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RESUMO

A COVID-19 é uma doenga complexa, que afeta o sistema imunoldgico e
e causa respostas inflamatdrias, estresse oxidativo e danos teciduais. A
exacerbagao do estresse oxidativo € uma das principais causas de complicagdes
da doenca. Sabendo que as complicagdes apresentadas pelos pacientes
internados possuem uma duragcdo média de 3 semanas, nosso estudo visou
compreender as diferencas existentes em dois grupos de pacientes com
diferentes tempos de internacéo, a partir da analise de exames hematoldgicos,
bioquimicos, do estresse oxidativo e de caracteristicas clinicas e demograficas
como parametros de comparacao, afim de se compreender suas associagdes
com a gravidade e prognostico da doenga. Amostras de sangue foram coletadas
de 160 pacientes internados em UTI e foram divididos em dois grupos (grupo A
= Até 21 dias de internagdo, grupo B = Mais de 21 dias de internagédo). Dados
clinicos e demograficos foram obtidos a partir dos prontuarios eletrénicos. Para
avaliar o estresse oxidativo, foram avaliadas a atividade das enzimas
antioxidantes glutationa reduzida (GSH); Catalase (CAT) e Superoéxido
Dismutase (SOD); formagao de hidroperéxidos de membrana e malondialdeido
(MDA) foram medidos. O grupo B apresentou uma diferen¢a mais acentuada em
parametros hematimétricos. Ambos o0s grupos apresentaram aumentos
acentuados nos niveis de Uréia e Creatinina, sendo que o grupo B apresentou
niveis significativamente maiores. Os niveis de GSH estavam aumentados no
grupo B, assim como os marcadores oxidativos sistémicos como a
lipoperoxidagao inicial e tardia. Observamos um predominio de ébito em ambos
0s grupos (67,7% no grupo A e 53,8% no grupo B). Com relagao a comorbidades,
hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes mellitos (DM) e obesidade foram
as mais prevalentes, sendo também as que mais apresentaram um desfecho de
Obito em ambos os grupos, juntamente com doenga renal. Demonstramos que o
periodo de internacdo se correlaciona diretamente com paréametros

hematimétrico e de marcadores de lesao renal, assim como de marcadores de



estresse oxidativo e que, aparentemente, a presenca destas comorbidades
elencada anteriormente levam os pacientes a terem um pior desdobramento da
doenca.

Palavras-chaves: COVID-19. Estresse Oxidativo. Marcadores hematologicos e

bioquimicos.
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ABSTRACT

Caused by the SARS-CoV-2 virus, COVID-19 is a complex disease that
affects the immune system and causes inflammatory responses, oxidative stress
and tissue damage. Exacerbation of oxidative stress is one of the main causes
od disease complications. Knowing that the complications of hospitalized patients
have na average duration of 3 weeks, our study aimed to understand the existing
differences in two groups of patients with different times of hospitalization (group
A = Up to 21 days of hospitalization, group B = More than 21 days of
hospitalization), using hematological, biochemical, oxidative stress and
pathological and demographic characteristics markers as comparion parameters,
in order to understand their associations with the severity and prognosis of the
diasease. Blood samples were obtained from 160 patients admitted to the ICU of
the University Hospital of the State University of Londrina. Clinical and
demographic data were obtained from electronic medical records. Erythrocytes
were used to quantify initial lipid peroxidation, reduced glutathione (GSH),
duperoxide dismutase (SOD) and activity of catalase (CAT). Formation of
membrane hydroperoxides and malondialdehyde (MDA) were measured. Group
B showed a more pronounced difference in hematimetric parameters. Both
groups showed marked increases in Urea and Creatinine levels, with group B
showing significantly higher levels. GSH levels were increased in group B, as well
as systemic oxidative markers such as early and late lipoperoxidation. We
observed a domain of death in both groups (67,7% in group A and 53,8% in group
B). With regard to comorbidities, the most prevalent were SAH (systemic arterial
hypertension), DM (diabetes mellitus) and obesity, and they were also the ones
with the most one death in both groups, along with kidney disease. We
demonstrated that the length of stay is directly correlated with hematimetric
parameters and markers of kidney damage, as well as markers of oxidative



stress, and that apparently the presence of comorbidities leads to a more
unfavorable course of the disease.

Key words: COVID-19. Oxidative Stress. Hematological and biochemical

markers.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 COVID-19

A COVID-19 (Corona Virus Disease 19) é uma doenga infecciosa
respiratoria causada pelo SARS-CoV-2 (coronavirus 2 da sindrome respiratoria
aguda grave), surgindo na cidade de Wuhan na China, em 2019, que
rapidamente se espalhou pelo mundo (Araf, Y, et al., 2021). SARS-CoV-2 se
apresenta como o terceiro coronavirus a emergir como um problema de saude
publica e causar surtos na populagdo humana nas ultimas duas décadas, sendo
este o causador da atual pandemia (Park, M, et al., 2020).

Até meados de junho de 2023, ja eram mais de 767 milhdes de casos
confirmados ao redor do mundo, levando a 6bito mais de 6,5 milhdes de pessoas
segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2023). Apenas no
Brasil, sdo mais de 37 milhdes de casos acumulados, apresentando mais de 698
mil mortos. Em termos de mortalidade, o Brasil se apresenta com uma taxa de
328,9/100 mil habitantes, enquanto sua letalidade se encontra em 1,9% (Brasil,
Ministério da Saude., 2023).

O SARS-CoV-2 é um virus altamente transmissivel, cujo contagio
normalmente ocorre via goticulas liberadas pelos individuos infectados ao tossir,
espirrar ou falar, contaminando o ambiente e individuos, que por sua vez, podem

perpetuar a propagacao do virus (WHO, 2022).

De acordo com dados recentes, cerca de 80% das pessoas infectadas
com o virus SARS-CoV-2 apresentam sintomas leves ou s&o assintomatios, nao
necessitando de intervengdo meédica. Esses sintomas podem incluir febre, fadiga
e tosse seca. Os casos moderados podem ser tratados em atendimento
ambulatorial. No entanto, cerca de 20% dos pacientes podem desenvolver uma
forma mais grave da doencga, precisando ser hospitalizados para tratamento da
pneumonia critica (CONASS; 2023). O curso da doenga pode mostrar uma

rapida evolugdo para faléncia de multiplos 6rgédos, casos mais graves podem
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culminar em morte dos pacientes (Tsai PH, et al., 2021). Em casos mais graves,
os individuos podem apresentar dispneia grave, culminando em hipoxemia com
saturagao de oxigénio abaixo de 85%, levando a sindrome respiratoria aguda
grave (SRAG), choque séptico e disfungdo da coagulagdo sanguinea. Nesses
casos, pacientes necessitam de cuidados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
(Figura 1)(Cecchini & Cecchini AL., 2020).

50% Sintomas leves
80% dos individuos

Assintomatico apresenta a forma
nao grave
50% Sintomas
moderados
15% dos individuos
Sintomatico apresenta a forma
grave

5% dos individuos
apresenta a forma
critica

Figura 1 Espectro dos sintomas da COVID-19: De assintomatica a forma critica da
doenca. Fonte: Proprio autor.

Uma das principais estratégias de combate a pandemia é a testagem para
detectar o virus e dessa forma conseguir monitorar o cenario epidemiolégico e
acompanhar a taxa de transmissao (Carod-Artal FJ., 2021). O Brasil possui dois
principais métodos para se detectar o SARS-CoV-2: RT-PCR. Esse teste detecta
o virus a partir de seu material genético, podendo se analisar em qualquer
momento da infecgdo; e o teste rapido de antigeno, que é capaz de detectar
antigenos do proprio virus, sendo este indicado para individuos sintomaticos ou

que tiveram contato com pessoas sintomaticas (Guimaréaes TC, et al., 2022).

As estratégias de tratamento para a COVID-19 estdo melhorando
rapidamente. Todavia, a terapia utilizada ainda é amplamente relacionada ao
suporte do paciente e focada na prevencéo de possiveis complicacdes, sendo
assim, uma abordagem individual para cada paciente mediante as suas

necessidades. As melhores medidas que temos contra a COVID-19 é o
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distanciamento de pessoas infectadas e a vacinagao, que protegem nao apenas
a si mesmo, mas toda a comunidade (Zheng C, et al, 2022; Fiolet T, et al., 2022).

1.2 Evolucgao clinica da COVID-19

E bem estabelecido que o periodo de incubacao viral é, em média, de 5 a
7 dias, com intervalos que podem chegar a até 12 dias, sendo esse o periodo
em que os primeiros sintomas levam para aparecer desde o momento da
infecgdo (figura 2) (Cevik, et al., 2020).

Hospitalisation

Viral genome

Presymptomatic phase
Shertness of breath

-
o
S
-
P
e
e
-
-
-
-

SARS-CoV-2 viral load ——

Critical

illne:
Severe 33

illness

Antibody response to SARS-CoV-2 -~

l” b
/ Mild-
;/ moderate
! iliness

5 0 2 4 6 8 10 12 14

Time since symptom onset (days)

Figura 2 Fases da evolugéo clinica da COVID-19. Fonte: CEVIK, et al., 2020

Huang e colaboradores (2020) estudaram 41 pacientes infectados pelo
SARS-CoV-2 e avaliaram caracteristicas clinicas desses pacientes. No inicio da
doenca, 40 dos 41 pacientes apresentavam febre, sendo esse o sintoma mais
comum, seguido de tosse (31 pacientes) e mialgia ou fadiga (18 pacientes). A
meédia de duragdo do tempo entre o inicio dos sintomas até a primeira internagéo
hospitalar foi de 07 dias, a ocorréncia de dispneia 08 dias, SRAG e ventilagcao
mecanica 09 dias e admissado em UTI 10,5 dias (figura 3) (Huang, et al., 2020).



Onset Admission
Dyspnoea
Acute respiratory
distress syndrome
Intensive care
unit admission
Days
7
< >
< >
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19

Figura 3 Linha do tempo dos casos de pacientes com COVID-19 desde o inicio da

doenga. Fonte: Huang, et al., 2020

Em um estudo de coorte retrospectivo realizado por Zhou e colaboradores

(2020) utilizando 191 pacientes hospitalizados na China, demonstrou o curso

clinico da doenga (figura 4) (Zhou, et al., 2020). Seus achados demonstram que

a dispneia ocorre por volta do sétimo dia em pacientes sobreviventes. A sepse

surge em torno do nono dia nos pacientes que sobreviveram e no décimo dia em

pacientes que nao sobreviveram. Os pacientes sao admitidos na UTI

aproximadamente no décimo segundo dia ap6s o inicio dos sintomas. Apds esse

periodo, o desenvolvimento de novas complicagdes, tais como lesdes cardiacas,

renais e até infec¢des secundarias podem levar os pacientes a 6bito (Zhou, et

al., 2020).

