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RESUMO

Introducdo: O excesso de peso e a obesidade estdo associados a desfechos
clinicos desfavoraveis na doenca do coronavirus (COVID-19). No entanto, a
relacdo entre adipocinas e biomarcadores endocrinos e os desfechos de
pacientes hospitalizados com COVID-19 néo esté clara.

Objetivos: Investigar a relacdo entre biomarcadores metabdlicos e desfechos
clinicos em pacientes hospitalizados com COVID-19 para estabelecer clusters
prognésticos com base em parametros clinicos e laboratoriais.

Métodos: Esse é um estudo prospectivo que incluiu 213 pacientes com COVID-
19 internados na unidade de terapia intensiva, foram medidas as concentracdes
de cortisol, peptideo C, peptideo semelhante ao glucagon-1, insulina, peptideo
YY, grelina, leptina e resistina. Suas contribuicdes para a formacgéao de clusters
de pacientes, gravidade da doenca e previsdo de mortalidade intra-hospitalar
foram analisadas.

Resultados: As concentragdes de cortisol, resistina, leptina, insulina e grelina
diferiram significativamente entre os grupos de gravidade, conforme definido
pela escala de gravidade da Organizacdo Mundial da Saude. Além disso, niveis
mais baixos de grelina e niveis mais altos de cortisol foram associados a
mortalidade. A adicdo de biomarcadores aos preditores clinicos de mortalidade
melhorou significativamente a precisdo do prognostico. A fenotipagem de
pacientes com base nos niveis de biomarcadores plasmaticos resultou em dois
fendtipos diferentes associados a gravidade da doenca, mas ndo a mortalidade.
Conclusdo: Como Unico biomarcador, apenas o cortisol esteve
independentemente associado a mortalidade; no entanto, os biomarcadores
metabolicos podem aprimorar a previsdo de mortalidade quando adicionados
aos parametros clinicos. Os fendtipos de biomarcadores metabolicos foram
distribuidos de maneira diferente de acordo com a gravidade da COVID-19, mas
nado foram associados a mortalidade.

Palavras-chave: COVID-19, cortisol, fenotipagem, metabolismo



ABSTRACT

Background: Overweight and obesity are associated with poor clinical outcomes
in coronavirus disease (COVID-19). However, the relationship between
adipokines and endocrine biomarkers and outcomes in hospitalized patients with
COVID-19 is unclear.

Objectives: Investigate the relationship between metabolic biomarkers and
outcomes in hospitalized patients with COVID-19 to establish prognostic clusters
based on clinical and laboratory parameters.

Methods: In a prospective study that included 213 patients with COVID-19
admitted to the intensive care unit, the levels of cortisol, C-peptide, glucagon-like
peptide-1, insulin, peptide YY, ghrelin, leptin, and resistin were measured. Their
contributions to patient clustering, disease severity, and predicting in-hospital
mortality were analyzed.

Results: Cortisol, resistin, leptin, insulin, and ghrelin levels significantly differed
between severity groups, as defined by the World Health Organization severity
scale. Additionally, lower ghrelin and higher cortisol levels were associated with
mortality. Adding biomarkers to the clinical predictors of mortality significantly
improved prognostication accuracy. Phenotyping of patients based on plasma
biomarker levels yielded two different phenotypes that were associated with
disease severity, but not mortality.

Conclusion: As a single biomarker, only cortisol was independently associated
with mortality; however, metabolic biomarkers could improve mortality prediction
when added to clinical parameters. Metabolic biomarker phenotypes were
differently distributed according to COVID-19 severity but were not associated
with mortality.

Keywords: COVID-19, cortisol, phenotyping, metabolism
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1. INTRODUCAO

1.1 COVID-19: UMA PERSPECTIVA SOBRE A PANDEMIA E SUAS
CONSEQUENCIAS GLOBAIS

Ja ndo se escutava mais o riso das criancas ecoando nas saidas das escolas,
e até mesmo o ladrar dos poucos cdes que restaram nas ruas parecia mais suave. O
som dos motores dos automdveis reverberava distante e solitario, rompendo o siléncio
devastador que envolveu o mundo. Sete bilhdes de pessoas silenciadas por um virus,
milhdes de vozes extintas para sempre. Nao € a primeira vez que uma pandemia
desafia a humanidade, e certamente ndo sera a ultima. A COVID-19 (do inglés:
Coronavirus Disease 2019) foi modesta em sua origem, mas cresceu onipotente:
emergiu de um pequeno mercado de frutos do mar em Wuhan, na China - apenas
guatro casos de uma pneumonia atipica em dezembro de 2019 que se transformaram
em uma pandemia, reconhecida pela OMS (Organizacdo Mundial de Saude), em
marco de 2020 (Zhou et al., 2020).

Mais uma assustadora pandemia: da peste negra a colera, da gripe espanhola
ao HIN1. Cada um desses eventos exerceu pressado para identificarmos de forma
urgente novos modos de pesquisa, novas metodologias, novas terapéuticas, novas
formas de viver, substituindo métodos que falharam no passado (Glatter e Finkelman,
2021; Morobia, A., 2020). Mas qual a principal diferenca entre a pandemia de COVID-
19 e as anteriores? A globalizacdo, a mudanca no estilo de vida e as melhorias sociais
e econbmicas aceleraram a circulacdo de novos agentes microbianos, fazendo com
gue a COVID-19 atingisse proporcdes estratosféricas, registrando 772 milhdes de
casos confirmados e aproximadamente 7 milhdes de mortes em pouco mais de 3 anos
(Akin e Gozel, 2020; WHO, 2023). No Brasil, enfrentamos cerca de 38 milhdes de
casos e aproximadamente 708 mil ébitos confirmados (Secretaria de Vigilancia em
Saude e Ambiente, 2023).

Aparentemente, os mesmos fatores que contribuiram para ampla propagacao
da COVID-19 também foram os fatores responsaveis pela reducédo do 6nus por ela
causado: a globalizacdo e as melhorias sociais e econdmicas foram responsaveis pela
disseminacdo rapida de informacdes — desde a identificagdo e agrupamento de casos

até a definicdo de estratégias de contengdo da doenca, bem como pesquisa por



tratamentos e divulgacao &gil das melhores evidéncias cientificas disponiveis (Akin e
Gozel, 2020). Em decorréncia dessas acdes coordenadas, vacinas foram
desenvolvidas e distribuidas em tempo recorde, com um total de 13 bilhdes de doses
administradas no mundo até novembro de 2023 (WHO, 2023). Em maio de 2023, a
OMS finalmente declarou o término da COVID-19 como uma emergéncia de saude
global, desencadeando uma reflexdo profunda sobre a eficacia dos sistemas de
saude, a relevancia da preparacdo para pandemias e a critica importancia do
investimento em ciéncia durante crises sanitarias (WHO, 2023).

O surto de COVID-19 suscitou uma série de questionamentos, especialmente
em relacao a sua transmissao, fisiopatologia, gravidade da doenca, fatores de risco
para infeccdo e diferencas existentes entre o0 SARS-CoV-2 (do inglés: Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2) e outros coronavirus. Inicialmente, as
informagdes disponiveis baseavam-se em estudos realizados com outros coronavirus
causadores de sindrome respiratoria e virus influenza A (cepas HIN1 e H3N2). A
analise comparativa com a COVID-19 proporcionou informacdes preliminares sobre a
fisiopatologia da doenca, possiveis formas de tratamento e estratégias de contencéo
da pandemia. Esses dados foram fundamentais para o0 manejo dos pacientes nas
fases iniciais da pandemia, mesmo diante da auséncia de informacdes precisas e
definitivas sobre o SARS-CoV-2 naquele momento (Abdelrahman et al., 2021).

O SARS-CoV-2 néao foi o primeiro coronavirus a causar uma crise sanitaria. Os
HCoV (do inglés: Human Coronavirus) foram identificados na década de 1960 e, até
0 momento, sete cepas foram reconhecidas como capazes de infectar seres humanos
(Umakanthan et al., 2020). Destas, duas foram associadas a grandes epidemias
recentes: o0 SARS-CoV (do inglés: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus),
responsavel pela epidemia de sindrome respiratoria aguda grave na China entre 2002
e 2003, e 0 MERS-CoV (do inglés: Middle East Respiratory Syndrome), causador da
sindrome respiratéria no Oriente Médio em 2012 (Chams et al., 2020; Sharma et al.,
2021).

Os coronavirus geralmente sdo encontrados em reservatérios animais e 0s
surtos ocorrem quando esses virus ultrapassam a barreira das espécies e infectam
seres humanos, por meio de transmissdo zoonoética (Rahman et al.,, 2021). Em
aspectos gerais, 0s sintomas causados pelo SARS-CoV-2 sdo semelhantes aos do
MERS e da SARS, incluindo manifestacdes como tosse, febre e dispneia. No entanto,

a COVID-19 demonstrou ser significativamente mais contagiosa em termos de
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transmissdo humano-humano. Isso pode ser explicado pelo fato de os pacientes com
COVID-19 possuirem uma carga viral mais elevada no nariz e na garganta antes do
desenvolvimento de sintomas, tornando mais desafiador o isolamento e controle da
propagacéo viral. O periodo de incubagdo da COVID-19 pode estender-se a duas
semanas, com uma mediana de cinco dias e, durante esse periodo, o0 virus pode ser
transmitido a outras pessoas (Atzrodt et al., 2020; Ciotti et al., 2020).

O espectro clinico da COVID-19 varia desde formas assintomaticas ou
oligossintomaticas até uma doenca grave, caracterizada por insuficiéncia respiratéria
aguda, choque séptico e disfunc¢des organicas progressivas. Estima-se que entre 18%
e 33% dos pacientes infectados permanecerdo assintomaticos. Diante do quadro
sintomatico, espera-se que a maioria dos pacientes apresentem sintomas como febre,
tosse e dispneia. Outros sintomas relacionados séo: dor de garganta, anosmia,
disgeusia, anorexia, nauseas, mal-estar geral, mialgia e diarreia (Mizumoto et al.,
2020; Nishiura et al.,, 2020; Stokes et al., 2020). Quanto as anormalidades
laboratoriais, 0s resultados mais comuns incluem linfopenia, niveis elevados de PCR
(Proteina C Reativa), alteracdo de enzimas cardiacas, alteracdo de transaminases e
aumento de D-dimero (Zhu et al., 2020).

Ao longo da pandemia de COVID-19, diversos fatores de risco foram
identificados como desencadeadores de aumento da morbidade e mortalidade da
doenca em adultos. Esses fatores incluem idade avancada, sexo masculino e
comorbidades, tais como doencas cardiovasculares (DCV), hipertensdo arterial
sistémica (HAS), diabetes, obesidade e doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC).
Além disso, alteracdes laboratoriais associadas a hiperinflamac&o, como aumento de
citocinas e marcadores inflamatérios, tém sido consistentemente ligadas a desfechos
mais desfavoraveis em pacientes com COVID-19 (Fadl et al., 2021; Khwatenge et al.,
2021; Stefan et al., 2021; Zhang et al., 2022; Zsichla et al., 2023).

De fato, a COVID-19 causou inumeras transformacdes nos ambitos social,
econdmico, nos sistemas de salude e na pratica cientifica. Apesar de parecer estar no
passado, as consequéncias da COVID-19 persistem de maneira marcante: estima-se
gue aproximadamente 65 milhGes de pessoas possam estar enfrentando uma
condicdo chamada COVID-19 prolongada, uma forma crénica da doenca ainda
bastante subdiagnosticada, cujas opc¢des diagnodsticas e terapéuticas disponiveis

atualmente s&o insuficientes, apesar de estudos e pesquisas incessantes,
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evidenciando a necessidade de um esfor¢o continuo da comunidade cientifica para

um entendimento completo dessa doenca (Davis et., al, 2023).

1.2 SARS-COV-2: VIROLOGIA BASICA

Os coronavirus constituem uma extensa familia de virus que circula tanto
entre seres humanos quanto em diversas espécies animais, incluindo morcegos e
gatos (Figura 1). A maioria dos individuos ja experimentou infec¢@o por esses virus
em algum estagio de sua vida. Nas populagbes humanas, 0s coronavirus comuns
tendem a provocar infec¢des brandas no trato respiratorio superior, manifestando-se,
em grande parte, como resfriados comuns (Rahman et al., 2021). S&o virus RNA (do
inglés: Ribonucleic acid) de fita simples e pertencem a subfamilia Coronavirinae da
familia Coronaviridae, na ordem dos Nidovirales. Eles se subdividem em quatro
géneros: alfa (a)-coronavirus, beta (j)-coronavirus, delta (y)-coronavirus e gama (d)-
coronavirus. A cepa SARS-CoV-2 é classificada como [(3-coronavirus (Kumar e Al
Khodor, 2020; Rahman et al., 2021; Sharma et al., 2021; Ye et al., 2020).

