, reforcando a
hipétese de que esses parametros estao diretamente relacionados ao desfecho
clinico de pacientes com COVID-19. Esses resultados sugerem a importancia de
uma abordagem integrada que leve em consideracédo tanto as caracteristicas
clinicas dos pacientes quanto os marcadores bioquimicos, inflamatorios e
estresse oxidativo como indicadores de prognéstico para pacientes internados
em UTI com COVID-19. No geral, entender o papel do estresse oxidativo na
COVID-19 pode abrir caminho para o desenvolvimento de tratamentos

direcionados para esta doenca.
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