Survivors

Fever

Cough

Dyspnoea

1CU admission

SARS-CoV-2 RNA positive |
Daysafterillnessonset  Day1 Day2 Day3 Day4 Day5 Day6 Day7 Day8 Day9 Day10 Day1l Day12 Day13 Day14 Day15 Day16 Day17 Day18 Day19 Day20 Day21 Day22

Sepsis  ARDS Discharged

Non-survivors

Fever

Cough

Dyspnoea

1CU admission

Invasive ventilation

2
SARS-CoV-2 RNA positive |
Daysafterillnessonset Dayl Day2 Day3 Day4 DayS Day6 Day7 Day8 Day9 Day10 Dayll Dayl12 Day13 Day14 Day15 Day16 Day17 Day18 Day19 Day20

Sepsis ARDS T T Death
Secondary infection

Acute kidney injury
Acute cardiac injury

Figura 4 Curso clinico dos principais sintomas e evolugao clinica desde o inicio da doenga

em pacientes hospitalizados com COVID-19. Fonte: Zhou, et al., 2020
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1.3 Fatores de risco para prognéstico desfavoravel da COVID-19

Estudos epidemiologicos demonstram que a gravidade e morbidade da
COVID-19 se correlacionam com comorbidades pré-existentes nos pacientes e
que aparecem como fatores de risco para um pior progndstico, aumentando o
risco de infecgdes graves e morte (Alam MS, Czajkowsky DM., 2020; Ejaz H, et
al., 2020; Dessie ZG, Zewotir T., 2021). Os principais fatores de risco sédo os
cardiovasculares, além de diabetes mellitus, hipertensao e obesidade. Essas
comorbidades também estdo associadas com niveis basais aumentados de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (Delgado RL, Mesta F., 2020; Alam MS,
Czajkowsky DM., 2020; Damiano S, et al., 2020).

Diabetes mellitus (DM) se apresenta como um dos fatores de risco que
alteram a gravidade e a mortalidade da doenga em pacientes com COVID-19. A
relacao entre a COVID-19 e a diabetes foi explicada pelo aumento na expressao
da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2) (Choi JH, et al., 2022; Rajpal,
et al., 2020). DM2 é caracterizado por um estado de inflamagao crénico devido
a uma alteracdo no perfil de células reguladoras de células inflamatorias de perfil
TH1 e TH17, levando a uma piora no curso da infecgao viral, além de que, torna
os individuos mais vulneraveis a surtos na produg¢ao de citocinas, possibilitando

maiores complicagdes (Hodgson K, et al., 2015).

A hipertensao arterial sistémica (HAS) tem sido observada com maior
frequéncia em pacientes com COVID-19 grave do que aqueles que nao
apresentam a forma grave da doenca. Xiaochen li e colaboradores (2020)
relataram que a hipertensio, existente no momento da admissao na UTI, foi
significativamente associada com o desenvolvimento para a COVID-19 grave
(Xiaochen li, et al., 2020). O historico de hipertensdo arterial sistémica estava
presente em aproximadamente 15 a 30% dos pacientes internados (Zhou, et al.,
2020). Durante a pandemia, na regido da ltalia, quase 75% dos pacientes que
morreram apresentavam hipertensédo arterial (Kreutz, et al., 2020).

A obesidade se mostra como um fator de preocupacdo de saude no
mundo todo e tem sido considerado como fator de risco para diversas infeccdes
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incluindo pelo SARS-CoV-2 (Zhou Y et al., 2021). A obesidade demonstra ter
efeitos deletérios na imunidade do hospedeiro, assim como afetar a funcao
pulmonar de multiplas formas, desde mecénica (Dixon AE, Peters U., 2018) até
inflamatoria (Kawai T, Autieri MV, Scalia R., 2021), tornando esse individuo mais
propenso a sofrer com sintomas respiratorios até evoluir a insuficiéncia
respiratéria (Zhou Y et al., 2021; Yu W, et al., 2021).

E sabido que o SARS-CoV-2 afeta pessoas em todo o mundo. Além de
comorbidades como diabetes, hipertensédo e obesidade, outras condigées como
doencas renais, hepaticas e coinfecgdes estdo associadas a um maior risco de
infeccéo e piores progndsticos. Nesse contexto, € de extrema importancia que
individuos com comorbidades adotem medidas preventivas mais rigorosas para

proteger sua saude e bem-estar (Ejaz H, et al., 2020).

1.4 Resposta Imunolégica contra o SARS-CoV-2

A resposta imune inata é considerada como uma defesa critica contra o
SARS-CoV-2, pois se baseia em uma resposta inespecifica que se inicia através
da ativacao de receptores de reconhecimento de padrées (PRR) em macréfagos
e células dendriticas pela interacdo com padrbes moleculares associdados a
patégenos (PAMPs) induzindo ativagao de vias inflamatorias e respostas imunes
(Ma Z, et al., 2018). A eficacia de uma resposta inata contra o SARS-CoV-2 é
importante n&o apenas para se combater o virus logo no inicio da infecgao, mas
também para estruturar a base de uma resposta adaptativa mais vigorosa e
especifica. Alteracbes nesses processos estdo envolvidos com desequilibrio
imunologico e uma maior suscetibilidade do hospedeiro, desempenhando um
papel vital nos sintomas clinicos e na gravidade da doenga COVID-19 (Shafgat
A, etal., 2022).

As superficies mucosas sdo as primeiras barreiras de defesa contra o
SARS-CoV-2, sendo protegidas contra o virus por meio dos tecidos linfoides
associados a mucosa (MALT). Como descrito, o virus entra no corpo humano

inicialmente via trato respiratério e mucosa oral, nesses tecidos a IgA € o que
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Ihes concede protecéo inicial (Rizzo P, et al., 2020). SARS-CoV-2 utiliza a
proteina S (proteina spike) presente em seu envelope para se ligar a enzima
ECA2, sendo esta utilizada como receptor, possibilitando a sua entrada nas
células do hospedeiro e bloqueando a enzima (Mason, 2020). Uma vez
bloqueada, a enzima ECA2 n&o apresentara mais a sua atividade de clivagem
da bradicinina. Como consequéncia a bradicinina se acumula nos pulmdes e
induz a migragédo de neutrofilos, potencializando o dano tecidual causado pelo
aumento da producgéo de espécies reativas de oxigénio, levando a formacgao de
edema pulmonar e insuficiéncia respiratoria (Sodhi, et al., 2018). A redugao da
funcao fisiologica do ECA2 também resulta em casos agudos de hipertensao,

levando a disfungdo de multiplos orgéos (Zhang J, et al., 2020).

Células dendriticas, macrofagos e neutrofilos atuam como primeira linha
de defesa celular e iniciam a reacdo imune, sendo capazes de afetar o tipo de
resposta e sua intensidade (Li Q, et al., 2022). Essas células ativadas s&o
capazes de produzir diversas citocinas que desencadeiam uma cascata
inflamatoria que, através de uma regulagdo positiva da expressdo dessas
citocinas via NF-kB gera a tempestade de citocinas. Uma vez instalado, esse
cenario cria um ambiente repleto de espécies reativas de oxigénio geradas por
macréfagos e neutrofilos, o que induz ao estresse oxidativo. Esse estresse
oxidativo, por sua vez, é capaz de induzir a uma maior liberagdo de citocinas,
perpetuando esse ciclo que €& capaz de gerar danos teciduais

independentemente do virus (Cecchini & Cecchini AL., 2020).

A tempestade de citocinas € um achado comum em pacientes que
apresentam complicagdes decorrentes da infecgéo pelo SARS-CoV-2 (Tang XD,
et al., 2021). Ela se desenvolve a partir de uma resposta imune inadequada ao
virus, ndo sendo capaz de eliminar eficientemente as células infectadas.
Pacientes com COVID-19 apresentam niveis aumentados de diversas citocinas,
incluindo IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, CCL2 (MCP-1), TNF-a, IFN-y (Frisoni P, et al.,
2022). Sabe-se que a produgao excessiva dessas citocinas pro-inflamatorias
esta intrinsecamente relacionada com o quadro clinico do paciente, sendo esse
um fator preditor da gravidade da doenga devido a forte associacdo com a
faléncia de multiplos 6rgaos, podendo levar a morte (Tang XD, et al., 2021).
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1.5 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre moléculas
oxidantes e antioxidantes, sendo que nesse cenario temos um predominio das
oxidantes (Sies., 1985), ou, uma definicdo mais contemporanea, quando ocorre
falhas na sinalizag&o e controle das reagdes de oxidagao e reduc¢do (REDOX)
(Jones., 2006). As espécies pro-oxidantes sao divididas em radicalares, que s&o
moléculas que apresentam um elétron desemparelhado em sua camada de
valéncia, como o radical hidroxila (*OH) e o anion superdxido (O2") e nao
radicalares, como o peréxido de hidrogénio (H202) (Jones, 2008). Entretanto, as
moléculas antioxidantes, aquelas responsaveis por neutralizar as espécies
reativas, podem ser enzimaticas, como a Superoxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa Redutase (GSR), e
as nao enzimaticas, como as vitaminas E e C e a Glutationa reduzida (GSH)
(Moussa Z, et al., 2019).

Em quantidades moderadas, a geragao dessas espécies, que podem ser
de oxigénio ou de nitrogénio (ERN) é importante para o bom funcionamento do
organismo e de vias de sinalizacdo, como a via do fator de necrose tumoral a
(TNF-a) e a via do fator nuclear kappa B (NFkB), além de serem importantes
reguladores da proliferagcédo e sobrevivéncia celular. Porém, quando o equilibrio
redox € quebrado, essas espécies podem reagir com outras biomoléculas,
incluindo proteinas, lipidios, carboidratos, acidos nucléicos, intermediarios
metabalicos, entre outros (Reuter, et al., 2010). As mitocondrias sao as principais
fontes de espécies oxidantes em todos os tipos celulares de forma continua e
fisiologica. As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo formados a partir da
reducado parcial do oxigénio na cadeia transportadora de elétrons na geracéo de
ATP, durante processos de apoptose, e também pela atividade de algumas
enzimas como xantina oxidase, NADPH oxidase e as pertencentes ao citocromo
P450 (Musatov A., 2012). Reagindo com o DNA nuclear ou mitocondrial, ocorre
a formagao de 8-oxoguanina (8-oxoG) (Lushchak VI., 2014), além de mutagdes
ocasionado por quebras no DNA (Cadet J, et al., 2017). O malondialdeido (MDA)
€ um produto comumente encontrado a partir da oxidacdo de lipideos de

membrana. A sua formacéo indica perda da integridade e da permeabilidade da
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membrana plasmatica. Ja a oxidagao de lipoproteinas do sangue pode acelerar
a progressao da aterosclerose (Yuan T, et al., 2019).