Transmissao

Reservatérios Zoonética para Transmissio entre
Reservatério Animal Intermediarios Humanos Humanos
Virus em seu Ultrapassagem da Infecgdo em Transmissédo
reservatério barreira das humanos com Humano-Humano
animal usual espécies através de contato préximo e surgimento de
mutacdes com animais variantes virais

P infectados —
% J !‘ ’ \ [ ) @
l 25-60 anos : ) w w
—_—

~_""

de mutagdes
L —

Coronavirus em SARS-CoV-2 SARS-CoV- Variantes do SARS-
Morcegos CoV-2

Figura 1: Transmissdo zoonética da COVID-19. Os coronavirus sdo frequentemente encontrados em
reservatérios animais. Apds anos de mutagfes, ultrapassam a barreira das espécies, infectando
animais vulneraveis e seres humanos com contacto préximo a eles. Apds, surge a transmissao
humano-humano e o surgimento de variantes virais. Fonte: Adaptado Sharma et al., 2021.

Os [-coronavirus apresentam quatro proteinas estruturais essenciais: a
proteina Spike (S), a proteina de Membrana (M), a proteina de Nucleocapsideo (N) e
a proteina de Envelope (E). O genoma viral é envolto por um nucleocapsideo (proteina

N) e contém aproximadamente 26.000 a 32.000 bases nitrogenadas, tornando 0s
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coronavirus os maiores virus de RNA conhecidos. As proteinas S, E e M constituem
conjuntamente o envelope viral, sendo a proteina S responsavel pela ligacéo viral ao
receptor da membrana celular e pela entrada do virus na célula hospedeira (Kumar e
Al Khodor, 2020; Rahman et al., 2021). Os coronavirus ganham seu home por causa
da aparéncia coroada de sua proteina S quando vista a microscopia eletrénica. A
proteina S tem forma semelhante a um cilindro e é bastante glicosilada,
desempenhando papéis importantes na codificacdo, com func¢des de conexdo com o
receptor e fusdo, sendo alvo principal de anticorpos neutralizantes do hospedeiro

devido a suas caracteristicas (Rahman et al., 2021).
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Figura 2: Estrutura do Coronavirus Humano. Fonte: Adaptado Gusev et al., 2022.

Os coronavirus invadem as células hospedeiras e completam seu ciclo de vida
através de cinco etapas principais: a fixacao, a penetracao, a biossintese, a maturacao
e aliberacédo. A fixacdo consiste na capacidade de o virus ligar-se aos receptores das
células do hospedeiro; a penetracdo € a entrada na célula hospedeira por meio de
endocitose ou fusdo de membrana; a biossintese corresponde a liberacdo de
conteudo viral dentro da célula hospedeira e a entrada de RNA viral no nucleo para
replicacdo, sendo utilizado para produzir proteinas virais, a partir das quais novas
particulas virais sdo formadas e liberadas para o meio extracelular, tornando-se
capazes de invadir outras células do hospedeiro (liberacéo) e continuar o ciclo (Yuki
et al., 2020)

Como dito anteriormente, o SARS-CoV-2 se fixa e penetra a célula hospedeira
através da proteina S. A proteina S possui duas subunidades funcionais: a S1 que é

responsavel pela ligacéo ao receptor da célula hospedeira e a S2 que é responsavel
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pela fusdo das membranas viral e celular. Na estrutura da proteina S, as partes N e
C-terminais da dobra S1 sao dois dominios independentes conhecidos como dominio
N-terminal (DNT) e dominio C-terminal (DCT). Dependendo do tipo de virus, tanto o
DNT quanto o DCT podem atuar como RBD (do inglés: receptor-binding domain). A
proteina S inicia a infeccdo ao ligar-se primeiro ao receptor do hospedeiro por meio
do RBD na subunidade S1, resultando na fusdo gendmica viral. A segunda etapa,
mediada por S2, facilita a fusdo das membranas do virus e da célula hospedeira,
envolvendo sequéncias de aminoacidos necessarias para a continuidade da infiltracéo
(Rahman et al., 2021). Para se fundir com as células, a proteina S precisa ser clivada
por proteases, presentes na prépria célula hospedeira. A disponibilidade dessas
enzimas nas células afeta como o virus entra nelas, seja diretamente pela membrana
plasmatica ou por meio de endocitose. As proteinas dos coronavirus podem ser
clivadas por uma ou varias proteases do hospedeiro, incluindo tripsina, catepsinas,
TMPRSS-2 (do inglés: transmembrane protease serine 2), TMPRSS-4 (do inglés:
transmembrane protease serine 4) ou HAT (do inglés: human airway trypsin-like
protease). Em seres humanos, essa clivagem € mediada comumente pela furina, uma
enzima pertencente a familia de convertases pro-proteinas tipo subtilisina, ou pela
TMPRSS-2, presentes em grandes quantidades nos pulmdes. O sitio de clivagem
S1/S2 é o alvo da furina durante a infeccdo. O RBD da subunidade S1 entra em
contato com o receptor da ECA2 (enzima conversora de angiotensina 2), ap0s passar
pelas mudancas causadas pela clivagem pelo TMPRSS-2 (Figura 3). Nos seres
humanos, o receptor da ECA2 foi estabelecido como o receptor funcional para a
entrada do SARS-CoV-2 nas células, proporcionando o inicio da replicacéo viral e
invasao de tecidos (Hu et al., 2021; Rahman et al., 2021; Umakanthan et al., 2020;
Yuki et al., 2020).
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Figura 3: Mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira através do receptor ECA2. A
ativacao do receptor da proteina S do SARS-CoV-2 envolve diversas etapas. As proteinas convertases,
como a furina, desempenham seu papel apds a ligacdo do virus ao ECA2. A presenca de um sitio de
clivagem da furina no dominio S1/S2 no SARS-CoV-2 provavelmente reduz a dependéncia das
proteases das células-alvo. As proteases da superficie celular, como a TMPRSS-2, catalisam a
clivagem de S1 e sua subsequente separacdo do dominio S2. Posteriormente, as proteases
lisossomais acidas entram em acdo apds a endocitose viral, atuando no caminho lisossomal de
transformacéo do virus em endossomos.

Devido a complexidade dos processos in vivo e a infeccdo de diversos tipos celulares pelo SARS-CoV-
2, outras proteases do hospedeiro podem potencialmente participar de clivagens semelhantes na
proteina S do SARS-CoV-2. Fonte: Adaptado Gusev et al., 2022.

Os receptores ECA2 estdo presentes em diversos tecidos humanos, como
pulméo, coracao, intestino, rins e bexiga (Umakanthan et al., 2020). S&o ricamente
expressos nas células endoteliais do pulméo, onde a replicacdo viral ocorre de
maneira importante na fase inicial da COVID-19 nos seres humanos. Com isso, ap0s
a clivagem da proteina S e a penetracdo do virus na célula hospedeira, a replicacao
viral ocorre — principalmente nos pneumdcitos do tipo Il — levando a destruicdo
continua da parede alveolar, tanto por dano direto quanto pela reacéo inflamatoria
subjacente (Gusev et al., 2022; Shi et al., 2022; Yuki et al., 2020).

13 O IMPACTO DA RESPOSTA INFLAMATORIA E DA DISFUNCAO
IMUNOLOGICA NA COVID-19

Apés entrar na célula hospedeira, o virus libera seu genoma de RNA dentro do
nacleo celular e a replicacéo viral se inicia no trato respiratério inferior, resultando em
viremia. Essa condicao pode ser facilmente curada porque normalmente os pacientes

sdo assintomaticos nessa fase. Nesta etapa, as células dendriticas, macrofagos e
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células epiteliais respiratérias secretam localmente citocinas e quimiocinas para gerar
uma resposta imunologica inicial, a fim de eliminar o patdgeno do corpo do hospedeiro.
Primariamente, o agente viral € reconhecido pelos PRRs (do inglés: pattern
recognition receptors), responsaveis por reconhecer estruturas moleculares
conhecidas como PAMPs (do inglés: pathogen-associated molecular pattern) e
DAMPs (do inglés: damage-associated molecular pattern) — moléculas associadas a
patégenos microbianos e a componentes celulares liberados durante o dano ou morte
celular. O reconhecimento do material genético viral € realizado por importantes
grupos de PRRs: receptores do tipo Toll (TLRs — do inglés: Toll Like Receptors),
especialmente TLR-3, TLR-7 e TLR-8, e os receptores RIG-I-like (RLRs). O estimulo
desses receptores leva a ativacdo de uma resposta imune inata antiviral,
principalmente associada a producédo de interferons (IFNs). Esta resposta envolve a
ativacao de cascatas de sinalizagcao levando a translocacao de fatores transcricionais,
como IRFs (do inglés: interferon regulatory factors), NF-kB (fator nuclear Kappa B) e
PA-1 (proteina ativadora 1) para o nucleo celular. A ativacdo dos fatores
transcricionais resulta na transcricdo de genes que codificam os IFNs tipo | (IFN-a e
IFN-B) e IFNs do tipo Ill, que apds serem secretados pelas células infectadas séo
capazes de ligar a receptores de superficie de células vizinhas, resultando em uma
alta producéao de IFNs (ciclo de feedback positivo) e estresse celular pré-inflamatério
(Figura 4) (Choudhary et al., 2021; Gusev et al., 2022; Karki e Kanneganti, 2022).
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Figura 4: Ativacdo da resposta inflamatéria pelo SARS-CoV-2. O SARS-CoV-2 entra na célula através
de endocitose ou fusdo de membrana, ligando-se ao receptor ECA2 e liberando seu RNA no
citoplasma. O RNA viral utiliza a maquinaria celular para traduzir suas proteinas virais ndo estruturais
e estruturais e replicar seu RNA. Novas particulas virais embaladas em vesiculas do complexo de Golgi
fundem-se com a membrana plasmatica e séo liberadas por meio de exocitose. Os PAMPs séo
reconhecidos pelos TLRs. A infeccdo pelo SARS-CoV-2 induz fatores inflamatérios que levam a
ativacdo de macrofagos e células dendriticas. A apresentagdo de antigenos do SARS-CoV-2 via
estimula a imunidade humoral e celular, resultando na produg&o de citocinas e anticorpos. Apoptose
celular e formacgéo de DAMPs. Fonte: Adaptado Chams et al., 2020.

Os IFN-I-11l ativam vias de sinalizacdo envolvendo as quinases TYK2 (do inglés:
Tyrosine Kinase 2) e JAK1 (do inglés: Janus Kinase 1), relacionadas a proliferacéo
celular e propagacao da resposta inflamatoéria. A via de sinalizacdo JAK/STAT (do
inglés: Janus Kinase/Signal Transducer Activator of Transcription) desempenha um
papel fundamental na liberacdo de citocinas e sua desregulacdo leva a funcbes
imunoldgicas anormais, sendo associada a progressao da “tempestade de citocinas”
na COVID-19. Além da sinalizacdo de citocinas, a via JAK/STAT também esta
envolvida na sinalizacdo da angiotensina Il — que amplifica a producéo de citocinas
pré-inflamatérias e o recrutamento de células imunoldgicas para o local de infeccéo
(Choudhary et al., 2021; Gusev et al., 2022; Lopez et al., 2020; Wang e Perlman,
2022).

A expressao de varias citocinas envolvidas na fisiopatologia da COVID-19,

como por exemplo, IL-6, IL-2, IL-7, IL-10 (IL — interleucina), GM-CSF (do inglés:
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granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), G-CSF (do inglés: granulocyte
colony-stimulating factor) e IFN-y € mediada pela sinalizagdo JAK/STAT. Além disso,
essa via desempenha um papel importante na ativagéo do sistema complemento, que
tem sido implicado na trombose e endotelite observadas em pacientes com COVID-
19. O complemento C3a € ativado em células epiteliais respiratorias infectadas pelo
SARS-CoV-2. Outro efeito da sinalizacdo JAK/STAT é a formacdo de armadilhas
extracelulares de neutréfilos (NET). A neutrofilia € uma complicacdo bem descrita da
COVID-19 e as NETs sao detectadas nos pulmdes de pacientes com COVID-19 em
autopsia, contribuindo para trombose microvascular (Choudhary et al., 2021; Gusev
et al., 2022; Lopez et al., 2020; Wang e Perlman, 2022).

A via IL-6/JAK/STAT desempenha um papel fundamental na secrecdo de
células pré-inflamatoérias e resposta imune desregulada fundamental na patogénese
da COVID-19. A IL-6 é produzida por linfocitos B, linfécitos T, macrofagos, células
dendriticas, mondcitos, mastocitos e em células néo linfoides, como fibroblastos e
células endoteliais. Pacientes com COVID-19 grave apresentam niveis elevados de
IL-6 no soro, que estdo associados a inflamacéo pulmonar e lesGes importantes de
orgaos alvo (Choudhary et al., 2021; Gusev et al., 2022; Montazersaheb et al., 2022;
Parasher A, 2021; Wang e Periman, 2022).

Os niveis circulantes de IL-6 estdo positivamente correlacionados com a
gravidade da doenca. Fatores como TNF-a (do inglés: tumor necrosis factor alpha),
TLRs e IL-1p aumentam a expressédo de IL-6 em pacientes com COVID-19. O NF-kB
induz a expressao de varios genes pro-inflamatoérios, incluindo aqueles que codificam
citocinas e quimiocinas, e também participa na regulacédo do inflamassoma. O SARS-
CoV-2 ativa o NF-kB em varias células, como macrofagos no pulméo, figado, rim e
sistema nervoso central, levando a producéo de citocinas pré-inflamatorias, como IL-
1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF, GM-CSF, e varias quimiocinas, o0 que, por sua vez, aumenta
o processo inflamatério (Choudhary et al., 2021; Gusev et al., 2022; Montazersaheb
et al., 2022; Parasher A, 2021; Wang e Perlman, 2022).

Frequentemente, de forma paradoxal, as respostas antivirais induzidas por
IFNs estdo diminuidas nas infec¢des por coronavirus, com inibicdo na expressao de
IFN | e Ill e ativagdo compensatOria de vias sinalizadoras alternativas, com a
expressao de IFN-y e GM-CSF, que podem amplificar a resposta imune inata, porém
podem também causar dano tecidual excessivo (Karki e Kanneganti, 2022; Lopez et

al., 2020; Yuki et al., 2020). O dano tecidual e a replicacéo viral geram mais PAMPs e
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DAMPs que, apés serem reconhecidos pelos RRP, amplificam ainda mais a resposta
inflamatoéria, gerando dano macromolecular,

interrompendo  circuitos redox,
aumentando o estresse oxidativo e gerando morte celular, fatores que podem levar a

um estado hiperinflamatorio, conhecido na COVID-19 como “tempestade de citocinas”
(Delgado-Roche e Mesta, 2020; Gusev et al., 2022; Shi et al., 2022).

A injuria endotelial desencadeada pela inflamacdo pode precipitar uma
significativa infiltracdo do ativador de plasminogénio. A trombina, por meio do receptor
ativado por protease 1, propaga a ativacao plaquetéria, intensifica a liberacdo de
fatores inflamatdrios e instiga a via de coagulacdo. Adicionalmente, a condicao de
hipéxia instaura uma modulacdo ascendente na via de sinalizacdo do fator 1,
contribuindo para a expressdo do fator tecidual, vasoconstricdo, instauracao

inflamatoria e o desencadeamento de trombose, contribuindo de maneira importante

com o surgimento das disfungdes organicas relacionadas a COVID-19 (Shi et al, 2022;
Ye et al., 2020).
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Figura 5: Les&o alveolar na COVID-19. Em casos graves de COVID-19, o virus atinge o trato respiratério
inferior e infecta os pneumacitos do tipo I, levando a apoptose e perda de surfactante. O influxo de
macréfagos e neutréfilos induz uma tempestade de citocina. Capilares vazantes levam a edema

alveolar. Uma membrana hialina é formada. Todas essas altera¢des patoldgicas resultam em danos e
colapso alveolares, prejudicando a troca gasosa. Fonte: Adaptado Chams et al., 2020.
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O sistema imunolégico celular, composto por componentes inatos e
adaptativos, desempenha papéis interligados e cruciais na resposta imunoldgica. Uma
resposta celular desequilibrada estéd associada a gravidade da COVID-19. Pacientes
infectados pelo SARS-CoV-2 mostram aumento de linhagens celulares inatas e
ativacao intensa de células T, contribuindo para linfopenia e exaustao funcional. Niveis
elevados de IL-17 sdo caracteristicas da COVID-19 grave. A resposta de células T
CD8+ diminui em casos graves, enquanto aumenta em casos moderados. A detecc¢ao
de células T especificas para 0 SARS-CoV-2 pode ser preditiva de uma resposta
imune protetora, enquanto a resposta de anticorpos varia em especificidade de acordo
com a gravidade da doenca. ldosos, devido a imunossenescéncia, respondem menos
vigorosamente a desafios imunes, e a ativacdo de células T de memodria pode
contribuir para casos mais graves em individuos idosos (Wang e Perlman, 2022; Ye e
et al., 2020).

Durante a pandemia da COVID-19, tornou-se evidente que a hiperinflamacao
esta associada a uma doenca mais severa e com desfechos piores (Delgado-Roche
e Mesta, 2020). Os fatores de risco para doenca mais grave, caracterizada pela
“tempestade de citocinas”, foram bem estabelecidos ao longo desse periodo,
destacando-se sua relacdo com estados pro-inflamatorios crénicos. Um importante
exemplo é a idade avancada, um dos fatores de risco mais significativamente
associados a mortalidade por COVID-19, cujos estudos indicam um aumento
proporcional na mortalidade com o avancar da idade (Zsichla et al., 2023). E de
conhecimento comum que o envelhecimento induz desregulacdo epigenética,
aumento do estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e alteracdes na resposta
imunoldgica, com sinalizacdo alterada de IFN-y, infiltragdo neutrofilica e liberagéo
elevada de citocinas inflamatorias, bem como diminui¢éo dos niveis de células T CD4+
ou CD8+, afetando a resposta imunoldgica durante a infeccdo por SARS-CoV-2
(Delgado-Roche e Mesta, 2020; Zsichla et al., 2023). Outros fatores de risco para uma
evolucdo mais grave da doenca, associados a estados pro-inflamatérios crénicos ou
disfuncdo imunoldgica, englobam hipertensdo, diabetes mellitus (DM), doencas
cardiacas, doencas renais, DPOC, cancer e a obesidade ( Delgado-Roche e Mesta,
2020; Fadl et al., 2021; Shi et al., 2022; Zhou et al., 2021; Yuki et al., 2020) .
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1.4  ADIPOCINAS: FUNCAO NA MANUTENCAO E NA AMPLIFICACAO DA
RESPOSTA INFLAMATORIA

A obesidade, um dos principais desafios para a saude publica nho mundo
ocidental, € uma doenca crbnica que atingiu propor¢cées epidémicas e mantem
elevado crescimento em paises em desenvolvimento (Francisco et al., 2018;
Unamuno et al., 2018). Além de ser uma significativa fonte de incapacidade, esta
associada a diversas condi¢des autoimunes e inflamatérias crénicas como diabetes
mellitus do tipo 2 (DM2), HAS, DCV, doenca hepética gordurosa ndo alcoodlica
(DHGNA), acidente vascular cerebral (AVC), osteoartrite, artrite reumatoide, varias
formas de cancer e transtornos de saude mental, tendo um alto impacto
socioeconémico (Francisco et al., 2018; Kirichenko et al., 2022). Adicionalmente,
constatou-se que individuos obesos possuem uma probabilidade trés vezes maior de
serem hospitalizados por COVID-19 (Kirichenko et al., 2022).

A origem da obesidade possui natureza multifatorial e complexa, fazendo parte
de sua patogénese a hiperinsulinemia, a resisténcia a insulina, a desregulacéo
hormonal e a inflamacao sistémica crénica. Esses elementos desempenham papéis
essenciais tanto no seu desenvolvimento quanto no surgimento de complicacfes
associadas (De Heredia et al., 2012; Kirichenko et al., 2022). E importante ressaltar
gue o tecido adiposo atua como um 6rgdo enddcrino, ndo apenas desempenhando
funcdo de armazenamento de lipidios, mas também exercendo o papel de secretar
substancias biologicamente ativas, tais como citocinas, adipocinas, quimiocinas e
fatores hormonais. Estas, por sua vez, desempenham um papel regulatério nos
processos metabdlicos do organismo, influenciando significativamente as fungdes
inflamatorias e enddcrinas (Kirichenko et al., 2022; Ouchi et al., 2011; Unamuno et al.,
2018).

O aumento do tecido adiposo branco (TAB) na obesidade, particularmente em
seus depdsitos viscerais, esta diretamente relacionado ao surgimento de doencas
metabdlicas e a instauracdo de um estado inflamatério cronico. O tecido adiposo,
composto por adipdcitos, pré-adipocito, células do sistema imunoldgico inato
(mondécitos, macrofagos e células natural killer — NK) e adaptativo (diversos tipos de
linfécitos), passa por alteracdes significativas em sua composi¢cdo durante a
obesidade (Kirichenko et al., 2022; Unamuno et al., 2018). Isso abrange mudancas
no numero, fenétipo e localizagéo das células imunologicas. A hipertrofia adipocitaria,

a hipoxia e o aumento da apoptose celular surgem como resultado do acumulo
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excessivo de lipidios, notadamente triglicerideos, promovendo um aumento na
secrecdo de moléculas inflamatdrias. Entre essas moléculas, destacam-se o TNF-q,
IL-6, IL-8 e MCP-1 (do inglés: monocyte chemoattractant protein-1), produzidos tanto
por adipécitos, quanto por células imunes. Essa resposta inflamatéria desencadeia
uma elevacdo no numero de macrofagos no tecido adiposo, cuja quantidade se
relaciona proporcionalmente ao grau de obesidade, sendo mais pronunciado no tecido
adiposo visceral. Os macrofagos, ao se agruparem ao redor dos adipécitos
apoptéticos na forma de agregados, intensificam a liberagdo de TNF-a, moléculas pro-
inflamatoérias e adipocinas (Fantuzzi G, 2005; Kirichenko et al., 2022; Ren et al., 2022).
As adipocinas desempenham papéis diversos, influenciando em uma variedade

de processos, como modulacdo de energia e apetite, metabolismo de lipidios e
glicose, sensibilidade a insulina, fungéo das células endoteliais, atividade inflamatoria,
angiogénese e hemostasia (Kirichenko et al., 2022). Quando liberadas
inadequadamente por macréfagos e adipdcitos em resposta ao aumento da massa de
gordura, essas substancias promovem inflamacéo cronica, resisténcia a insulina e o
desenvolvimento de doencas associadas a obesidade. As adipocinas possuem
propriedades tanto pro-inflamatérias quanto anti-inflamatoérias, desempenhando um
papel crucial na integracdo do metabolismo sistémico com a fungcédo imunoldgica. Em
individuos com status metabdlico normal, um equilibrio € mantido entre adipocinas pro
e anti-inflamatorias, no entanto, esse equilibrio se desloca para mediadores pro-
inflamatorios a medida que o tecido adiposo aumenta na obesidade. Assim, as
adipocinas anti-inflamatorias estimulam a expressdo de macrofagos M2 e atenuam a
expressdo de macréfagos M1, que apresentam um fendtipo pré-inflamatorio. Na
obesidade, a expressdo de macrofagos M1 tende a aumentar sob a influéncia de
citocinas, niveis elevados de glicose e lipidios, alterando o conteddo de adipocinas
produzidas pelo tecido adiposo (Figura 6). Portanto, conclui-se que o perfil de
adipocinas especifico da obesidade desempenha um papel crucial na patogénese dos
disturbios metabdlicos a ela relacionados (Chwalba et al., 2019; Fantuzzi G, 2005;
Kirichenko et al., 2022; Taylor EB, 2021; Zorena et al., 2020). Até o momento, foram
descritas mais de 600 adipocinas com diversas atividades biolégicas. Entre as
adipocinas proé-inflamatérias, destacam-se a leptina, resistina, quemerina,
progranulina, RBP4 (do inglés: retinol-binding protein-4), ANGPTL2(do inglés:
angiopoietin-related protein-2). Por outro lado, entre as adipocinas com propriedades

anti-inflamatérias, as que possuem maior relevancia sdo a adiponectina, omentina,
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ZAG (do inglés: zinco-alpha 2-glycoprotein), SFRP5 (do inglés: secreted frizzled-
related protein-5) e vaspina (Kirichenko et al., 2022; Ouchi et al., 2011; Ren et al.,
2022).

Tecido Adiposo
Funcional

Tecido Adiposo Hipertréfico

| ® —— Macréfagos M2 e
. Macréfagos M1

- Eosindfilos ® 9
Th2 «®
@ — Treg BN Th

& & CDg

I 1

Adipocinas anti-inflamatérias Adipocinas pré-inflamatérias e liberagao de

Resposta imunoldgica saudavel IL-6, TNFa e IL-1B
Inflamagé&o desregulada

Neutréfilos

Figura 6: Diferencas entre o tecido adiposo funcional e hipertréfico. Fonte: Adaptado Olefsky e Glass,
20009.

A leptina, a primeira da familia das adipocinas, desempenha um papel central
na regulacdo do peso corporal ao conectar o status nutricional com a funcéo
neuroendocrina. Em individuos obesos, observa-se niveis elevados de leptina

circulante. No entanto, devido a resisténcia hipotalamica a essa adipocina, sua
capacidade de aumentar o gasto energético e reduzir a ingestdo de alimentos é
comprometida, resultando, assim, no ganho de peso corporal. Além de sua influéncia
na regulacdo do peso, a leptina também é reconhecida como uma potente
amplificadora do sistema imunoldgico (Francisco et al., 2018; Unamuno et al., 2018).