As moléculas antioxidantes desempenham um papel crucial na
prevencgao, retardamento e inibicdo do dano oxidativo. Seu objetivo ndo é
eliminar completamente os oxidante, mas sim manté-los em niveis fisiologicos
que nao sejam prejuciais ao organismo (Moussa Z, et al., 2019). A SOD ¢ a
primeira linha de defesa do organismo contra radicais livres de oxigénio, estando
presente em todas as células do corpo humano. Se apresenta com 3 isoformas,
com diferentes ions metalicos que sdo necessarios para a sua fungao catalitica:
A SOD Cu/Zn (Cu/ZnSOD ou SOD1) se apresentam no citoplasmatica, a SOD
manganés (MnSOD ou SODZ2) esta presente nas mitocondrias e a SOD
extracelular (ecSOD ou SOD3) (Miller., 2012; Qin Z, et al., 2008; Miao L, St Clair
DK, 2009). Atuando por mecanismos iguais, sdo capazes de reagir com 0 anion
superoxido, convertendo em peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular (Figura
5 (1)). Na presenca de ferro, esse peroxido de hidrogénio, pode vir a formar
radicais hidroxila que € extremamente toxico e que ndo possuem um mecanismo
enzimatico no organismo para a defesa dessas espécies (Cecchini & Cecchini
AL., 2020; Lushchak VI, 2014). Dessa forma, evitar a formagao dessas espécies
se torna a forma de protecdo mais eficiente possivel. A Catalase, enzima
presente no citosol e peroxissomos, utiliza de NADPH para converter H,O2 em
agua e oxigénio (Figura 5 (2)) (Vasconcelos, et al., 2007).

SOD
O+ 02"+ 2H ———» 02+ Hz202 1
catalase

2H202 @ ——» 2H20+0z 2
Figura 5 Reagbes quimicas realizadas pela superoxido dismutase (1) e pela Catalase (2).

Fonte: Lushchak VI, 2014

Outra enzima envolvida na conversao de H2O> em agua e oxigénio € a
Glutationa peroxidase, sendo abundante principalmente nas hemacias e
hepatacitos (Huber, Aimeida., 2008). A glutationa se apresenta em duas formas,
reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). Para que se ocorra a degradagao de H20»,
€ necessario a que a glutationa peroxidase converta a forma reduzida para a
forma oxidada da glutationa, e o processo reverso € realizado pela glutationa
redutase (Figura 6) (Moussa Z, et al., 2019). Utilizando de NADPH como

substrato para converter GSSG em GSH, a glutationa redutase realiza processo
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fundamental que se estabelecer a manutencdo das defesas antioxidantes
(Figura 6), uma vez que a formacao de GSSG ocorre apos a exposigao da GSH

a um agente oxidante (Deponte, M., 2013).

cO; 0
H,0, . GSH-Px _2H20 ¥D2 E
HHNTTN (U\N/\COE
H
o)
2GSH 7—T>Go :
O 5/8 H
O  H0; *HSNYVU\N/_\H/N\/COE
CO; H o
‘>_90R< GSSG
NADP+ NADPH+ H+

Figura 6 Ciclo catalitico da glutationa, demonstrando a conversao de sua forma reduzida
(GSH) para a forma oxidada (GSSG), pelas enzimas glutationa peroxidase (GSH-px) ou
glutationa oxidase (GO), e sua redugao de GSH a GSSG pela enzima glutationa redutase (GR).
Fonte: Huber e Almeida, 2008

1.6 Estresse oxidativo e COVID-19

Estudos evidenciam que os parametros oxidativos podem sinalizar a
gravidade da doenga (Suhail S, et al., 2020; Chernyak et al., 2020; Gain C, et
al., 2023). Muhammad e colaboradores (2021) demonstraram que pacientes com
COVID-19 apresentam altos niveis de ERO, juntamente com menores niveis de

antioxidantes, ocasionando em aumento de estresse oxidativo sistémico
(Muhammad Y, et al., 2021).

Processos infecciosos e inflamatoérios sdo capazes de induzir um estado
de hiperdxia que, consequentemente, leva a um aumento na producédo de ERO
nas mitocéndrias, e se tratando de uma infec¢ao pelo virus SARS-CoV-2 que &
capaz de infectar células com grande numero de mitocéndrias, como os
pneumacitos tipo Il, a quantidade de ERO geradas tende a ser elevada,
prejudicando ainda mais o quadro desses pacientes (Chernyak et al., 2020).

Um mecanismo fundamental adicional que pode contribuir para a geragao
de ERO (incluindo O2~ e H202) em individuos afetados pelo COVID-19 é a
ativacdo da enzima Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato (NADPH)
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oxidase (NOX). A Nox é responsavel por catalisar a transferéncia de elétrons do
NADPH para o oxigénio molecular, gerando O2~, que pela agdo da SOD, sera
convertido em H20: (Cardenas-Rodriguez N, et al., 2021). A isoforma 2 (NOX-2)
foi superexpressa em pacientes hospitalizados com COVID-19 e foi associada
ao aumento do estresse oxidativo (EO) (Violi F, et al., 2020).

Apos infectado, os neutrdéfilos sdo os primeiros a responder de modo que
extravassem rapidamente da corrente sanguinea para os tecidos solidos,
fornecendo uma forte linha de defesa contra os agentes invasores (Vorobjeva
NV, Chernyak BV., 2020). De acordo com Lage e colaboradores (2022), ha uma
associagao positiva entre os niveis de neutréfilos e a gravidade da COVID-19,
uma vez que pacientes com estado moderado-grave da doenga apresentavam
uma contagem mais elevada dessas células (Lage, et al., 2022). Um estudo
conduzido por Jianhong Fu e colaboradores (2020), demonstrou que uma alta
relagcéo entre neutrofilos para linfocitos (NLR) foi um preditor de mau progndstico,
mesmo nos momentos iniciais da doenca. NLR foi associado com niveis muito
mais altos de producdo de ERO, levando a um maior desenvolvimento da forma
grave da doenga devido a danos teciduais e complicagdes tromboticas (Laforge,
et al., 2020; DiNicolantonio JJ, McCarty M., 2020). Além do burst respiratério,
neutréfilos utilizam de degranulagdo, fagocitose e liberagdo de armadilhas
extracelulares (NETs) para combater os patogenos. Esse efeito é mais
proeminente em bactérias, mas podem contribuir para a imunidade antiviral
(McKenna, et al., 2022).

O estresse oxidativo que se instala é capaz de agir na membrana
plasmatica de eritrécitos gerando alteracdes (Effenberger-Neidnicht, K.,
Hartmann, M., 2018) que, associada a outros fatores, levam a hemdlise em
pacientes com COVID-19, aumentando os niveis de hemoglobina livre e
grupamento heme, sendo posteriormente degradado pela heme oxigenase (OH-
1) gerando ferro livre (Su WL et al., 2021). Segundo Oliveira e colaboradores
(2017), ha evidéncias de que os eritrocitos alterados a partir de ERO produzidas
durante processos inflamatérios sao fagocitados por macréfagos e
palimorfonucleares (PMNs). Quando essas células s&do ativadas, elas liberam
mais ERO, gerando um ciclo vicioso e continuo de produgao dessas substancias
(Oliveira, et al., 2017).
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O excesso de perdxido de hidrogénio gerado durante o estresse oxidativo
aumentado, em associagao com o ferro (Il) que foi gerado a partir da redugéo do
ferro (Ill) pelo radical anion superoxido, sera convertido em radical hidroxila via
reacao de Fenton (Henkel, Ralf. 2010). Esse radical € extremamente toxico para
proteinas e membranas celulares, levando as células a morte por apoptose ou
necrose (Shi X, et al., 2012). Além disso, o ferro Ill e suas espécies hidroliticas
séo capazes de interagir com o fibrinogénio e/ou fibrina alterando sua morfologia
e propriedades, induzindo a formagédo de coagulos insoluveis resistentes a
degradacgéo enzimatica (Jankun J, et al., 2014). Esses processos se encontram
envolvidos com graves danos ao tecido pulmonar e ocasionando o agravamento
da doenca, mesmo em momentos onde o SARS-CoV-2 ndo é mais detectavel
no organismo (Cao, X., 2020).

A replicacédo viral na COVID-19 é favorecida pela diminuigdo das defesas
antioxidantes, o que agrava a doenga (Delgado RL, Mesta F., 2020). Olagnier e
colaboradores (2020) demonstraram que o SARS-CoV-2 tem como alvo a via de
Nrf2, conseguindo suprimi-la (Olagnier, et al., 2020). Como resultado, temos uma
reducdo do estado antioxidante, devido a inibicdo da expressdo de genes
relacionados a enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e GPX (Tsermpini EE,
et al., 2022). ERO regulam positivamente o inflamassoma NLRP3, acionado por
NF-xB, para produzir citocinas inflamatodrias, as quais irdo induzir o estresse
oxidativo, esse ciclo ira se retroalimentar, fazendo com que as ERO aumentem
os niveis de citocinas e as citocinas aumentam os niveis de espécies reativas
(Ebrahimi, et al., 2021).

Cavalcanti e colaboradores (2022) demonstram que a atividade da enzima
catalase estava reduzida em pacientes com COVID-19 falecidos e nos
acometidos que se recuperaram da doenga em comparagdo com O grupo
controle (Cavalcanti LF, et al., 2022). Esses resultados s&o consistentes com um
estudo anterior de Muhammad et al. (2021), que também relatou uma diminuigc&o
na atividade da catalase em pacientes com COVID-19. Além dessa enzima,
alguns oligoelementos antioxidantes como manganés, zinco, selénio e cobre

também estavam reduzidos (Muhammad Y, et al., 2021).
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O papel do GSH como agente redutor relacionado as ERO tem sido
amplamente estudado em fungéo de suas vantagens no organismo, incluindo a
atuagao como fator antiviral e no manejo de pacientes com COVID-19 (Khanfar
A, Al Qaroot B., 2020; Guloyan V, et al., 2020). A presencga de niveis elevados
de GSH pode melhorar a capacidade de resposta do individuo a infec¢des virais,
protegendo as células imunologicas do hospedeiro por meio de seu mecanismo
antioxidante e contribuindo para a fungdo adequada de diversas células,
incluindo as do sistema imunolégico (Forman HJ, Zhang H, Rinna A., 2009).
Estudos demonstraram que pacientes com COVID-19 em estado moderado ou
grave apresentaram niveis mais baixos de GSH, além de niveis mais elevados
de ERO e status redox aumentado (razdo ERO/GSH) quando comparados a
pacientes com a doencga leve (Sestili P, Fimognari C., 2020; Polonikov A.,
2020; Jaiswal N, Bhatnagar M, Shah H., 2020; Jorge-Aaron RM, Rosa-

Ester MP., 2020).

Os resultados dos estudos de Muhammad e colaboradores (2021)
indicam que os pacientes com COVID-19 apresentam niveis inferiores de GSH,
GPx, catalase e SOD plasmatico em comparacdo com individuos saudaveis
(Muhammad Y, et al.,, 2021). De modo similar, Dworzanski e colaboradores
(2020), observaram atividades reduzidas de SOD e GPx em pacientes com virus
Epstein-Barr em um estudo correlato (Dworzanski J, et al., 2020). Além disso, as
concentragbes plasmaticas de oligoelementos antioxidantes, incluindo
manganés, zinco, selénio, cobre e cromo, foram avaliadas em pacientes com
COVID-19 em comparagado com individuos controle. Constatou-se que os niveis
plasmaticos desses oligoelementos foram significativamente menores nos
pacientes com COVID-19 (Muhammad Y, et al.,, 2021). A deficiéncia desses
oligoelementos compromete tanto a resposta imune quanto a atividade
antioxidante, resultando em um agravamento na severidade da condi¢do dos
pacientes que apresentem a da doenga (Zhang J, et al., 2020; Kardos J, et al.,
2018; Taheri M, et al., 2021)
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2 JUSTIFICATIVA

A pandemia da COVID-19 que ja consta com mais de 6,5 milhdes de
Obitos ao redor do mundo tem deixando grandes ensinamentos para toda a
humanidade. A compreensdo sobre mecanismos de infecgdo, patogénese,
prevencgao e tratamentos vem se tornando cada vez mais claros. Abranger os
conhecimentos sobre as particularidades que tornam essa doencga tdo complexa
pode ser o caminho para tratamentos mais eficazes. A avaliagdo de diversos
parametros clinicos associados ao tempo de internacio e ao estresse oxidativo
em concomitancia pode trazer novas perspectivas sobre a COVID-19. Por este
motivo, o presente trabalho avaliou estes parametros para enriquecer os

conhecimentos sobre a evolugdo COVID-19.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer as particularidades clinicas, laboratoriais e de estresse
oxidativo em duas coortes de pacientes adultos com diferentes periodos de
internagdo na UTI do Hospital Universitario da Universidade Estadual de
Londrina, apresentando quadro de COVID-19 durante o periodo de 10 de julho
de 2020 a 10 de janeiro de 2021, e correlacionar com o desfecho clinico para
alta ou obito.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Anadlise de parédmetros oxidativos em eritrécitos e no plasma de
pacientes internados em UTI com COVID-19.

3.2.2 Correlacionar a presenga de comorbidades com o desfecho clinico
dos pacientes internados em UTI com COVID-19.

3.2.3 Analise dos dados hematimétricos e parametros bioquimicos dos
pacientes internados em UTI com COVID-19.

3.2.4 Comparagédo do perfil de leucécitos e o desfecho clinico dos
pacientes internados em UTI com COVID-19.
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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 produgéo de um artigo cientifico que
sera submetido para publicagdo na revista internacional Free Radicals Biology
and medicine (Fator de impacto: 6.170) A1, e intitula-se: “Time spent in the ICU

is determinant for the outcome for death or discharge of patients with COVID-19".
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5 CONCLUSAO

Este estudo investigou o tempo de permanéncia em UTI como
determinante no desfecho para [0bito ou alta de pacientes com COVID-19.
Nossos resultados indicam que a presencga de comorbidades esta associada a
uma maior taxa de mortalidade. Além disso, pacientes com maior tempo de
internagdo apresentaram niveis mais elevados de Ureia e Creatinina. Os
parametros hematoldgicos revelaram que o tempo de internagao se correlaciona
com os piores casos de anemia. Além disso, observou-se que os parametros de
estresse oxidativo estdo alterados de acordo com o tempo de inter¢cdo. Essas
descobertas destacam a importéncia da gestdo adequada de comorbidades,
monitoramento renal e hematoldgico, além da atengao ao estresse oxidativo em

pacientes com COVID-19 internados em UTI
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste estudo revelam a complexidade da COVID-19. As
descobertas destacaram uma relagao significativa entre a duragao da internagéo
hospitalar e alteragdes nos parametros hematoldégicos marcadores de les&o
renal e de estresse oxidativo. Esses parametros s&o indicadores cruciais da
progressao da doenga. Portanto, essas observagdes reforcam a importancia de
monitorar de perto esses indicadores durante a internagao hospitalar para avaliar
a evolugdo do quadro clinico dos pacientes. Compreender essas relagdes
contribui para uma abordagem mais abrangente e personalizada no tratamento
da COVID-19, buscando otimizar os cuidados e melhorar os desfechos dos
pacientes afetados pela doenca.
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RESUMO

A COVID-19 é uma doenga complexa que afeta o sistema imunolégico,
causando respostas inflamatorias, estresse oxidativo e danos teciduais. A
exacerbacao do estresse oxidativo € uma das principais causas de complica¢des
da doenca. Nosso estudo visou estabelecer as particularidades clinicas,
laboratoriais e de estresse oxidativo em duas coortes de pacientes em tempos
diferentes de internacdo em UTI do Hospital Universitario da Universidade
Estadual de Londrina, apresentando quadro de COVID-19 durante os anos de
2020 e 2021, e relacionar com o desfecho clinico. Amostras de sangue foram
coletadas de 160 pacientes internados em UTI e foram divididos em dois grupos
(grupo A = Até 21 dias de internagéo, grupo B = Mais de 21 dias de internagao).
Dados clinicos e demograficos foram obtidos a partir dos prontuarios eletrénicos.
Para avaliar o estresse oxidativo, atividade das enzimas antioxidantes glutationa
reduzida (GSH); Catalase (CAT) e Superoxido Dismutase (SOD); formacgéo de
hidroperoxidos de membrana e malondialdeido (MDA) foram medidos. O grupo
B apresentou uma redugdo em parametros hematimétricos. Ambos os grupos
apresentaram aumentos acentuados nos niveis de Uréia e Creatinina, sendo que
o grupo B apresentou niveis significativamente maiores. Os niveis de GSH
estavam aumentados no grupo B, assim como marcadores de lipoperoxidagao.
Observamos um predominio de 6bito em ambos os grupos (67,7% no grupo A e
53,8% no grupo B). Comorbidades como hipertensdo arterial sistémica (HAS),
diabetes mellitus (DM), obesidade e doencga renal foram as mais prevalentes e
associadas a um maior numero de ébitos em ambos os grupos. Demonstramos
que o periodo de internacdo esta diretamente relacionado a alteragdes em
parametros hematimétricos, de lesdo renal e com marcadores de estresse
oxidativo. Além disso, a presenca das comorbidades mencionadas

anteriormente leva os pacientes a terem um desfecho mais grave da doenca.

Palavras-chaves: COVID-19. Estresse Oxidativo. Marcadores hematologicos e

bioquimicos.
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INTRODUGAO

A COVID-19 (Corona Virus Disease 19) € uma doenga infecciosa
respiratoria causada pelo SARS-CoV-2 (coronavirus 2 da sindrome respiratoria
aguda grave). Até meados de junho de 2023, ja eram mais de 767 milhdes de
casos confirmados segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), com mais
de 37 milhdes de casos, apresentando mais de 698 mil obtos (WHO, 2022;
Brasil, Ministério da Saude., 2022). A maioria dos pacientes apresentam
sintomas leves ou sdo assintomaticos, porém cerca de 20% desenvolvem
pneumonia critica, necessitando de hospitalizacdo (Tsai PH, et al., 2021). A
doenga pode evoluir rapidamente para faléncia de multiplos 6rgaos em sintomas
graves como dispneia, hipoxemia, sindrome respiratoria aguda grave (SRAG),
choque séptico e disfungado da coagulagéo. Esses casos requerem cuidados em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) (Cecchini & Cecchini AL., 2020).

Parametros clinicos e laboratoriais apresentam grande importéncia para
analisar o desfecho de pacientes internados em UTI. Zanella e colaboradores
(2021) demonstraram que durante toda a permanéncia de pacientes em UTI, os
valores diarios dos parametros clinicos e bioquimicos refletiram disfungdo aguda
pulmonar, hepatica e renal, desequilibrio acido-base, comprometimento da
coagulagao e inflamagao sistémica, os quais foram indicativos da sobrevida
subsequente do paciente (Zanella, et al., 2021).

A resposta inata € importante no combate ao SARS-CoV-2 no inicio da
infeccdo. Mudancgas nesses processos podem levar a desequilibrio imunoloégico,
aumentando a suscetibilidade do hospedeiro e influenciando a gravidade da
COVID-19 (Shafgat A, et al., 2022). Células dendriticas, macréfagos e neutrofilos
produzem citocinas que geram uma cascata inflamatéria via NF-kB, resultando
na tempestade de citocinas (Li Q, et al., 2022). O estresse oxidativo induzido por
essas células cria uma explosdo respiratéria que pode danificar tecidos
independentemente do virus (Cecchini & Cecchini AL., 2020).

O estresse oxidativo € capaz de agir na membrana plasmatica de
eritrocitos gerando alteragdes que levam a hemolise em pacientes com COVID-
19 (Effenberger-Neidnicht, K., Hartmann, M., 2018). Oliveira e colaboradores
(2017) forneceram evidéncias de que esses eritrocitos alterados sao fagocitados
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por macrofagos e PMN que quando ativadas, irdo liberar mais espécies reativas
de oxigénio (ERO) gerando assim um ciclo que permite que a produ¢do de ERO
seja continua (Oliveira YP, et al., 2017). Olagnier e colaboradores demonstraram
que o SARS-CoV-2 tem como alvo a via de Nrf2, conseguindo suprimi-la, tendo
como resultado a redug¢ao do estado antioxidante por inibir a expressao de genes
relacionados a enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e GPX (Olagnier, et al.,
2020; Tsermpini EE, et al., 2022).

Fatores de risco cardiovascular como diabetes mellitus, hipertensao e
obesidade se associam com pior prognostico e internagdo em UTI. Essas
comorbidades também est&do relacionadas com niveis basais aumentados de
ERO (Delgado RL, Mesta F., 2020; Alam MS, Czajkowsky DM., 2020; Damiano
S, et al., 2020). Aléem disso, complicagdes trombdticas se apresentam de forma
mais acentuada na infeccdo pelo SARS-CoV-2, como embolia pulmonar e

acidente vascular sistémico, podendo ser fatais (Shade JK, et al., 2022).