Na imunidade inata, a leptina aumenta a citotoxicidade das células NK, bem
como a ativacao de granuldécitos (neutrdéfilos, baséfilos e eosindfilos), macréfagos e
células dendriticas, intensificando, assim, a resposta inflamatoéria. A capacidade da
leptina de ativar a via JAK/STAT e promover a ativacdo de NF-kB resulta na
estimulacdo de genes pré-inflamatorios, incluindo MCP-1. Este Ultimo ponto destaca
a interconexao entre a leptina e as citocinas inflamatérias, onde estas ultimas
contribuem para a inflamacdo crbénica presente na obesidade. A hiperleptinemia
induzida pela obesidade n&o apenas estimula a producdo de citocinas proé-
inflamatorias, como TNF-q, IL-6, IL-2, IL-1B e IFN-y por mondcitos e células T-helper 1,

mas também inibe a producdo da citocina anti-inflamatoéria IL-4 (Chwalba et al.,
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2019; Fantuzzi G, 2005; Francisco et al.; 2018; Kirichenko et al., 2022; Li e Li, 2016).
A leptina emerge, assim, como um potencial marcador da obesidade e suas
comorbidades, especialmente DM2 e DCV, devido aos seus efeitos angiogénicos e
aterogénicos. Numerosos estudos corroboram a associagao positiva entre 0s niveis
de leptina e indicadores como o indice de massa corporal (IMC), circunferéncia da
cintura, circunferéncia do quadril e parametros de resisténcia a insulina (Jung et al.,
2014; Kirichenko et al., 2022; Muskiet et al., 2022; Yadav et al., 2011).

A resistina, outra adipocina extensivamente estudada, foi inicialmente
identificada em camundongos obesos como uma proteina derivada de adip6citos
associada a resisténcia a insulina mediada pela obesidade. Em seres humanos, a
resistina € amplamente expressa em células mononucleares no sangue periférico,
medula 6ssea e macrofagos, sendo produzida apenas de forma minima pelos
adipdcitos, ao contrario do que € observado em camundongos. Estudos clinicos
indicam que os niveis circulantes de resistina tém apenas uma correlacao fraca com
a gordura corporal ou o IMC. Apesar de estudos em modelos animais
consistentemente demonstrarem que a resistina promove a resisténcia a insulina, a
evidéncia desse efeito em humanos é menos clara, com resultados controversos. No
entanto, ha indicacdes de que ela desempenha um papel crucial como mediadora da
resisténcia a insulina associada a sepse e outras condicdes inflamatorias. As
propriedades pré-inflamatorias da resistina em humanos séo evidentes, uma vez que
ela estimula a expresséo de TNF, IL-2 e IL-6, e antagoniza diretamente os efeitos anti-
inflamatorios da adiponectina em células endoteliais vasculares. Esse € um dos
mecanismos pelos quais a resistina esta envolvida na génese da disfuncéo endotelial
e no desenvolvimento da aterosclerose (Fantuzzi G, 2005; Kirichenko et al., 2022;
Ouchi et al., 2011; Taylor EB, 2021; Ren et al., 2022).

A pandemia da COVID-19 desencadeou pesquisas em todo o mundo com o
objetivo de identificar fatores de risco associados ao desenvolvimento de formas
criticas da doenca e a sua mortalidade. Rapidamente ficou evidente que a obesidade
€ um dos fatores de risco mais importantes para um curso mais grave da COVID-19,
embora 0s mecanismos subjacentes permanecam, em parte, desconhecidos. Como
o tecido adiposo produz uma grande quantidade de adipocinas, que desempenham o
papel de moléculas sinalizadoras com efeitos abrangentes em mdltiplos sistemas e
orgaos, uma possivel explicacédo fisiopatoldgica implicita ao impacto da obesidade na

gravidade da infeccdo por COVID-19 pode estar relacionada a anormalidades na
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producéo de adipocinas. Nesse contexto, merecem destaque a leptina e a resistina,
gque atuam como adipocinas pro-inflamatorias, bem como a adiponectina,
representante das adipocinas anti-inflamatorias. A adiponectina, por exemplo,
desempenha um papel inibitério sobre citocinas proé-inflamatorias, tais como TNF-q,
IL-6 e NF-kB, enquanto induz citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e antagonista
do receptor de IL-1. Curiosamente, seus niveis encontram-se paradoxalmente
reduzidos em individuos obesos. Essas informag¢des indicam que a regulacao
inadequada das adipocinas, especialmente a leptina, resistina e adiponectina, pode
ser um componente-chave na complexa interacdo entre obesidade e gravidade da
infeccédo por COVID-19 (Post et al., 2020; Yu et al., 2022).

1.5 METAINFLAMACAO: O PAPEL DA INSULINA E DOS PEPTIDEOS
GASTROINTESTINAIS

151 Insulina

A resposta imunolégica e a regulacdo metabdlica apresentam uma estreita
integracéo, sendo o adequado funcionamento de uma delas dependente da outra. A
inflamacéo, decorrente de disfuncdes metabolicas como obesidade e resisténcia a
insulina, € denominada metainflamacé&o. Diversos estudos indicam que o estado pro-
inflamatdrio crénico associado a obesidade pode induzir resisténcia a insulina em
tecidos metabdlicos, tais como figado, musculos e tecido adiposo. Contudo, €&
importante ressaltar que a resisténcia a insulina pode preceder a inflamacao,
ocorrendo de forma independente, e tratamentos anti-inflamatorios ndo demonstraram
causar perda de peso em seres humanos (Hotamisligil GS, 2006; Zhang et al., 2021).
A insulina desempenha papéis cruciais na preservacdo da homeostase
energética. Seus niveis circulantes ajustam-se prontamente em resposta aos
nutrientes sanguineos, notadamente a glicose, e experimentam alteracdes basais
sustentadas em reacdo a demanda crénica. O aumento subito da insulina circulante,
desencadeado pela ingestédo de alimentos, favorece o armazenamento de nutrientes
em seus principais tecidos-alvo periféricos, notadamente estimulando: (1) a captacao
de glicose nos tecidos adiposo e muscular; (2) glicélise e sintese de glicogénio nos
musculos e no figado; (3) lipogénese nos tecidos adiposo e hepatico; e (4) sintese de
proteinas nos musculos e no figado. Adicionalmente, a insulina pode exercer efeitos

autécrinos locais, promovendo o0 crescimento e a sobrevivéncia das células beta-
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pancreéticas, além de influenciar sua propria produgdo e secrecdo. A resisténcia a
insulina periférica esta intrinsecamente ligada aos elevados niveis de insulina
circulante, e essas caracteristicas estdo associadas a intolerancia a glicose. A
dindmica oscilatéria da secrecao de insulina pode modular a resisténcia a insulina,
sendo que a perda da secrecao pulsatil de insulina € um dos efeitos detectaveis mais
precoces em individuos em risco de diabetes tipo 2 (Templeman et al., 2017; Yaribeygi
et al., 2019).

Os processos inflamatérios desencadeados pela hiperinsulinemia podem
ocorrer por diversas vias. Por exemplo, o excesso de insulina propicia o surgimento
de adipécitos hipertrofiados e ndo saudaveis, suscetiveis a apoptose, podendo atrair
macrofagos e outras células do sistema imunolégico. Adicionalmente, a expressao do
RNA mensageiro do receptor de insulina (INSR) em diversos tipos de células
imunoldgicas sugere que parte dos efeitos da hiperinsulinemia pode ser direta.
Estudos identificaram a presenca de RNA mensageiro ou proteina do INSR em células
T, células B, neutrofilos, mondcitos, macrofagos e células NK. Coletivamente, a
literatura disponivel sugere que a insulina e a sinalizagcdo subsequente podem ter
efeitos importantes e diretos tanto nas células T citotéxicas quanto nas reguladoras
(Zhang et al., 2021; Yaribeygi et al., 2019).

A hiperinsulinemia pode causar a ativacao crénica de vias intracelulares pro-
inflamatorias em células-alvo da insulina, o que pode levar ao desenvolvimento da
resisténcia a insulina associada a obesidade. Nessa situacdo, diversas citocinas e
guimiocinas, como MCP-1, IL-6, IL-18, fator de inibicdo da migragdo de macréfagos
(MIF — do inglés: macrophage migration inhibitory factor) e TNFa, podem ser liberadas
tanto por adipécitos quanto por macrofagos. No contexto da obesidade, a resisténcia
a insulina hepatica esta relacionada ao aumento da expressdo de mediadores
inflamatorios e ao depdsito de lipidios intracelulares nos hepatdécitos (esteatose). A
principal variedade de macréfagos no figado é a célula de Kupffer, localizada nos
sinusoides hepaticos e preparada para estabelecer comunicacdo com os hepatécitos
de maneira analoga a comunicacdo intercelular entre macréfagos e adipdcitos.
Embora as células de Kupffer tenham sido menos estudadas que os macréfagos do
tecido adiposo no contexto da resisténcia a insulina, elas claramente contribuem para
a producédo de mediadores inflamatérios que promovem a resisténcia a insulina nos

hepatdcitos (Olefsky e Glass, 2010; Saltiel e Olefsky, 2017).
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Sabe-se que o endotélio expressa receptores de insulina em abundancia, assim
como os receptores do fator de crescimento semelhante ainsulina | (IGF-1 —do inglés:
insulin-like growth factor 1) e os receptores hibridos de insulina/IGF-1. Em
concentracgdes fisioldgicas, a insulina se liga e ativa exclusivamente os receptores de
insulina, porém em concentragfes suprafisiolégicas, a insulina também estimula os
receptores de IGF-1 e os receptores hibridos de insulina/IGF-1. Na fisiologia normal,
as acdes vasculares da insulina ajudam a manter o tbnus dos vasos sanguineos e
garantem uma perfusdo tecidual adequada. Entretanto, na presenca de
hiperinsulinemia cronica, principalmente em situagbes em que h& resisténcia a
insulina associada, pode haver uma variedade de desfechos de saude prejudiciais,
incluindo doencas ateroscleroticas, hipertensdo e isquemia tecidual (Love e Liu,
2021).

A hiperinsulinemia causa, primeiramente, um aumento da lipogénese,
resultando no acumulo e deposicao ectopica de gordura, culminando em um perfil
lipidico aterogénico. Essa condicdo é acompanhada por inflamacdo sistémica e
vascular, disfuncéo mitocondrial e aumento do estresse oxidativo. Em paralelo, ha um
aumento na producédo de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL - do inglés:
very low density lipoprotein), promovendo o transporte de colesterol de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL - do inglés: low density lipoprotein) para as células
musculares lisas vasculares. Adicionalmente, observa-se a estimulacdo da producéo
de moléculas de adesdo endotelial e aderéncia de mondcitos, intensificando os
processos inflamatoérios. A resisténcia a insulina também contribui para a hipertenséo,
manifestada pelo aumento da secrecéo de endotelina-1, aumento na reabsorcéo de
sédio nos rins, regulacéo positiva do sistema renina-angiotensina e elevacao do tbnus
vascular. Por fim, a resisténcia a insulina promove o crescimento e a proliferacdo de
células musculares lisas vasculares, desencadeando uma cascata de eventos que
potencializam os danos a saude vascular (Love e Liu, 2021). Durante a infeccéo por
SARS-CoV-2, essa condicdo amplifica o estresse oxidativo e disfuncdo endotelial,
ativando vias de sinalizacdo pro-tromboticas, aumentando a producdo de PAI-1 e
gerando um estado de hipercoagulabilidade — associado a piores desfechos na
COVID-19 (Moreno-Fernandez et al., 2022; Stefan et al., 2021).
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1.5.1. Peptideo C

O peptideo C é gerado nos granulos secretérios das células beta-pancreéticas
como parte da biossintese normal da insulina. Em individuos saudaveis, o peptideo C
€ secretado na corrente sanguinea em quantidades proporcionais a insulina, mas esta
ausente ou muito reduzido em pacientes com DM do tipo 1 e DM2 em estagios mais
avancados. Por décadas, esse peptideo foi considerado biologicamente inerte e visto
apenas como um marcador de massa funcional de células beta pancreaticas, contudo,
hoje sabe-se que ele possui efeitos fisioldgicos em uma variedade de alvos celulares.
Evidéncias atuais sugerem que o peptideo C pode reduzir diretamente a geracéo de
espécies reativas de oxigénio em células endoteliais, atuando como agente
antioxidante (Luppi e Drain, 2017). Estudos in vitro, mostram que a suplementacao
exodgena de peptideo-C pode diminuir a apoptose induzida pela hiperglicemia em
células das ilhotas pancreaticas. Em concentracdes fisiologicas, o peptideo C possui
efeitos anti-inflamatorios, atenuando significativamente a secrecdo de fatores
inflamatorios, incluindo IL-6, IL-8, MIP-1a e MIP-1B (MIP — do inglés: macrophage
inflammatory protein). Além disso, ele reduz a adesao desses mondcitos as células
endoteliais. Isso pode ser atribuido a inibicAo da producdo excessiva de ROS,
reduzindo assim a ativacdo do NF-kB. Também se sugere que a producao excessiva
de peptideo C pode levar a estados proé-inflamatorios, revelando que em pacientes
obesos com diabetes tipo 2, existe uma correlacdo positiva entre a concentracéo de
peptideo-C e o MCP-1, bem como a E-selectina, sendo observada uma correlacéo
negativa entre a concentracdo de peptideo C e IL10. Sabe-se que nas fases iniciais
do DM2 ha um aumento na producdo de peptideo C, o que pode contribuir com o
estado pro-inflamatério gerado pela doenca (Chen et al., 2023). Ainda ndo se sabe
exatamente o papel do peptideo C em doencas agudas. Em uma coorte realizada com
54 pacientes com COVID-19, os valores de peptideo C foram maiores em
participantes com doenca mais grave em comparacdo aqueles com doenca leve,
talvez refletindo a resisténcia a insulina induzida pela doenca critica e infeccéo viral
(Clarke et al., 2022).
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15.2. Peptideos gastrointestinais: GLP-1, PYY e grelina

Os diferentes peptideos gastrointestinais, como o peptideo semelhante ao
glucagon 1 (GLP-1 — do inglés: glucagon-like peptide 1), o peptideo YY (PYY) e a
grelina também possuem um importante papel na patogénese da obesidade, atuando
principalmente no controle da glicemia e do apetite. Em individuos obesos, a
expressdo desses peptideos encontra-se alterada, podendo gerar alteracdes
metabdlicas importantes ainda ndo bem esclarecidas durante processos de estresse
agudo, como infeccbes. Por exemplo, o GLP-1 parece estimular a secre¢cdo de
insulina, inibir a secrecdo de glucagon, retardar o esvaziamento gastrico (tendo papel
importante no controle do apetite e na saciedade) e reduzir o metabolismo hepatico
de glicose (Deane et al., 2010; Steinert et al., 2017; Sun et al., 2019).

Na sepse, 0s agonistas do receptor GLP-1 tém potencial para melhorar o
controle glicémico dos pacientes, além de terem possiveis efeitos na regulacado do
sistema imunolégico e na reducdo da inflamacéo. A ativacdo do receptor GLP-1
também tem o potencial de reduzir a agregacdo plaquetaria e melhorar a funcéo
endotelial, o que pode ser benéfico em pacientes sépticos (Yang et al., 2021). Ja a
grelina exerce inUmeras atividades biologicas, como a regulacdo da ingestao de
alimentos, adipogénese, funcbes metabdlicas e pode atuar como agente anti-
inflamatorio. Na SARS-CoV-2, parece ter uma funcdo imunomoduladora no curso da
doenca, atenuando a resposta inflamatdria inicial causada pelo virus, mas ainda néao
h&a nenhuma evidéncia significativa de que tais marcadores enddcrino-metabdlicos

tenham alguma influéncia clara no prognéstico da COVID-19 (Russo et al., 2022).

1.5.3. Cortisol

O cortisol, conhecido como o "hormdnio do estresse”, recebe essa designacao
devido ao seu aumento durante estados de vigilia, alerta e tensdo. Pequenos
aumentos desse horménio ndo representam perigo, uma vez que o cortisol
desempenha o papel de regular diversas funcdes organicas. Sua liberacdo é
controlada pelo nucleo supraquiasmatico, o principal centro regulatério do ritmo
circadiano, que ativa o eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HHA). Os niveis de cortisol
geralmente sdo mais baixos por volta da meia-noite, atingindo o pico pela manha e
declinando ao longo do dia. A auséncia desse ritmo pode resultar em diversas

doencas, bem como a hiperatividade crénica do eixo HHA e a subsequente resisténcia
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aos glicocorticoides podem levar ao estresse crbnico, transtornos psiquiatricos,
diabetes e sindrome metabdlica (Zefferino et al., 2021).

O eixo HHA desempenha um papel crucial no controle da inflamagéo,
especificamente na imunidade inata, por meio da acao do cortisol. Os glicocorticoides
sdo potentes agentes anti-inflamatérios e agem induzindo a apoptose em mondcitos,
macréfagos e células T, bem como suprimindo a via NF-kB. Esse controle anti-
inflamatoério é caracteristico de individuos saudaveis. No entanto, em situacfes de
resisténcia aos glicocorticoides, um conjunto distinto de mecanismos pode se
manifestar, resultando em um aumento da inflamagdo associada ao eixo HHA,
especialmente quando esse € ativado com frequéncia. Adicionalmente, é sabido que
0 aumento de citocinas circulantes, como IL-1B, IL-6, IFN-y, IFN-a e TNF, pode elevar
significativamente os niveis séricos de hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH - do
inglés: adrenocorticotropic hormone) e cortisol. Essa elevacdo contribui para que
condicdes inflamatdrias cronicas também provoquem resisténcia aos glicocorticoides
(Straub e Cutolo, 2016; Zefferino et al., 2021).

Na presenca de obesidade, muitos fatores, como neuropeptideos, inflamacéao
cronica, resisténcia a insulina e estresse psicologico, contribuem para a hiperativacao
do eixo HHA. A exposicao prolongada aos glicocorticoides pode desregular vias
metabdlicas, resultando no gradual aumento da adiposidade visceral, hiperglicemia,
dislipidemia, hipertensao e resisténcia a insulina, potencializando as consequéncias
da obesidade no individuo. Conforme previamente mencionado, o tecido adiposo
libera citocinas e adipocinas que desencadeiam um proé-inflamatério crénico. A
constante liberacéo desses fatores pro-inflamatdrios atua como estimulo crénico para
a ativacao do eixo HHA, estabelecendo um ciclo vicioso em que a hipercortisolemia
promove o crescimento dos adipdcitos e vice-versa (Paredes e Ribeiro, 2014).

Ha evidéncias crescentes que apontam para uma relacdo entre o DM2 e
disturbios crénicos de estresse. Concentracfes elevadas de cortisol circulante séo
observadas em individuos com intolerancia a glicose e DM2. Os glicocorticoides
elevam os niveis de glicose no sangue por diversos mecanismos, comprometendo a
captacdo de glicose dependente de insulina nos tecidos periféricos, aumentando a
producdo hepética de glicose e inibindo a secregao de insulina pelas células (3-
pancreaticas. Além disso, nos tecidos sensiveis a insulina, como figado e musculo
esquelético, os glicocorticoides prejudicam as vias relacionadas a ativacao do receptor

de insulina. Citocinas pro-inflamatérias, como TNF, IL-1 e IL-6, também apresentam
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forte associacdo com a resisténcia a insulina, alimentando o ciclo de retroalimentacéo
positiva entre a desregulacéo metabdlica e a hiperativagdo do eixo HHA (Morais et al.,
2019; Paredes e Ribeiro, 2014).

Na COVID-19, o entendimento da funcdo do eixo HHA na fisiopatologia da
doenca ainda € limitado, especialmente porque 0s pacientes apresentam diferentes
espectros de gravidade da doenca e muitos utilizam tratamento com corticosteroides,
principalmente aqueles com SDRA (sindrome do desconforto respiratério agudo) e
internados em UTI (unidade de terapia intensiva) (llias et al., 2023). Pacientes com
SARS-CoV-2 parecem ter uma resposta maior do eixo HHA em resposta a infeccao
do que aqueles néo infectados pelo virus. O cortisol elevado também pareceu estar
associado a maior mortalidade e reducéao na sobrevida mediana, sendo um possivel
indicador da gravidade da doenca, parecendo ser um preditor independente de
gravidade melhor do que outros marcadores laboratoriais como PCR e D-dimero, por
exemplo (Amiri-Dashatan et al., 2022; Tan et al., 2020; Tomo et al., 2022). No entanto,
h& divergéncias entre os resultados de estudos, com algumas pesquisas sugerindo
gue niveis mais baixos de cortisol podem estar relacionados a uma taxa de letalidade
mais alta (Ahmadi et al., 2011). Em geral, ndo ha uma associacao consistente entre
os resultados clinicos da COVID-19 e a presenca de cortisol reduzido ou aumentado,

destacando a complexidade dessa relacéo (llias et al., 2023)

1.6  JUTIFICATIVA

Em contraste com os biomarcadores endocrino-metabolicos mencionados
anteriormente, diversos outros biomarcadores foram bem estabelecidos como
indicadores prognosticos em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Marcadores
hematoldgicos, inflamatérios e de coagulacao, tais como leucocitose, neutrocitose,
linfopenia, plaquetopenia, elevacdo de IL-6, aumento da PCR, elevacdo da
procalcitonina e aumento de D-dimero, tém sido canonizados como indicadores de
desfechos mais desfavoraveis quando presentes e associados a COVID-19 grave.
Outros marcadores, como niveis elevados de alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase e ferritina; hipoalbuminemia; aumento da lactato desidrogenase
(LDH); elevacao de bhilirrubinas; aumento de ureia e aumento de troponina |, estdo
associados a disfunc¢des organicas (hepética, renal e cardiaca) e, consequentemente,

independentemente associados a mortalidade, servindo como preditores de doenca
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grave ou critica (Battaglini et al., 2022; Biovana et al., 2021; Fouladseresht et al., 2021;
Gorog et al., 2022; Li e To, 2021).

Possivelmente, mais relevante do que a analise isolada de fatores de risco ou
biomarcadores é a identificacdo dos fendétipos da doenca associados a desfechos
mais adversos. Essa classificacdo auxilia na criacdo de ferramentas prognosticas
mais precisas, na abordagem precoce de pacientes com fatores associados a mau
prognéstico, na determinacdo de ferramentas terapéuticas mais adequadas e
personalizadas, bem como na identificacdo de mecanismos relacionados a
fisiopatologia da doenca ainda nao esclarecidos.

Com base nessas consideracbes, 0 presente estudo teve como propdsito
analisar a interac&o entre biomarcadores enddcrino-metabdlicos (cortisol, Peptideo C,
GLP-1, grelina, leptina, resistina, insulina e PYY), a gravidade da COVID-19 e os
desfechos clinicos da doenca em pacientes internados em UTI. O foco da analise
abrange néo apenas a relacao entre esses biomarcadores e desfechos clinicos, mas
também a fenotipagem dos pacientes com base em suas caracteristicas clinicas e
metabolicas, com o intuito de desenvolver uma ferramenta que contribua para o

prognostico e tratamento eficaz desses individuos.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Determinar a relacédo entre biomarcadores metabdlicos e progndstico da

COVID-19 em pacientes internados em UTI devido a infec¢do por SARS-CoV-2.

2.2

3.1

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a relacdo entre mortalidade hospitalar e a dosagem sérica de
cortisol, Peptideo C, GLP-1, grelina, leptina, resistina, insulina e PYY.
Determinar a relagdo entre a gravidade da COVID-19 baseada em critérios da
OMS e a dosagem sérica de cortisol, Peptideo C, GLP-1, grelina, leptina,
resistina, insulina e PYY.

Determinar a relagéo entre variaveis demograficas e clinicas com mortalidade
hospitalar e gravidade da COVID-19.

Realizar a fenotipagem dos pacientes com base em suas caracteristicas

clinicas e metabdlicas.

MATERIAIS E METODOS

TIPO DE ESTUDO

Coorte prospectiva.

SELECAO DA AMOSTRA

A amostra do estudo consistiu em pacientes consecutivos admitidos em seis

UTls especializadas no tratamento de pacientes com COVID-19 de dois hospitais

terciarios no sul do Brasil que preenchiam os critérios de inclusdo abaixo descritos e

nao apresentavam qualquer critério de excluséao.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital S&o José

(31384620.6.1001.5364) e do Hospital Unimed Joinville (31384620.6.2002.5362). O
estudo foi realizado de acordo com a Declaracao de Helsinque e a Resolucdo 466 do
Conselho Nacional de Saude do Brasil (APENDICE B).

Todos os pacientes incluidos ou seus representantes legais assinaram o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado pelos respectivos Comités de
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Etica em Pesquisa (APENDICE A). Foi assegurado ao participante o direito de
recusar-se a participar do estudo ou de retirar-se dele a qualguer momento, por
gualquer motivo. O investigador ou seu representante comprometeram-se a explicar
a natureza do estudo ao individuo e a responder a todas as suas perguntas
relacionadas a esta pesquisa.

O estudo foi realizado na Universidade do Extremo Sul Catarinense em parceria
com o0s seguintes centros: Universidade Federal de Santa Catarina, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Universidade Regional de Joinville, Universidade Alto
Vale do Vale do Rio do Peixe, Hospital Sdo José, Hospital Nereu Ramos, Centro
Hospitalar UNIMED Joinville, Hospital Universitario UFSC, Hospital Maicé, Cacador.