Estudos demonstram que pacientes que com Doenga Renal Crdnica
(DCR) apresentam um comprometimento da resposta imune inata, estado pro-
inflamatorio do organismo e disfungao vascular (Ando, et al., 2006; Syed-Ahmed,
Maaz; Narayanan, Mohanram., 2019). Além disso, esses pacientes se
encontram mais susceptiveis a doenca critica, ocasionando em faléncia multipla

de 6rgaos, trombose e resposta inflamatoria aumentada (Flythe JE, et al., 2021).

Nosso estudo visou estabelecer as particularidades clinicas, laboratoriais
e de estresse oxidativo em duas coortes de pacientes adultos ndo vacinados
com COVID-19 com diferentes periodos de internacdo em UTI do Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina, durante os anos de 2020 e
2021, e relacionar com o desfecho clinico.

MATERIAIS E METODOS

Desenho experimental

Para este estudo, foram selecionados 160 pacientes adultos (acima de 18
anos) diagnosticados com COVID-19 e ndo vacinados, que realizaram mais de
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uma coleta sanguinea e exames laboratoriais. A presenca de comorbidades foi
analisada retrospectivamente para todos os pacientes recrutados, apos a sua
inclusdo no estudo, e n&o foi utilizado como critério de exclusdo ou incluséo.
Esses pacientes estavam internados na UTIl do Hospital Universitario de
Londrina (HU), pertencente a Universidade Estadual de Londrina/PR, 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 familiares assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Os participantes foram divididos em dois grupos com base
no tempo de internagdo, sendo grupo A os pacientes que permaneceram até 21
dias internados (A; n=144) e B os pacientes que ficaram mais de 21 dias
internados (B; n=16).

As amostras foram obtidas do sangue periférico por puncéo arterial na
rotina de analise de gasometria arterial e por pungdo venosa na analise do
hemograma e outros parédmetros hematimétricos dos pacientes internados na
Unidade Terapia Intensiva (UTI) no Hospital Universitario de Londrina (HU/UEL).
ApoOs serem usadas para rotina laboratorial, estas foram armazenadas e
transportadas ao laboratério de Fisiopatologia e Radicais Livres da Universidade
de Londrina (UEL). As amostras sanguineas foram utilizadas para analise de
parametros de estresse oxidativo. Dados clinicos, indices hematimétricos,
bioquimicos, gasometria 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.

Coleta de Amostras

As amostras de sangue foram coletadas diretamente no laboratéorio de
Hematologia e Bioquimica do HU/UEL. Tubos de heparina e EDTA foram obtidas
dos pacientes internados em UTI, sempre na primeira semana de internacéo,
seguidas por coletas em dias alternados até a alta ou 6bito dos pacientes. Os
tubos foram centrifugados a 3500 rpm por 5 minutos a 4°C para obtencéo de
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eritrocitos, plasma, soro. Os eritrocitos foram lavados 3 vezes com 1mL de
solugéo de cloreto de sddio a 0,9% e centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos a
4°C. Em seguida, os eritrocitos foram armazenados em solugao de Alsever por
no maximo 7 dias a uma temperatura controlada de 10°C, a fim de preservar sua
integridade para a analise da atividade de Glutationa reduzida (GSH), Catalase
(CAT), Superdxido Dismutase (SOD) e os niveis de hidroperdxidos de
membrana. Plasma e soro foram armazenadas em freezer -20°C por até 6 meses

para posterior analise dos niveis de citocinas e malondialdeido (MDA).

Parametros de estresse oxidativo sistémico

A proteina total foi medida para expressar os resultados da atividade da
GSH, CAT, SOD, Lipoperoxidagao de membrana induzida por Terc-Butil. 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 concentracbes das amostras foram
determinadas (mg), utilizando albumina sérica bovina para a curva de
concentracdo padrao e a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 660 nm
(Shimadzu UV-1650 PC) (Lowry, 1951 modificado por Miller, 1959).

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada de acordo com o
meétodo descrito por AEBI (1984), que se baseia na decomposi¢cédo do peroxido
de hidrogénio diretamente relacionado a sua absor¢do em 240 nm
espectrofotometro UV-1650 PC UV-vis (Shimadzu, Kyoto, Japao). As hemacias
foram diluidas 1:80 em agua destilada e diferentes volumes foram incubados em
um sistema incluindo 1 M de tampao TRIS e 200 mM de solugdo de H202. Os
resultados foram expressos em valores de absorbancia por minuto por mililitro
de amostra (Vabs min-1 ml-1). A concentragao da enzima superoxido dismutase
(SOD) foi medida pelo método descrito por Marklund & Marklund (1974) em
eritrocitos, baseado na inibicdo da auto-oxidagdo do pirogalol. A reacéo foi
medida em espectrofotdbmetro com leitura cinética a 420nm UV-1650 PC UV-vis

(Shimadzu, Kyoto, Japao) a 37° graus Celsius, com tampao TRIS 1 M, pirogalol
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e agua. Os resultados foram expressos em U SOD/gPT. A concentragao de
GSH foi determinado nos eritrocitos acordo com Tietze (1968) em

espectrofotobmetro a 412 nm.

A lipoperoxidagao foi determinada por quimiluminescéncia de acordo com
Gonzalez-Flecha et al (1991), com base na oxidac&o de fosfolipidios presentes
na membrana eritrocitaria induzida por Terc-Butil hidroperdxido, a reagado €
avaliada em tempo real por 40 minutos. Os eritrocitos foram diluidos 1:1200 em
tampao fosfato monobasico 10 mM, pH 7,4 NaCl 0,9%. A reagao foi iniciada com
adicgdo do Terc-Buti e a curva analisados no Ilumindbmetro (Berthols
Technologies; Lumat 3; LB 9508) e os resultados foram expressos pico de

emissao, velocidade e area sob a curva.

A quantidade de MDA, um produto da peroxidagao lipidica, foi
determinado seguindo a técnica descrita por Victorino et al. (2013) em um
cromatografo liquido de alta performance (HPLC-Shimadzu 20AT). As leituras
foram feitas a 535 nm, durante 11 minutos de corrida, com vazdo de 0,8
mL/minuto, e os resultados foram expressos em nM de MDA.

Analise hematimétrica, leucograma, bioquimica e de gasometria arterial

Para analise de dados hematimétricos, leucograma, resultados
bioquimicos e gasometria arterial, foi utilizada uma abordagem de dados obtidos
a partir de amostras de sangue colhidas através de pungéo venosa e arterial,
onde os resultados foram analisados a partir do prontuario desses pacientes
disponiveis no sistema HU/UEL. As analises hematimétrica, incluindo
hemograma e leucograma, foram utilizados para avaliar as possiveis alteragdes
na composi¢cdo sanguinea dos pacientes e sal relacdo com as caracteristicas
clinicas e patologicas. Parametros bioquimicos auxiliaram na avaliacdo da
funcdo hepatica, renal, desequilibrios eletroliticos, estado nutricional e
inflamatorio. A gasometria arterial foi realizada para a avaliagdo do equilibrio

acido-base e da funcao respiratdria dos pacientes.
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Além disso, foram coletadas informagdes detalhadas sobre as
caracteristicas demograficas, clinicas e patolégicas dos pacientes por meio de

analise de prontuarios disponiveis no sistema HU/UEL.

Andlise 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 parédmetros 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 comparagao estatistica entre os grupos o t-test de student
foi utilizado para dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney para os dados
nao paramétricos. Dados n&o paramétricos sao expressos por medianas. Para
todas as analises foi adotado um valor de p<0.05 para ser considerado

estatisticamente relevante.
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RESULTADOS

Os dados apresentados nas tabelas abaixo foram obtidos a partir de
diversos periodos da internacdo dos pacientes e foram organizados em dois
grupos. O grupo A consiste em pacientes que ficaram internados por até 21 dias,
totalizando um total de 144 pacientes. Ja o grupo B é composto por pacientes

que ficaram internados por mais de 21 dias, totalizando 16 pacientes.

As tabelas 1 e 2 apresentam as caracteristicas demograficas, clinicas e
patoldgicas apresentadas pelos pacientes do estudo. Na tabela 1 demonstra
quantidade e porcentagem de pacientes que apresentam determinada
comorbidade e se ela se correlaciona com o periodo de internagao, onde apenas
a doencga renal se apresentou significativamente correlacionada com o periodo
de internacédo. E na tabela 2, apresenta-se a quantidade de pacientes que tinham
determinada comorbidade em cada grupo e se esses pacientes tiveram alta ou

vieram a obito.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas, clinicas e patoldgicas entre os

grupos.
Grupo A Grupo B
N = 144 N=16 P valor
Idade MédiatSD  56,5+12,7 62,4+14.6 0,085
Masculino 85 60,1% 1 76,9%
Sexo Feminino 59 39.9% 5 231% 0,375
Alta 47 32,3% 6 46,2%
Desfecho Obito 97 67.7% 10 53.8% 0,308
Sim 75 55,7% 8 46,2%
HAS N30 69 44.3% 8 53.8% 0,506
Sim 57 38,0% 4 38,5%
DM NZo 97 62.0% 12 61.5% 0,972
. Sim 62 37.2% 13 84,6%
Obesidade N30 82 62.8% 3 15.4% 0,141
. Sim 59 37,3% 10 46,2%
D.Cardiovascular NZo 85 62.7% 6 53.8% 0,529
Sim 11 7,0% 4 30,8% .
D.Renal N&o 133 93.0% 12 69.2% 0,017
o Sim 16 10,1% 0 7.7%
D.Respiratoria N&o 128 89.9% 16 92,3% 0,621
R Sim 3 1,9% 1 0,0%
Céncer NZo 141 98.1% 15 100,0% 0788
o Sim 12 7.6% 0 46,2%
Hipotireoidismo NZo 132 92.4% 16 53.8% 0,656
o Sim 1 1,3% 0 0,0%
Hipertireoidismo NZo 143 98.7% 16 100,0% 0,853
) Sim 1 1,3% 0 0,0%
Depressao Nzo 143 98,7% 16 100,0% 0,853
Sim 4 2,5% 0 0,0%
D. Autolmune Nzo 140 97,5% 16 100,0% 0,727
Tabagista 12 8,0% 1 0,0%
Tabagismo Ex-Tabagista 21 17,5% 1 7,7% 0,090
Nzo 111 74.5% 14 92,3%

A: Pacientes com até 21 dias de internacao; B: Pacientes com mais de 21 dias de internagao;
SD: Desvio padrao; HAS: Hipertensao arterial sistémica; DM: Diabetes Mellitus; D.
Cardiovascular: Doenca cardiovascular; D. Renal: Doencga renal; D. Respiratéria: Doenca
respiratéria; D. Autolmune: Doenga Autoimune; estatisticamente considerado significativo p-

valor <0.05*.
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Tabela 2. Distribuicao das comorbidades e desfecho em pacientes adultos
nao vacinados com COVID-19 internados por menos e mais de 21 dias

Grupo A Grupo B

Comorbidades N Alta Obito N Alta Obito
HAS 75 13 62 8 4 4
DM 57 15 42 4 1 3
Obesidade 62 18 44 13 6 7
D.Cardiovascular 59 16 43 10 4 6
D.Renal 11 1 10 4 2 2
D. Respiratoria 16 9 7 0 0 0
Cancer 3 0 3 1 1 0
Hipotireoidismo 12 3 9 0 0 0
Hipertireoidismo 1 0 1 0 0 0
Depressao 1 1 0 0 0 0
D. Autoimune 4 2 2 0 0 0
Tabagista 12 2 10 1 0 1
Ex-Tabagista 21 11 10 1 0 1

A: Pacientes com até 21 dias de internacao; B: Pacientes com mais de 21 dias de internagao;
HAS: Hipertenséo arterial sistémica; DM: Diabetes Mellitus; D. Cardiovascular: Doenga
cardiovascular; D. Renal: Doenga renal; D. Respiratéria: Doenga respiratoria; D. Autoimune:
Doenca Autoimune.