3.2.1 Critérios deinclusao

Foram incluidos no estudo pacientes com idade superior a 18 anos,
diagnosticados com COVID-19 por meio da reacdo em cadeia da polimerase com
transcriptase reversa (RT-PCR do inglés: reverse transcription polymerase chain
reaction) ou teste rapido de antigeno e que necessitavam de oxigénio suplementar
(classe 5 da OMS), ventilacdo mecéanica néao invasiva (classe 6 da OMS) ou ventilacédo
mecanica invasiva (classe 7 da OMS) devido a pneumonia por COVID-19. Pacientes
assintomaticos (classe 1 da OMS) ou sintomaticos (classe 2 da OMS, doenca leve

ambulatorial) foram incluidos como grupo de controle.
3.2.2 Critérios de excluséo

Pacientes com doencas crbnicas graves (doenca renal cronica em dilise,
cirrose classe C de Child-Pugh, doenca pulmonar obstrutiva crénica grave,
insuficiéncia cardiaca grave) ou doencas que alteram a resposta inflamatoria, como
aquelas que exigem o uso prolongado de imunossupressores, cancer ativo, infeccao
pelo virus da imunodeficiéncia humana mal controlada e pacientes em cuidados
paliativos ou com expectativa de vida inferior a 24 horas, conforme avaliagcdo do

médico responsavel, foram excluidos.

3.3 PERIODO DE INCLUSAO

O periodo de incluséo de pacientes ocorreu de junho a nhovembro de 2020.

Foram rastreados pacientes admitidos nas UTIs participantes. Estas unidades
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apresentaram propor¢des variadas de pacientes com critérios de inclusdo e sem

critérios de exclusao para participacdo no estudo.

3.4 AVALIACAO DOS PACIENTES ADMITIDOS NA UTI

Os pacientes admitidos na UTI foram submetidos a avaliacdo em relacéo
aos critérios de inclusdo. Se apresentassem todos esses critérios, em seguida, era
verificada a presenca de algum critério de exclusdo. Se o paciente ndo apresentasse
nenhum dos critérios de exclusao, solicitava-se a assinatura do TCLE e, somente ap6s

esse procedimento, eram incluidos no estudo.

3.5 COLETA DE DADOS DA HISTORIA CLINICA, EXAMES DE IMAGEM E
DADOS LABORATORIAIS

Apoés a obtencéo do consentimento informado, procedeu-se a coleta de dados
sociodemograficos, realizada diretamente com 0s pacientes, seus responsaveis ou
por meio do acesso ao prontuario médico eletrénico. As informacdes laboratoriais, 0s
dados clinicos e os resultados de exames de imagem foram obtidos a partir do
prontuario médico eletrénico e devidamente registrados no instrumento de coleta do

protocolo.

3.6 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Amostras de sangue (20 mL) foram coletadas em até 24 horas ap0s a admissao
do paciente na UTI e sua inclusédo no estudo. O sangue foi colhido em tubos contendo
anticoagulante EDTA e em tubos sem anticoagulante, a fim de atender os diferentes
tipos analise. As amostras foram imediatamente colocadas em gelo e transportadas
para analise laboratorial. O plasma foi separado em aliquotas e congelado a -80°C
para a subsequente dosagem de biomarcadores. Os resultados dessas analises nao
foram avaliados durante o periodo de acompanhamento dos pacientes e néao

exerceram interferéncia nos cuidados médicos prestados.

3.6.1 Dosagem dos biomarcadores metabdlicos

Os biomarcadores metabdlicos avaliados neste estudo foram os niveis séricos

insulina, cortisol, GLP-1, grelina, leptina, peptideo C, PYY e resistina. Os niveis
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desses biomarcadores foram mensurados utilizando Metabolism/Obesity 9-Plex
Human ProcartaPlexTM Panel 2 (Cat. #EPX060-10824-901, Thermo Fisher Scientific
Waltham, MA, USA) e a Luminex MAGPIX® system (Luminex Corporation, Austin, TX,
USA). As concentragdes finais de proteina foram calculadas utilizando o Procarta Plex
Analysis Application online (Thermo Fisher Scientific).

O processo de identificacdo de biomarcadores utilizando o Metabolism/Obesity
9-Plex Human ProcartaPlexTM Panel 2 em conjunto com a plataforma Luminex
MAGPIX® System envolve vérias etapas. Primeiramente, as amostras biolégicas
foram preparadas, descongeladas, e padronizadas para garantir concentracoes
adequadas e a integridade dos biomarcadores. Em seguida, os reagentes do painel
foram preparados e adicionados as microesferas, criando conjuntos codificados de
microesferas para cada biomarcador. Durante a incubagcdo com as amostras, 0S
biomarcadores se ligam aos anticorpos nas microesferas. Apés lavagem das amostras
para remocdo de materiais ndo ligados, e adicdo de anticorpos secundarios e
streptavidina-PE para deteccéo, o ensaio € lido na Luminex MAGPIX® System, que
utiliza a tecnologia de microesferas magnéticas com diferentes cores de fluorescéncia
para analisar as intensidades de fluorescéncia associadas a cada biomarcador.

Na fase de andlise de dados, a Luminex MAGPIX® System é calibrada e os
dados de fluorescéncia sao processados usando software especifico. Os resultados
sdo apresentados em termos de concentragcdes dos biomarcadores, permitindo a
identificacdo precisa das moléculas associadas ao metabolismo e obesidade nas

amostras analisadas.

3.7 DEFINICOES
3.7.1 Biomarcadores metabélicos

Definimos como biomarcadores metabdlicos (BM) no presente estudo o
conjunto dos seguintes biomarcadores: insulina, cortisol, GLP-1, grelina, leptina,

peptideo C, PYY e resistina.
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3.7.2 Extensdo da pneumonia por COVID-19 na tomografia de torax

Foram considerados pacientes com pneumonia extensa ou importante aqueles
com acometimento em vidro fosco do parénquima pulmonar maior do que 50% em

tomografia de térax (TCt).

3.7.3 Gravidade da doenca na admissao na UTI

O escore utilizado para avaliagdo de gravidade da doenca e para predi¢cédo de
mortalidade hospitalar na admissao na UTI foi o SAPS-3 (do inglés: Simplified Acute
Physiology Score 3).

3.7.4 Grau de disfun¢cdes organicas na admisséao na UTI

O escore utilizado para avaliar o grau de disfungcbes organicas (respiratoria,
hematoldgica, hepatica, cardiovascular, neurolégica e renal) dos pacientes incluidos

nesse estudo foi 0 SOFA (do inglés: Sequential Organ Failure Assessment).

3.7.5 Comorbidades

O escore utilizado para avaliar o grau de comorbidades nos pacientes incluidos
nesse estudo foi o indice de Comorbidade de Charlson (CCIl — do inglés: Charlson

Comorbitidy Index).

3.7.6 Avaliacdo do grau de sobrepeso e obesidade

O calculo do IMC foi empregado para diagnosticar a presenca de obesidade
nos pacientes analisados, bem como para avaliar o grau de sobrepeso e obesidade.

Foram considerados obesos individuos com IMC igual ou maior do que 30.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados usando o software IBM SPSS Statistics verséo 22.0
(IBM Corp., Armonk, N.Y., EUA) e Stata versdo 13.1 (StataCorp, College Station, TX,
EUA). O nivel de erro tipo | foi fixado em 0,05 em todas as analises estatisticas.

Variaveis continuas foram expressas como a média e o desvio padrao (DP).

Dados categoricos foram expressos em frequéncias e percentuais. Os grupos foram
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comparados utilizando os testes de Kruskal-Wallis e Wilcoxon-Mann-Whitney para
resultados continuos, e testes qui-quadrado para resultados categoricos. A regressao
logistica binaria multivariada foi utilizada para analisar as diferencas ajustadas entre
0s grupos. Além disso, a regressdo logistica binaria multivariada foi empregada para
determinar as associacbes entre o desfecho e variaveis independentes,
conceitualmente divididas em fatores demogréficos principais (idade e sexo) e fatores
prognosticos clinicos (SAPS-3, CCI, escore de TCt, SOFA e IMC), referidos como
"preditores principais". Esses ultimos foram categorizados em quintis devido as suas
distribuicbes altamente ndo normais. As curvas caracteristicas de operacdo do
receptor (ROC — do inglés: receiver operating characteristic) para os preditores
principais isoladamente e preditores principais mais os BM foram comparadas em
termos de precisdo, medida pela area sob a curva ROC (AUC — do ingés: area under
curve), bem como a sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e
negativos, e razbes de verossimilhanca de testes positivos e negativos. A AUC foi
validada de maneira cruzada em cinco amostras independentes para evitar o ajuste e
avaliacdo do mesmo conjunto de dados. Intervalos de confianca (IC) de 95%,
corrigidos por viés de bootstrap, foram utilizados para expressar a incerteza da AUC.
O coeficiente de correlacao de Spearman foi utilizado para avaliar as correlacdes entre
as variaveis numéricas. Uma clusterizacdo hierarquica da matriz de correlagédo
correspondente foi utilizada para identificar os clusters de BM coexpressos. Além
disso, foi realizada uma clusterizacdo nao hierarquica de K-means para avaliar 0os

clusters de BM.
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Participaram deste estudo duzentos e treze pacientes, sendo que cinquenta

e trés (25%) deles faleceram durante o periodo de hospitalizacdo. Idade avancada,

IMC mais elevado, necessidade de ventilacdo mecanica (VM), extensdo da

pneumonia por COVID-19 na TC, gravidade da doenca na admisséao na UTI (SAPS-

3) e grau de disfungbes organicas (SOFA) estavam associados a mortalidade

hospitalar. ApOs ajustes, apenas o SOFA e o0 SAPS-3 na admissdo foram

independentemente associados a mortalidade. As caracteristicas gerais da amostra e

uma comparacao entre os pacientes que sobreviveram e aqueles que vieram a Obito

séo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas da amostra e comparagédo entre pacientes sobreviventes e obitos.

Geral Sobreviventes Obitos Valordep OR (95% IC)
(n=213) (n=160) (n=53) (Néo (Ajustado)
ajustado)
Sexo, masculino, n (%) 136 (64) 99 (62) 37 (70) 0.29 NA
|dade, média (DP) 55 (15) 53 (15) 62 (13) < 0.001 1.02 (0.98-1.07)
Etnia, brancos, n (%) 200 (94) 152 (95) 48 (90) 0.24 NA
IMC, média (DP) 27 (9) 26 (10) 29 (5) 0.026 1.02 (0.95-1.09)
Tempo do inicio dos
sintomas, dias, média (DP) 10.6 (3.9) 10.5 (3.7) 10.9 (4.2) 0.67 NA
Transferidos de, n (%)
Emergéncia 149 (70) 115 (72) 37 (70)
Enfermaria COVID 13 (7) 9 (6) 4 (8) 0.87 NA
Outro hospital 48 (23) 36 (22) 12 (22)



Necessidade de VM 83 (39)
invasiva, n (%)

Pneumonia extensa em 79 (37)
TCt, n (%)

indice de Comorbidade de  1.8(1.6)
Charlson, média (DP)

Diabetes mellitus, n (%) 21 (10)
Uso de corticosteroides, n 166 (78)
(%)

SOFA na admisséo, 3 (1-5)
mediana (IQR)

SAPS-3 score, media (DP) 44 (26)

46 (29)

51 (32)

1.62 (1.5)

14 (9)

122 (76)

2 (1-4)

39 (25)

37 (70)

28 (53)

2.34 (1.65)

7 (13)

44 (83)

4 (2-8)

58 (20)

< 0.001

0.006

0.004

0.34

0.30

<0.001

<0.001

39

NA

0.87 (0.5-1.5)

0.94 (0.67-1.3)

NA

NA

1.2 (1.09-1.5)

1.02 (1.004-1.04)

4.8 BIOMARCADORES METABOLICOS E A GRAVIDADE DA COVID-19

Na andlise dos participantes conforme a escala de gravidade da OMS,

observaram-se diferencas significativas nos niveis de cortisol, resistina, leptina,

insulina e grelina entre os grupos. Os pacientes sob ventilacdo mecéanica

apresentaram niveis plasmaticos mais elevados de cortisol e resistina em comparac¢ao

com aqueles com doenca menos grave (Figura 7). Além disso, os niveis de grelina e

insulina foram superiores em pacientes hospitalizados (categorias 5-7 da OMS) em

relacdo aos que tinham doenca leve (Figura 8). Notavelmente, os pacientes

classificados na categoria 5 da OMS exibiram niveis mais elevados de leptina em

comparacao com aqueles nas categorias 2-3 e 6 ou 7 (Figura 9).
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Figura 7: Niveis plasmaticos mais elevados de cortisol e resistina em pacientes sob VM.
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Figura 8: Niveis mais altos de grelina e insulina em pacientes hospitalizados.
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Figura 9: Niveis mais altos de leptina em pacientes categoria 5 pela classificacdo da OMS.

Ao analisar as variaveis associadas a mortalidade, identificou-se que niveis
mais baixos de grelina e niveis mais altos de cortisol foram as Unicas variaveis
significativamente correlacionadas (Figura 10). No entanto, apds o0 ajuste para
variaveis clinicas, apenas um nivel mais elevado de cortisol permaneceu como o Unico
biomarcador independentemente associado a mortalidade (OR: 1,003, IC de 95%:
1,00-1,006; AUROC 0,61 [IC] 0,51-0,7).
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Figura 10: Niveis mais baixos de grelina e niveis mais altos de cortisol correlacionados com
mortalidade.
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Adicionalmente, o IMC e os BM mensurados ndo demonstraram correlacéo
significativa, exceto por uma correlacdo fraca com o nivel de leptina (r = 0,15, p =
0,028).

49 A INCLUSAO DE BIOMARCADORES METABOLICOS A PARAMETROS
CLINICOS MELHOROU A PREVISAO DE MORTALIDADE NA COVID-19

A regressao logistica multivariada foi empregada para explorar a capacidade
de os BM preverem mortalidade hospitalar. A adicdo do BM aos preditores clinicos
principais melhorou significativamente a AUROC, aumentando de 90,31% (IC 95%:
70,78-85,33%) para 92,65% (IC 95%: 86,86—95,74%). Também foram observadas
melhorias significativas na sensibilidade, que aumentou de 40% para 70% (p < 0,001),
no valor preditivo negativo, que aumentou de 82% para 89% (p = 0,014), na acuracia,
gue aumentou de 80% para 93% (p = 0,003), e nas razdes de verossimilhanca de um
teste positivo/negativo (p < 0,001). Duplicar a razdo de verossimilhanca de um teste
positivo com a adicdo dos BM duplicou as chances de prever corretamente a
mortalidade hospitalar. Dentro da faixa de resultados falsos-positivos de 10-15%,
considerada aceitavel em muitas aplicacdes de triagem, os BM melhoraram a previsao
correta da mortalidade hospitalar em aproximadamente 10—30% em comparac&o com
a ROC sem o BM (Figura 11).
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Figura 11: A adi¢cdo do BM aos preditores clinicos principais melhorou significativamente a AUROC (em
vermelho).
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4.10 FENOTIPAGEM DOS PACIENTES COM COVID-19 BASEADA NOS
BIOMARCADORES METABOLICOS

O coeficiente de correlagdo de Spearman foi utilizado para avaliar a correlacao
par a par dos biomarcadores medidos, e os clusters de biomarcadores coexpressos
hierarquicamente foram mostrados na matriz de correlagéo correspondente . O cluster
entre insulina/resistina e leptina reforcou a associacdo observada entre esses
biomarcadores e a gravidade da doenca. Este cluster hierarquico foi estendido para a
grelina na etapa seguinte, e a grelina foi associada a gravidade da doenca.
Surpreendentemente, o cortisol, que estava associado a gravidade da doenca e era o
unico biomarcador independentemente associado a mortalidade, ndo se agrupou com
esses biomarcadores (Figura 12).

Para explorar ainda mais essa possivel relacéo, foi realizada uma analise de
clusterizagdo néo hierarquica por K-means. Utilizando todos os biomarcadores
medidos, foram identificados dois fenétipos: fendtipo 1, que incluia 147 pacientes, e
fendtipo 2, que incluia 66 pacientes. As caracteristicas demograficas e clinicas foram
semelhantes entre os dois fendtipos (Tabela 2). Os fenotipos distintos foram
associados a escala de gravidade da OMS, mas nao a mortalidade.

Resultados semelhantes foram obtidos usando a clusterizac&o nao hierarquica
por K-means para orientar a matriz de correlagcdo e o aglomerado hierarquico para
selecionar alguns biomarcadores para determinar os fenoétipos. Foi possivel realizar

uma fenotipagem semelhante usando apenas 0s niveis de leptina e insulina.
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Figura 12: Formacéao dos Clusters.



Tabela 2. Caracteristicas dos BM nos clusters

Cluster 1 (n=147) Cluster 2 (n=66)  P-value
Sexo, masculino, n (%) 98 (67) 38 (58) 0.20
Idade, média (DP) 56 (16) 53 (14) 0.17
IMC, médio (DP) 27 (9) 28 (9) 0.23
Tempo de inicio dos sintomas, 10.7 (4.1) 10.5 (3.6) 0.91
dias, média (DP)
Transferido de, n (%)
Emergéncia 108 (73) 44 (67)
Enfermaria COVID-19 7 (5) 6 (9) 0.40
Outro hospital 32 (22) 16 (24)
Pneumonia extensa em TCt, n 58 (39) 21 (32) 0.48
(%)
CCI, média (DP) 1.9 (1.5) 1.5 (1.5) 0.12
DM, n (%) 17 (12) 4 (6) 0.21
Uso de corticoide, n (%) 115 (78) 51 (77) 0.87
SAPS-3, média (DP) 42 (26) 50 (23) 0.13
SOFA na admissdo, média (DP) 3.6 (2.9) 3.0(2.7) 0.081
Cortisol, média (DP) 41 (63) 18 (37) 0.002
Peptideo-C, média (DP) 839 (858) 1258 (1407) 0.002
GLP-1, média (DP) 310 (255) 424 (255) <0.001
Grelina, média (DP) 957 (483) 1199 (564) <0.001
Insulina, média (DP) 10845 (2642) 11882 (2682) 0.001
Leptina, média (DP) 5581 (3442) 18390 (5994) <0.001



PYY, média (DP)
Resistina, média (DP)
Escala de gravidade da OMS, n
(%)
Categoria 5
Categoria 6
Categoria 7

Obitos, n (%)

188 (25)

8654 (5338)

53 (36)

36 (24)

58 (40)

36 (24)

189 (18)

12229 (6111)

34 (51)

7 (11)

25 (38)

17 (26)

0.627

<0.001

0.03

0.84
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foi evidenciada a relacdo entre os BM e a gravidade da
COVID-19, bem como sua utilidade como ferramenta prognostica quando associada
a dados clinicos do paciente. Ao analisar individualmente os BM, constatamos que 0s
pacientes em ventilagdo mecéanica apresentaram niveis plasmaticos mais elevados de
cortisol e resistina, estabelecendo uma associacao entre esses dois biomarcadores e
a gravidade da doenca. Em contraste, nos pacientes que necessitaram apenas de
oxigénio suplementar, sem requerer ventilacdo mecéanica néo invasiva ou invasiva,
verificou-se niveis mais elevados de leptina.

Adicionalmente, observou-se que os niveis plasmaticos de grelina e insulina
foram superiores em pacientes hospitalizados em comparacdo com aqueles tratados
em regime ambulatorial. Esses achados indicam a relevancia dos BM como
indicadores prognosticos, ressaltando suas diferencas nos diversos grupos de
pacientes, sejam eles submetidos a ventilacdo mecanica, hospitalizados ou
dependentes de oxigénio suplementar.

Os resultados apresentados neste estudo convergem com os dados presentes
na literatura. Em um estudo retrospectivo realizado com 62 pacientes hospitalizados
por COVID-19, foi observado que o0s niveis de resistina eram significativamente
superiores em pacientes com SARS-CoV-2 em relacdo a controles saudaveis e que
0s niveis de resistina eram capazes de prever a gravidade da doenca, evidenciado no
estudo pela analise da curva ROC. Também houve associacdo entre os niveis de
resistina e citocinas pro-inflamatérias (Perrotta et al., 2023). Sulicka-Grodzicka et al.
(2022) identificaram em uma coorte com 254 pacientes que 0sS niveis séricos de
resistina eram mais elevados em pacientes com COVID-19 grave no primeiro dia de
internacdo em comparacdo aqueles com doenca leve. Perpifian et al. demonstraram
através de um estudo prospectivo realizado com 146 pacientes diagnosticados com
SARS-CoV-2, que 0s niveis mais elevados de resistina foram associados a maior
gravidade da pneumonia por COVID-19, estando relacionados a classe 6, 7 e 8 pela
classificacdo da OMS e, em conjunto com IL-5, a resistina foi o melhor preditor precoce
da necessidade de ventilacdo invasiva por COVID-19. Curiosamente, essas previsdes
baseadas na resistina ndo estavam relacionadas a obesidade e a sindrome

metabolica (Perpifian et al., 2022).
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Reforgando o papel da resistina na inflamagéo, observou-se sua associagao
com uma maior expressao de moléculas de adesdo ICAM-1 (do inglés: intercelular
adhesion molecule-1) e VCAM-1 (do inglés: vascular cell adhesion molecule-1) e a
maiores niveis plasméticos de IL-6, IL-10 e MCP-1 em pacientes com COVID-19 e
novamente 0s niveis mais altos dessa adipocina estiveram relacionados com piores
desfechos (Ebihara et al., 2022). Em estudo proposto por Flikweert et al., foi observado
gue pacientes graves e criticamente enfermos com COVID-19 possuiam niveis mais
altos de resistina em comparacdo com pacientes menos graves e controles
assintomaticos. O estudo também indicou que os neutréfilos eram a principal fonte da
resistina no plasma, destacando seu potencial como marcador para a progressao e
desfecho da doenca. Vale ressaltar que pacientes com COVID-19 nao criticamente
enfermos e que apresentaram elevados niveis plasmaticos de resistina possuiam
maior probabilidade de evoluir para uma forma grave da doenca e menor chance de
sobreviver, evidenciando a resistina como um possivel marcador de progressdo da
COVID-19 (Flikweert et al., 2023).

E importante destacar que estudos anteriores mostraram o potencial da
resistina como marcador de gravidade na sepse e no choque séptico, evidenciando
seu papel nas adaptacdes metabolicas observadas nessas condicbes e na
manutencado da cascata inflamatoria (Sundén-Cullberg et al., 2007; Vassiliadi et al.,
2012). Na sepse, a resistina esteve associada a um aumento de citocinas
inflamatorias como IL-6, IL-8, IL-10 e MCP-1 na fase aguda da doenca e esteve
associada a pior prognostico e a maior gravidade do quadro (Ebihara et al., 2021).
Macdonald et al. (2014) mostraram que niveis elevados de resistina, IL-8 e NGAL (do
inglés: neutrophil gelatinase associated lipocalin) estavam significativamente
associados a quadros mais graves de sepse. As concentracdes de resistina também
se mostraram diretamente relacionadas a escores de gravidade bem validados como
0 SOFA e 0 APACHE Il, com uma associacdo com mortalidade na sepse comparavel
a eles (Bonenfant et al., 2022). Feng et al. (2021) identificaram a resistina como um
potencial marcador de gravidade em quadros de pneumonia adquirida na
comunidade, estando os niveis séricos aumentados de resistina associados a
gravidade e tempo de internagdo em pacientes com essa condicao.

A leptina, predominantemente secretada pelo tecido adiposo branco, esta
intimamente ligada aos niveis de gordura corporal. Essa molécula desempenha

diversas fun¢des no sistema imunoldgico, atuando como uma citocina e coordenando
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respostas tanto inatas quanto adaptativas do hospedeiro. A leptina exerce influéncia
sobre a proliferacdo de células apresentadoras de antigeno, mondcitos e células T
auxiliares, impactando posteriormente a secre¢éo de citocinas pro-inflamatorias como
TNF, IL-2 e IL-6. Além disso, a leptina apresenta similaridades estruturais e funcionais
com a IL-6, ativando vias de sinalizagdo JAK/STAT e NF-kB (Maurya et al., 2021;
Nigro et al., 2023). A hiperleptinemia foi identificada como um dos parametros clinicos
associados a infeccao por SARS-CoV-2, levantando questionamentos acerca de sua
fungéo na ampliacdo da tempestade de citocinas, especialmente em pacientes obesos
(Grewal e Buechler, 2023; Nigro et al., 2023).

Devido a suas similaridades estruturais com a IL-6, foi hipotetizado que leptina
poderia atuar aumentando a expressao dessa citocina por meio da ligacéo ao receptor
de leptina, ativando vias de sinalizagdo responsaveis nao so pela amplificagdo, mas
pela desregulagédo da resposta inflamatoria, levando a quadros mais graves de
COVID-19 em pacientes obesos (Maurya et al., 2021). Apesar de promissora, essa
hipétese ainda néo foi totalmente comprovada. Boicean et al. (2023) verificaram se 0s
niveis séricos de leptina se correlacionavam aos de biomarcadores classicos
relacionados a gravidade da COVID-19, como raz&o neutrdfilo/linfocitos; proteina C
reativa, fibrinogénio, D-dimero, IL-6 entre outros. Surpreendentemente, foi encontrada
uma correlacdo negativa entre os niveis de IL-6 e leptina. Nao foi encontrada
correlacdo entre leptina e outros biomarcadores, exceto por uma correlacdo positiva
com os niveis de glicose sanguineos.

A relacdo entre os niveis de leptina e a infec¢cdo por SARS-CoV-2 néo esta
completamente estabelecida na literatura, com estudos apresentando resultados
divergentes. Parece existir uma tendéncia de que os niveis de leptina sejam mais
elevados em pacientes com pneumonia por COVID-19 em comparacéo com controles
saudaveis. No estudo conduzido por Tonon et al. (2022), essa diferenca foi notada
exclusivamente em pacientes com IMC 225 kg/m2, ndo se manifestando em
individuos com IMC mais baixo. Larsson et al. (2021) também encontraram essa
tendéncia em seus resultados, embora o IMC nao tenha sido avaliado. Em um grupo
de 62 pacientes com COVID-19, cujos sintomas iniciaram menos de 3 dias antes da
internacdo hospitalar, os niveis circulantes de leptina foram encontrados elevados em
comparacao com 62 controles saudaveis. Apesar de isso contribuir para as evidéncias
de que niveis elevados de leptina podem indicar infeccdo por SARS-CoV-2, as

interpretacdes desse estudo séo limitadas devido ao maior IMC dos pacientes com
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COVID-19, o que pode explicar os niveis mais elevados de leptina no soro,
independentemente da infeccao por SARS-CoV-2 (Perrotta et al., 2023).