A tabela 3 apresenta os dados hematimétricos, nos quais foram
observadas diferengas estatisticas significativas entre os dois grupos nos
parametros de hemacias, hemoglobina, hematocrito e CHCM. Enquanto os
niveis de CHCM est&o dentro dos valores de referéncia, os valores de hemacias,
hemoglobina e o hematdcrito estdo abaixo dos niveis de referéncia, sendo ainda
mais baixos no grupo B em comparagdo ao grupo A. Ambos 0s grupos
apresentam anemia, porém o grupo A exibe um quadro leve, enquanto o grupo

B apresenta um quadro anémico moderado a grave. Ao analisar as
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caracteristicas das hemacias com base no volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), observa-se que esses parametros estao dentro dos

valores de referéncia, indicando a normalidade dessas caracteristicas.

Tabela 3. Comparagdo da média dos valores hematimétricos entre os
grupos A e B de pacientes nao vacinados com COVID-19 internados por menos

e mais de 21 dias.

ﬁrgp&ﬁ Erro padréo (f\lruzpfl)BB Erro padréo P valor

Hemacias (4,3a 5,7 3,77 0,04 2,81 0,03 <0,05

milhdes/uL)

Hemo197|f>5bi§;1/383,5 a 11,46 0,18 8,07 0,85 <0,05
Hematggg;g (38a 34,16 1,21 24,90 1,01 <0,05
VCM (80 a 100fL) 90,06 2,76 92,12 2,31 0,17
HCM (26 a 34 pg) 29,92 0,18 29,13 0,23 0,66

CHCM (31 a 35 g/dL) 33,14 0,06 32,68 0,23 <0,05
RDW (10 a 16%) 14,54 0,16 15,20 0,51 0,22

A: Pacientes com até 21 dias de internagao; B: Pacientes com mais de 21 dias de internacgao;
VCM: Volume corpuscular médio; HCM: Hemoglobina corpuscular média; CHCM: Concentragao
de hemoglobina corpuscular média; RDW: Red cell Distribution Width; uL: Microlitro; g/dL:
Gramas por decilitro; fL: Fentolitro; pg: Picogramas. Estatisticamente considerado significativo p-

valor <0.05.

Os resultados referentes ao leucograma e plaquetograma estéo
demonstrados na tabela 4. Esses parametros ndo demonstraram diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos, todavia, é possivel notar que
0os niveis de leucdcitos totais estdo aumentados em ambos os grupos em
comparagao com os valores de referéncia, sendo esse aumento mais acentuado
no grupo B. Niveis de linfocitos estdo um pouco abaixo da normalidade em

ambos 0s grupos.
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Tabela 4. Comparagdo da média dos valores de leucograma e
plaquetograma entre os grupos A e B de pacientes ndo vacinados com COVID-

19 internados por menos e mais de 21 dias: Analise de diferencas significativas.

Grupo A Errc~> Grupo B Errc~> P valor

N =144 padrao N=16 padrao
Leucécitos (4000 a 10000 pL) 12802 17417 16409 1814,20 0,0575
Neutrofilos (2000 a 7500 pL) 7428 102,60 7207 97,40 0,3524
Linfocitos (1000 a 2900 L) 841,30 40,35 844,40 94,70 0,6797
Mondcitos (200 a 800 pL) 522,90 0,18 557,50 0,94 0,9616
Plaquetas (150 a 400 mil/pL) 257,80 9,38 297,80 21,56 0,4147

A: Pacientes com até 21 dias de internagao; B: Pacientes com mais de 21 dias de internacgao;
ML: Microlitro; mil/uL: Mililitro por microlitro. Estatisticamente considerado significativo p-valor
<0.05.

Dados relacionados com as provas bioquimicas estao apresentados na
tabela 5. Diferengas significativas foram encontradas nos marcadores de fungao
renal ureia e creatinina e também no TAP (Tempo de atividade de protombina).
Ambos os grupos apresentam niveis de glicose, PCR (Proteina C Reativa) e
dimero D muito acima dos valores de referéncia, enquanto os niveis de ferro se

encontram diminuidos, sendo menor no grupo A.
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Tabela 5. Comparacao da média dos valores de parametros bioquimicos
entre os grupos A e B de pacientes ndo vacinados com COVID-19 internados
por menos e mais de 21 dias.

Grupo A Grupo B
Erro padrédo Erro padréo P valor
N = 144 N=16
Glicose (60 a 95 mg/dL) 162,60 6,20 164,10 22,64 0,76
Uréia (15-38 mg/dL) 98,94 4,73 124,80 11,07 <0,05
Creatinina (0,80-1,30
1,89 0,11 3,31 0,45 <0,05
mg/dL)
Bilirrubina total (<1,2
0,56 0,02 0,39 0,03 0,41
mg/dL)
Sodio (136 a 145 mEq/L) 137,50 0,56 135,20 1,32 0,17
Potassio (3,50 a 5,10
417 0,06 4,37 0,24 0,33
mEq/L)
Magnésio (1,9 a 2,5 mg/ dL) 2,27 0,04 2,17 0,08 0,35
Fosforo (2,5 e 4,5 mg/dL) 4,28 0,19 4,46 0,51 0,75
Célcio (1,17 a 1,32
1,08 0,01 1,09 0,03 0,67
mmoL/L)
Proteina C Reativa (até
130,10 7,68 140,00 15,00 0,31
3,00 mg/l)

Lactato (0,5 a 2,20 mmol/L) 2,17 0,06 1,95 0,18 0,38
Dimero D (500 ng/mL) 1080 137,10 1042 184,60 0,91
Ferro (66 a 175 pg/dL) 24,33 5,01 46,00 10,84 0,12

TAP (10 a 14seg) 13,48 0,19 32,16 6,82 <0,05
TTPA (20 a 40 seg) 34,40 1,30 47,42 3,68 0,29

A: Pacientes com até 21 dias de internagao; B: Pacientes com mais de 21 dias de internacgao;
TAP: Tempo de Protrombina; TTPA: Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada; mg/dL:
Miligrama por decilitro; mEg/L: Miliequivalentes por litro; mg/L: Miligramas por litro; mmoL/L:
Milimol por litro; seg: Segundos; pg/dL: Micrograma por decilitro; estatisticamente considerado
significativo p-valor <0.05.
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A tabela 6 mostra aos dados referentes a analise da gasometria, no qual
nao foi observado diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos.
A gasometria apresenta leves alteragbes como aumento na pCO2 no grupo B,
diminui¢do no pO2 no grupo A e diminuicdo na saturagdo de O2 em ambos os

grupos.

Tabela 6. Comparag¢ao da média dos valores de gasometria arterial entre
os grupos A e B de pacientes ndo vacinados com COVID-19 internados por
menos € mais de 21 dias.

Grupo A Grupo B
Erro padréo Erro padrédo P valor
N = 144 N =16
pH (7,35 a 7,45) 7,35 0,01 7,34 0,03 0,90
pCO2 (35a 45 46,68 1,06 51,63 3,06 0,15
mmHg)
pO2 (80 a 110 76.62 208 88.88 8,55 0,19
mmHg)
HCO3 (23 a 26
L) 24,96 0,44 26,46 1,07 0,33
CO2 Total (22 a 28 26,31 045 28.91 1,37 0.14
mM/L)
SAT 02% (95 a
100%) 93,16 0,41 93,00 1,40 0,95

A: Pacientes com até 21 dias de internagado; B: Pacientes com mais de 21 dias de internacgao;
mmHg: Milimitros de mercurio; mEg/L: Miliequivalentes por litro; mM/L: Milimolar por litro; pH:
Pontencial hidrogenidnico; SAT: Saturagéo. Estatisticamente considerado significativo p-valor
<0.05".

Os parametros oxidativos apresentados na tabela 7 e na figura 1
demonstraram diferengas significativas entre os grupos A e B com relagéao a
GSH, pico maximo alcangado pela curva de lipoperoxidacédo, velocidade de
subida de curva de lipoperoxidagao e niveis de MDA, sendo que todos esses

parédmetros s&o maiores no grupo B.
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Tabela 7. Comparagcao da média dos valores de parametros de estresse
oxidativo entre os grupos A e B de pacientes ndo vacinados com COVID-19
internados por menos e mais de 21 dias.

Grupo A Grupo B

N = 144 Erro padréo N =16 Erro padréo P valor
(abs/Crritna’*l;SgePT-U 18,37 2,31 29,61 2,80 0,16
SOD (U SOD/gPT) 0,54 0,01 0,49 0,04 0,44
GSH (UM GSH/mgPT) 476,7 23,62 669,70 36,44 <0,05
LOOH (AUC) 60089 3379 70331 4608 0,22
LOOH pico (URL/mgPT) 2679 134,50 3598 228,31 <0,05
('-l?R?_'/*m"gel'DOT‘firi?n‘?'?) 61,16 6,54 3156 10,56 <0,05
nM MDA 97,67 5,08 2124 10,94 <0,05

A: Pacientes com até 21 dias de internagao; B: Pacientes com mais de 21 dias de internagao;
SOD: Superoxido Dismutase; GSH: Glutationa reduzida; LOOH: Lipoperoxidagao; AUC: Area
sob a curva; URL/mgPT: Unidade relativa de Luz por miligrama de proteina total; nM MDA:

Nanomolar de malondialdeido. Estatisticamente considerado significativo p-valor <0.05*.
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Discussao

Nossos resultados evidenciaram que a duragao da internacédo hospitalar
esta associada a alteragbes nos parédmetros hematologicos, marcadores de
lesdo renal e estresse oxidativo. Essas descobertas indicam uma relagao direta
com o tempo de internagdo e o curso da doenga, sugerindo que a evolugao e a
condicdo dos pacientes durante a internacao desempenham papel crucial nas
manifestacdes dessas alteracdes.

A presenca de anemia geralmente agrava a gravidade das doencgas
respiratorias. Estudos documentam uma associacéo entre doengas respiratorias
combinadas com anemia e desfechos desfavoraveis, incluindo aumento da
mortalidade (Reade MC, et al., 2010; Doshi SM, et al., 2011). A anemia esta
relacionada ao dismetabolismo da homeostase do ferro encontrados em
pacientes graves ou criticos (Lanser L, et al., 2021). Em condigbes infecciosas
ou inflamatdrias, como a COVID-19, assim como em casos de obesidade e
diabetes, ocorre um aumento na transcricdo da hepcidina, um importante
horménio envolvido no metabolismo do ferro, principalmente estimulada pela
interleucina-6 (Cavezzi A, et al., 2020). Isso resulta na inibicdo da entrada de
ferro no compartimento plasmatico a partir de trés principais fontes: Absorgao
dietética no duodeno, liberagao do ferro reciclado de macrofagos e liberagao de
ferro armazenado nos hepatdcitos (Camaschella C, et al., 2020). A redugédo da
disponibilidade de ferro para as ceélulas compromete sua fungdo metabdlica,
resultando em hipoxia e ma formacao de eritrocitos, o que contribui para

processos de geragéo de hemolise (Grygorczyk R, et al., 2017).

Diabetes, hipertensdo e obesidade sdo comorbidades que estao
relacionadas com um estado pré-inflamatério e pré-oxidante de baixo grau do
organismo (Senoner T, Dichtl W., 2019). Quando associada a infecgdo por
SARS-CoV-2, observa-se um pior prognostico nesses pacientes (Petrie JR, et
al., 2018; Moreno-Fernandez, et al., 2022). Esse fato € corroborado com estudos

anteriores, que demonstram em seus estudos que diabetes, hipertensdo e
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obesidade sdo as comorbidades mais comuns na morte de pacientes por
COVID-19 (Richardson S, et al., 2020; Djaharuddin I, et al., 2021).

Os maiores niveis de ureia e creatinina tém se mostrado marcadores
significativos associados a gravidade da infecgdo, uma vez que seus niveis estéo
correlacionados com a lesdo renal (Van der Slikke EC, et al., 2020) evento
comum em pacientes que apresentam longos periodos de internagcdo. Uma
metanalise, conduzida por Wang e colaboradores (2020) demonstrou que
pacientes com diagnostico de doenga renal tiveram um risco mais elevado de

desenvolver a forma grave da COVID-19 (Wang, et al., 2020).

A expressédo de ECA2 nos poddcitos torna os glomérulos renais um alvo
direto da infecg&o, o que pode levar a lesdes renais agudas e disfungéo renal.
Pacientes com doencga renal crbnica requerem atencao especial durante a
internagéo, pois apresentam maior risco de complica¢des cardiovasculares e e
prognostico negativo de sobrevivéncia com SARS (ChuKH, et al., 2005). Nossos
resultados sobre a presenga de doenga renal corroboram com os de Flythe e
colaboradores (2021), que em um estudo de coorte retrospectivo utilizando mais
de 4200 pacientes internados em UTI dos EUA, demonstraram taxas mais altas
de mortalidade entre aqueles que tinham doenga renal prévia a infec¢ao (Flythe
JE, et al., 2021).

A estrutura dos eritrécitos pode sofrer alteragdes durante o processo
infeccioso devido a producéo de ERO. Essas espécies sao geradas pelo sistema
imunologico em resposta a entrada e replicagdo do virus nas vias aéreas,
desencadeando a primeira linha de defesa do sistema imunoldgico inato nos
estagios iniciais da infeccdo. Como ja demonstrado, quando ERO estéo
presentes na corrente sanguinea, elas sdo capazes de induzir a hemdlise de
eritrécitos, resultando na liberagao de ferro livre (Oliveira YP, et al., 2017). Em
pacientes graves, observa-se niveis mais baixos de ferro livre, pois o ferro
liberado pela hemolise dos eritrécitos € consumido na reacéo de Fenton, gerando
o radical hidroxila, a ERO mais reativa (Yan F, et al., 2022).

Com relagéo aos parametros de estresse oxidativo, os menores niveis de

GSH evidenciados no grupo A, corroborando com estudos anteriores que
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demonstraram piores cursos da doenca associados com uma deplecédo do GSH,
sendo associado com maiores taxas de mortalidade (Yahaya Muhammad, et al.,
2021; Kumar P, et al., 2021; Hosakote YM, et al., 2009). Entretanto, € importante
observar que o grupo B, apesar de apresentar maiores niveis de GSH em
comparagao com o grupo A, também demonstrou niveis mais elevados de
lipoperoxidagdo, tanto em estagios iniciais quanto tardios. Isso indica que,
mesmo estando em um estagio mais avangado da infeccdo e internagéo, esses
aumentos na defesa antioxidante do organismo, como o GSH, sdo considerados
como um mecanismo compensatorio diante do aumento do estresse oxidativo
(Pham-Huy LA, He H, Pham-Huy C., 2008).

Altos niveis de MDA mostraram prever piores resultados clinicos em
pacientes com doencas relacionadas ao estilo de vida, como diabetes, sindrome
metabdlica e doenga cardiovascular (Zhang P, et al., 2020; Skalicky J, et al.,
2008; Sasaki K, et al., 2021). Nossos resultados corroboram com um relato
anterior de Avila-Nava (2022), que demonstrou niveis elevados de MDA em
pacientes com COVID-19. Esses resultados sugerem uma superprodugéo de
radicais livres durante a infecgdo, o que, por sua vez, pode levar a destruicao

das membranas lipidicas (Avila-Nava, et al., 2022).

A cascata de eventos gerada apos o reconhecimento do virus pode criar
um ciclo de retroalimentacdo, culminando em uma deterioragdo do quadro
clinico. Essa deterioragdao, quando combinada com outros fatores presentes nos
pacientes, pode evoluir para um caso grave (Meizlish ML, et al., 2021). O
reconhecimento do virus via receptor ECA2 ocorre primordialmente em células
do epitélio alveolar e brdnquicas, onde esses receptores sao altamente
expressos. Apos a entrada viral serdo criadas novas particulas virais, e partir de
entdo o sistema imune atua reconhecendo epitopos via receptores Toll-like 3, 7
e 8 principalmente (Manik M, Singh RK., 2022). Essa interagdo é capaz de
estimular o fator de transcricdo NF-kB e o fator regulador de interferon (IRF)
culminando em producgao de IFN tipo |, esses processos induzem a expressao
de citocinas pro-inflamatorias e espécies reativas de oxigénio (El-Zayat, et al.,
2019; Magro G., 2020; Chen Y, Zhou Z, Min W., 2018). A produgéao de citocinas

pré-inflamatérias podem aumentar marcadores do estresse oxidativo via
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ativacdo de neutrofilos, macréfagos e células endoteliais. Matthew e
colaboradores (2021) demonstraram que a ativagao de neutroéfilos e do sistema
imune inato precedem o inicio da doenga grave, podendo liberar proteinas com
fung¢des antimicrobianas e inflamatérias, contribuindo para danos na vasculatura
e pulmdes (Meizlish ML, et al., 2021). Essa interacdo entre citocinas pro-
inflamatdrias e estresse oxidativo pode levar a danos e faléncia de diversos
orgaos. Esse ciclo se perpetua e aumenta cada vez mais espécies sao geradas
(Takada, et al., 2003).

Uma vez iniciado esse ciclo, a producao de espécies reativas de oxigénios
gerada sera maior que a quantidade de antioxidante que as células conseguem
conter, ocasionando no estresse oxidativo. Sem a presenca de quantidades
suficientes de SOD, Catalase e Glutationa, as espécies reativas ficam livres para
atuar nas estruturas celulares ocasionando em hemolise, culminando na reducao
de aporte sanguineo para os tecidos (Cuadrado A, et al., 2018). De forma crucial
para a patogénese da doenga, a via NRF2 se encontra suprimida em pacientes
com COVID-19, diminuindo as defesas oxidantes e pro-resolugéo da inflamacéao
desses pacientes (Cuadrado A, et al., 2020).
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CONCLUSAO

Este estudo investigou o tempo de permanéncia em UTI como
determinante no desfecho para [0bito ou alta de pacientes com COVID-19.
Nossos resultados indicam que a presencga de comorbidades esta associada a
uma maior taxa de mortalidade. Além disso, pacientes com maior tempo de
internagdo apresentaram niveis mais elevados de Ureia e Creatinina. Os
parametros hematoldgicos revelaram que o tempo de internagao se correlaciona
com os piores casos de anemia. Além disso, observou-se que os parametros de
estresse oxidativo estdo alterados de acordo com o tempo de inter¢cdo. Essas
descobertas destacam a importéncia da gestdo adequada de comorbidades,
monitoramento renal e hematoldgico, além da atencdo ao estresse oxidativo em

pacientes com COVID-19 internados em UTI
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Apresentacao do Projeto:

*0O COVID-19 & uma sindrome respiratéria causada pela infecgcac pelo coronavirus 2 da sindrome
respiratona aguda grave (SARS-CoV-2) com sinais e sintomas que se assemelham 8 uma gripe que evolul
para uma sindrome respiratéra aguda. De inicio indistingulvel, SARS por outras atiologlas e COVID-18
podem evoluir para quadros graves, mas que apresentam particularidades. A literatura mostra que o
estresse oxidativo desempenha um papel vital em doengas virais, Influencia a replicacao viral, o
metabolismo celular & tem um efeno thxco nos tecidos do hospedeiro. Um dos mecanismos compensatines
hematopoliéticos da hipéxia provecada pela Insuficiéncla respiraténa em pacientes com sindrome
respiratora aguda grave de qualquer etiologia, @ a diminusgao da hepciding a qual Induz & mobizagdo do
ferro para a corrente sanguinea para que seja transportado pala transferrina e seja disponibdizado para a8
sintese de hemoglobina. Alem disso, a ferritina, a proteina envolvida no armazenamento Intracelular de ferro
e conhecida como protelna de fase aguda. & aumentada no plasma de pacientes com SARS. Durante &
Infecgao vwal, o estresse oxidativo inicia transcrigio @ moduls a ativagio de mediadores da Inflamagio como
citocinas (fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1)) que sdo citocings pro-oxadantes que geram
espécies reativas de oxigénio (ERO) gerande um ciclo vicloso. A resposta imune / inflamaténa exacerbada
tem sido associada a infecgBo pelo SARS-CoV-2. Alem disso fol descrita uma redugao
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significativa de células T auxilares (Th) e Treg, especiaimente em pacientes com COVID-18 em estado
grave. O fator de transcricdo FOXP3 tem papel crucial na reguiacio do desenvolvimento & na fungdo das
células T regulatérias, sendo que alteragdes na sequéncia génica do FOXP3 podem levar & expressao

anormal dessa proteina, prejudicando a fungdo das Tregs e predispondo o Individuo & diversas doengas.

Neste projeto, pretende-se investigar o papel do estresse oxidativo, o metabolismo do ferro, perfil de
marcadores inflamatérios e a possivel presenga de polimorfismo em citocing nos pacientes com SARS
associado ou ndo com COVID-19 (confirmados ou n3o) em diferentes tempos clinicos, Internados no
Hospital Universstano da Universidade Estadual de Londrina, bem como & comredaglo com o seu estado
clinico para o estabelecimento do prognéstico destes pacientes. Serdo analisados todos os pacientes
Internados Hospdal Universitano que apresentem sindrome do desconforio respiraténo agudo grave sendo
por COVID-14 confirmado ou ndo ou de outra natureza. Pacientes que & estdo internados pelo mesmo
quadro arrolados ou ndo em outros ensalos clinicos também poderfo ser convidados 8 parbicipar deste
estudo. Apos concordarem em participar do estudo, e tendo assinado o termo de consentimento kvre e
esclarecido, 0s pacientes poderdo participar do presente projeto. O numero de paclentes recrutados sera
por amostra de conveniéncia até no méximo 300 pacientes. Na oportunidade da coleta de sangue da rotina
dinica (rotina solicitada pela equipe médica que acompanha a doanga do paciente) serdo coletados 3 tubos
a mats (EOTA. hepanna e sorc), com capacidade de aproximadamente S5ml cada. que serfo encaminhados
ao Laboratorio de Patologlia Molecular Coordenado pela professora Dra. Alessandra Lourengo Cecchinl
Armani e ao Laboratério de Genética Molecular & Imunologia coordenado pela professora Doutora Karen
Braj@o de Oliveira no Departamento de Ciéncias Patoldgicas da UEL. Esta coleta sera limitada a, no
maximo, uma vez ao dia e apenas quando existir a necessidade da equipe medica em realizar exames
adicionais no paciente. Nao sera realizada coleta de sangue exclusiva para o estudo, sem gque seja
necessana uma coleta de sangue solicitada pela equipe medica para a analise do quadro clinico do
pacente. Na primesra coleta para a pesquisa serdo coletados 3 tubos (SmL cada), todas as demals serdo 2
tubos (SmL cada). Todas as amostras serfic analisadas para o perfil oxidatve, Inflamatério e do ferro do
sujeito em analise. A Profa. Dra. Cintia Magalhass Carvalho Grion sera responsavel pela triagem dos
pacientes e acompanhamento destes pacientes no HU. O atendimento médice sera realizado de acordo
com o protocolo da instituiclo pela equipe prefissional local. O projeto também tem como objetivo analisar o
prontuano destes paclentes para eventual associacso da evolugdo com comarbidades pré-existentes e para
a melhor caracterzac®o do estado geral com o registro dos exames de
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acompanhamento rotineiramente realizados durante & Internagao. O projeto fol desenhado para se
Investigar o papel do estresse oxidative e do metabolismo do ferro bem como o perfd de marcadores
Inflamatérios nos pacientes com SARS associado ou ndo com COVID-18 (confirmados ou n&o) em
diferentes tempos clinicos. mtemados no Hospital Unwversitano da Universidade Estadual de Londrina, bem
como a correlagio com o seu estado clinico para o estabelecimento do prognéstico destes paclentes.
Hipdtesa: Ha alteracdo no metabolismo do ferro, em citocinas pré-inflamatdria & polimorfismo na FOXP3,
sando estes, em conjunio cu isciadamente, responsavels pelo prognostico dos paclentes com sindreme
respiratéria aguda grave relacionada ou ndo 80 SARS-coV-2. Serdo realizados 0s ensaios para
caracterizac®o do perfil oxadativo, metabolismo do ferro e perfil inflamatério. O DNA serd separado e sera
realizada a analise do polimorfismo e rs3761548 de FOXP3. Também. mformacdes do prontuano do
paciente sera utilizada para que correlaghes. assoclagdes e anakses sobre a evoluglo da doenga sejam
possiveis. Criténo de Inclusdo: Todos os pacientes que apresentarem SARS por qualquer etiologia e forem
Internados no Hospital Unlversitano da Universidade Estadual de Londrina. Crténo de Exclusao. Agqueles
que nao forem Internados & nac apresentarem diagndéstico de SARS.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Determinar o perfil do redox e inflamaténo sistémicos, metabolismo do ferro, realizar 8
analise do palimorfismo de FOXP3 e parmetros clinicos em paclentes com sindrome do desconforto
respiratorio agudo grave assoctada ou ndo ao COVID-18 (provavel ou confirmada).

Avallacéo dos Riscos e Beneficlos:

Segundo a pesquisadora "0s rscos 30 Inerentes 8 pratica de coleta sanguinea que o paciente |a tera que
sear submetido, sendo estes: hematoma, dor ou vermelhidao no local de retrada. Todos estes |a sendo
atendidos e smparados pela propna equipe do hospital. Quanto a colets de dados do paciente do
prontudric, 0s nscos s8o minimos, pois serdo trados com sigilo e divulgades de forma agrupada sem que
sefa possivel a identficaclo dos pacientes. Os pesquisadores w30 desenvolver a pesquisa de acordo com
as normas vigentes com o Intuito de mandmizar 0s riscos e estardo 3 disposicao do participante caso sajs
necessano. Os beneficios n2o serdo imediatos nem diretos, porém serdo indiretos quando pudermos
compreender melhor a patogénese das doengas respiratdrias graves aguda de diversas etiologias e
podermos compara-las.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é relevante.
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

pesquisadora apresantou folha de rosto assinada pelo vice chefe do Depantamento de Ciéncias Patoldgicas,

autorizagio da instituico co-particpante, cronograma adegquado e orgamento detathado de R$ 19.917 34,
Justificando que todos os reagentes e matenas listados |& foram adquindos pars a execuglo de outros
projetos em andamento nes laboratdrios listades. O TCLE foi apresentado em forma de convite e esta
adequado. Fol anexado também o termo de confidencialidade e sigllo sob assinatura. Os riscos e beneficios
foram elencados adequadamente nas informagdes basicas e no TCLE. Embora a pesquisadara tenha
respondido "NAO" no Item *Haveré retencdo de amostras para armazenamento em banco?" nas
Informacdes basicas, no TCLE consta:"Apds as andlises, a5 amosiras serdo armazenadas no Laboratdno de
Genética Molecular e Imunolegia e Patologia Molecular da Universidade Estadual de Londrina para
realizagio de futuras pesquisas (mas o senhor sera consultado novamente sobre sua participacio nestes
estudos futuros).*

Conclusoes ou Pendénclas e Lista de Inadequacdes:

1. Como haveré retengdo de amostras. a pesquisadora deverd anexar a Declaracdo de Responsabilidade
para Biorrepositéno (Uso Material Biolégico Humano) que se encontra no site:
http://www_uel.bricomites/cepesh/pages/documentos-para-apreciacao-etica.php
Resposta: A pesquisadora anexou a declaragio dos 2 laboratdnos citados.

2. Fazer a correc8o nas Informacdes basicas no item:"Havera retencio de amostras para armazenamento
em banco?" de "NAQ" para "SIM".

Resposta: A pesquisacora fez a cormegdo solicitada nas informagdes basicas.

Consideragbdes Finals a critério do CEP:

Prezado(a) Pesguisador(s),

Este é seu parecer final de aprovago, vinculado ao Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. £ sua responsabilidade apresenta-Lo aos drgaos efou
instiuigdes pertinentes.

Ressaltamos, para inicio da pesquisa, 88 seguintes atribuigdes do pesquisador, conforme Resolugio CNS
466/2012 e 510/2016:

A responsabibdade do pesquisador @ indelegavel e indeclinavel € compreende os aspectos éticos e legals,
cabando-lhe:

- conduzir o processo de Consentimento & de Assentimento Livre e Esclarecdo;

- aprasentar dados sobcitados pelo sistema CEPICONEP a qualquer momento;
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- desenvolver o projeto conforme delineado, justificando, quando ocormidas, a sua mudanga ou Interrupgao;

- elaborar e apresentar os relaténos parciais e final

- manter os dados da pesquisa em arguivo, fisico ou digital, scb sua guarda e responsabllidade. por um
periodo minimo de 5 {cinco) anos apos o ¥rmino da pesquisa;

- encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores e
pessoal técnico Integrante do projeto;

- yustificar fundamentadamente, perante o sistema CEP/CONEP, interrupgao do projeto ou a ndo publicacao
dos resuitados.

Coordenagao CEP/UEL.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
[ Tipo Documenio Arquivo Postagem Autor Siuacao
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 0807/2020

Aceito

do Projeto ROJETO 1564978, 16:38:17
08 Emﬁgpostam.% [T 08107/2020 | Alessandra Lourenco| Acein
Aceito

16:37:53 | Cecchini Armani

Declaragio de cedaBioKaren pdf 0810772020 |Asessandra Lourenco
Pesquisacores 16:32.118 | Cecchini Armani

Deciaragao de deciabioAle.par 0BI07/2020 |Alessandra Lourenco|  ACeRo
Pesquisadores 16:32:07  |Cecchini Armani

Projeto Detathado /| Brochura pdf 01/07/2020 |Alessandra Lourengo| Acedto
Brochura 16:02:23 | Cecchini Armani
nvestigagor L

TCLE /Termos de | TCLE_PACIENTES pdf 01007/2020 |Alessanara Lourenco| Acedto
Assentimento / 18:57:10 | Cecchini Armani
Justificativa de

| Auséncis __

Orgamento ORCAMENTO pdf 01/07/2020 |Alessandra Lourengo| Acedto

18:56:22 | Cecchini Armani

ura uiss | PROJETOFINAL paf 01/07/2020 |Alessandra Lourengo|  ACSo
18:54:35 | Cecchini Armani
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Declaracao de ParecarHiU._pdf 01/07/2020 |Alessandra Lourenco| Acedto

Instituicao e 1843:19 | Cecchini Armani

infraestnurs

Cronograma Cronograma.pdf 01X07/2020 |Alessandra Lourenco| Acedto
18:40:36 [ Cecchini Armani

Outros Termo_Sigllo_confidencialidade.pdf 16/06/2020 |Alessandra Lourenco| Acedto

14:29:23 | Cecchini Armani

Folha de Rosto FolhadeRostoA pdt T6/06/2020 | Alessandra Lourengo| Aceio
10:44:19 | Cecchini Armani
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