Em contraponto aos resultados mencionados anteriormente, o estudo
conduzido por Flikweert et al. (2023) néo identificou diferencas significativas nos niveis
plasmaticos de leptina entre controles saudaveis e pacientes com COVID-19,
abrangendo casos leves, moderados e criticos. Di Filippo et al. (2021) néo
constataram diferencas entre os niveis sistémicos de leptina em pacientes com
COVID-19 leve, moderada e grave, sugerindo que, isoladamente, essa adipocina nao
se correlaciona com a gravidade da doencga. Sulicka-Grodzicka et al. (2022)
encontraram niveis séricos semelhantes de leptina em pacientes com COVID-19,
independentemente da gravidade da doenca, com esse marcador diminuindo em
todos os grupos durante a hospitalizacdo. De maneira analoga, em uma coorte de 195
pacientes hospitalizados com COVID-19, os niveis plasmaticos de leptina
permaneceram relativamente estaveis durante a estadia no hospital e ndo estavam
relacionados a inflamacéo ou aos desfechos clinicos (De Nooijer et al., 2023).

Complicando ainda mais a interpretacdo dos estudos que analisam os niveis
de leptina em pacientes com COVID-19, uma analise de regressao logistica realizada
em dados de 128 pacientes com COVID-19 revelou que os niveis de leptina
apresentaram um efeito protetor. Concentracdes séricas mais elevadas de leptina
estavam associadas a uma reducdo na taxa de mortalidade intra-hospitalar (Rocco et
al., 2022). Embora a leptina isoladamente néo esteja estabelecida como biomarcador
de gravidade na COVID-19, uma elevada razao adiponectina/leptina foi associada a
um estado de boa saude, evidenciado por um menor IMC, menor prevaléncia de DM
e HAS, e um reduzido risco de admissdo na UTI e mortalidade em coortes de
pacientes infectados por SARS-CoV-2. Nestes estudos, sinalizando seu potencial
como marcador, a razdo entre adiponectina e leptina permitiu a distincdo entre casos
de pneumonia por COVID-19 e controles saudaveis (Di Felippo et al., 2021; Tonon et
al., 2022). Nossos resultados evidenciam a incerteza quanto ao papel dos niveis de
leptina durante a infeccdo por COVID-19. Observamos gue os niveis de leptina eram
mais elevados na categoria 5 da OMS em comparacdo com todas as outras
categorias. No entanto, nao identificamos uma associagao significativa entre esses
niveis e a taxa de mortalidade.

Observamos também niveis de grelina e insulina maiores em pacientes

hospitalizados (categorias 5-7 pela classificagcdo da OMS). O papel da grelina na
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COVID-19 ndo € completamente compreendido. Sabe-se que a grelina tem a
capacidade de inibir a producdo de citocinas pro-inflamatorias liberadas por
mondcitos, células T e macrofagos. Além disso, ela inibe a expressao de citocinas
pro-inflamatorias induzidas por leptina, incluindo IL-1b, IL-6 e TNF em linfocitos T
humanos. Estudos indicam que a grelina aumenta a producao de IL-10, citocina que
diminui a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, tendo agdo imunomoduladora
(Baatar et al.., 2011; Mathur et al, 2021; Narula et al., 2015). Em casos de SDRA, a
administracdo de grelina demonstrou melhorar a fungdo pulmonar e reduzir a
mortalidade em camundongos. Esses efeitos estdo associados a inibicdo do NF-kB e
a reducdo de citocinas proé-inflamatérias nos alvéolos pulmonares. Em modelos de
sepse em camundongos, a grelina protegeu o tecido pulmonar, inibindo a infiltracéo
de neutrofilos e também reduzindo a expressao de citocinas pro-inflamatérias (Koch
et al., 2010; Mathur et al, 2021).

Além disso, a grelina interage com receptores envolvidos na entrada do SARS-
CoV-2, como o receptor da ECA2, sugerindo que ela possui atividade antiviral
(Kuliczkowska-Ptaksej et al., 2023). Os receptores de grelina sdo expressos em
muitos oOrgaos, incluindo pulmdes (especialmente macrofagos alveolares), rins,
coracao, intestino, figado e tecido adiposo, porém sua agcdo nesses 0rgdos nao é
totalmente elucidada, principalmente em doencas agudas (Mathur et al, 2021).
Atualmente, ha uma lacuna de dados suficientes sobre o papel dos niveis de grelina
na COVID-19. Neste estudo, observaram-se niveis mais elevados de grelina em
pacientes sobreviventes de COVID-19. Também foi constatada uma correlacéo
inversa entre os niveis de grelina, a duracdo da VM e o tempo de permanéncia em
UTI. No entanto, € importante ressaltar que esses dados nao fornecem conclusées
definitivas. Similarmente, em pacientes sépticos, concentracfes séricas elevadas de
grelina na admissédo na UTI foram um preditor de progndstico favoravel em relacéo a
mortalidade (Koch et al., 2010; Nikitopoulou et al., 2020).

No presente estudo, o0s niveis de insulina se elevaram em formas mais graves
da doenca em comparacdo com pacientes nas categorias 1 e 2 da OMS. Como
observado na sepse, a COVID-19 pode induzir um estresse hipermetabdlico
associado a hiperglicemia e resisténcia a insulina (Rivas e Nugent, 2021). O
hiperinsulinismo pode representar uma resposta adaptativa a liberacdo excessiva de
horménios contrarreguladores, oferecendo uma explicagdo parcial para nossos

resultados.
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Existe uma prevaléncia significativa de hiperglicemia em pacientes criticos
afetados pela COVID-19. Inicialmente, acreditava-se que 0 mecanismo por tras da
hiperglicemia estava relacionado a acéo direta ou indireta do SARS-CoV-2 nas células
beta-pancreaticas, resultando em uma deficiéncia na producdo de insulina. Outra
possivel via seria a tempestade de citocinas desempenhando um papel importante na
facilitacdo da resisténcia a insulina e hiperestimulando as células beta-pancreéticas,
inicialmente levando a hiperinsulinismo (He et al., 2021). Montefuscono et al. (2021)
observaram que o0s pacientes com SDRA por COVID-19 apresentaram
hiperinsulinemia e elevacao de peptideo C em comparacao com pacientes com SDRA
sem COVID-19. Reiterer et al. (2021) sugeriram que a hiperglicemia associada a
COVID-19 poderia ser desencadeada pela infeccao viral de adipdcitos, resultando na
reducéo da liberacdo de adiponectina, um hormonio glicorregulador, e subsequente
resisténcia secundaria a insulina. Em contraste com os pacientes cuja hiperglicemia
tem origem na falha das células beta, os pacientes com COVID-19 apresentaram
niveis mais baixos de adiponectina circulante e niveis elevados de peptideo C
circulante, indicando possivel hiperestimulacdo das células beta e, por conseguinte,
explicando o hiperinsulinismo nesses pacientes (Langouche et al., 2021). Tais dados
seriam uma explicacéo possivel para os resultados deste trabalho.

No que tange a mortalidade intra-hospitalar, identificamos que a Unica variavel
significativamente correlacionada a ela, apés ajuste para variaveis clinicas, foi o nivel
mais elevado de cortisol, emergindo como um marcador prognostico independente em

pacientes criticos com COVID-19. Até o momento, o cortisol tem sido o biomarcador
mais extensivamente estudado na COVID-19. Estudos prospectivos e metanalise

mostraram que maiores niveis basais de cortisol estdo associados a maior
mortalidade pela COVID-19, sendo um marcador independente para gravidade e
mortalidade relacionado ao SARS-CoV-2. Provavelmente isso se deve a alteracdes
agudas causadas pela ativacdo do eixo HHA em resposta a doenca (Amiri-Dashatan
et al., 2022; Guven e Giltekin, 2021; Keskin et al., 2022; Pal, 2020; Tan et al., 2020).

Surpreendentemente, ndo foram encontradas correlacdes significativas entre o
IMC e os BM mensurados, exceto por uma correlacéo fraca com os niveis de leptina.
De Nooijer et al. (2022) encontraram niveis mais altos de leptina e mais baixos de
adiponectina em pacientes com maiores IMCs, porém o0s niveis de resistina mais
elevados nao foram relacionados com IMC e estavam significativamente relacionados

com marcadores inflamatoérios. Nesse estudo, a leptina ndo se associou a desfechos
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clinicos e inflamagdo. Perpifian et al. (2022) demonstraram em seu estudo que a
resistina estava relacionada a gravidade da COVID-19, porém sem apresentar relacéo
com a obesidade ou com sindrome metabdlica. Uma explicacdo para tal ocorréncia
pode estar no fato de que a leptina € diretamente produzida pelo tecido adiposo
branco, possuindo relacdo direta com a massa de gordura, principalmente gordura
visceral. Ja a resistina € produzida em seres humanos predominantemente por
macroéfagos e células mononucleares, sendo sua produc¢ao no tecido adiposo minima,
estando altamente relacionada a processos inflamatorios. Flikweert et al. (2022)
propuseram a hipotese de que a COVID-19 pode induzir disfungédo do tecido adiposo
e uma secrecao alterada de adipocinas, estando esse fenbmeno mais associado a
saude metabdlica do que especificamente ao IMC. Além disso, a falta de correlacéo
entre o IMC e os BM em nosso estudo pode ser secundario ao menor IMC médio
presente em nossa coorte, onde apenas 39% (84 de 213 pacientes com IMC >=30)
eram obesos.

Independentemente dos parametros clinicos, a categorizacdo de pacientes
com COVID-19 em dois fendtipos associados a gravidade da doencga, como realizado
no presente estudo, é uma abordagem que pode se revelar valiosa para proporcionar
cuidados mais personalizados. Wang et al. (2021) identificaram cinco fenotipos em
pacientes hospitalizados com COVID-19, utilizando variaveis como creatinina,
albumina, PCR, contagem de glébulos brancos e caracteristicas clinicas. O fen6tipo
caracterizado por insuficiéncia renal, hipoalbuminemia, anemia, linfopenia e niveis
elevados de PCR apresentou maior probabilidade de transferéncia para a UTI ou
mortalidade intra-hospitalar. Em outro estudo, foram identificados trés subfenétipos de
pacientes, predominantemente determinados por historico de hipertensdo cronica,
presenca de febre, sintomas respiratorios e nao respiratorios, além da idade. Esses
subfenotipos mostraram uma forte associacdo com a deterioracdo clinica dos
pacientes. A validacdo desses resultados em outras coortes € necessaria para
confirmar essas descobertas (Data Sciences Collaborative Group, 2021).

Adicionalmente, alguns fendtipos mostraram associacfes positivas com
melhores desfechos ap6s a introducdo da terapia com dexametasona para tratar a
COVID-19, reforcando a ideia de que a fenotipagem dos pacientes pode influenciar o
prognostico e a estratificacdo do tratamento (Bruse et al., 2022). Até o momento, este
estudo representa o primeiro a fornecer fendtipos discriminativos baseados

exclusivamente nos niveis de biomarcadores metabdlicos.
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Esse estudo possui algumas limitagcdes. Os biomarcadores foram analisados
em um Unico momento apds a admissdo hospitalar, levando a falta de informacgfes
sobre modificacbes metabdlicas ao longo do tempo e sua associacdo com a
progressdo da doenca. Outro fator limitante € que algumas adipocinas relevantes,
como adiponectina e visfatina, ndo foram medidas, impedindo uma avaliagédo
abrangente do papel dos biomarcadores em pacientes com COVID-19. Também
sabemos que o controle glicémico durante a permanéncia na UTI poderia afetar a
mortalidade e ser impactado pelo uso de dexametasona, mas, infelizmente, ndo temos
informacdes sobre esses parametros (como glicose média capilar, hemoglobina
glicada), e isso deve ser observado como uma limitagcéo do nosso estudo. Além disso,
um modelo exploratorio de machine learning foi utilizado para fenotipagem dos

grupos, o que pode gerar algumas limitacdes para interpretacdo dos dados.
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6 CONCLUSAO

Em concluséo, o cortisol foi o tnico biomarcador individual independentemente
associado a mortalidade; no entanto, os biomarcadores metabolicos melhoraram a
previsdo de mortalidade quando adicionados aos parametros clinicos. Os fenoétipos
de biomarcadores metabdlicos foram distribuidos de maneira diferente de acordo com
a gravidade da COVID-19, mas ndo estavam associados a mortalidade. Em conjunto,
esses resultados sugerem que os biomarcadores metabdlicos podem desempenhar
um papel na progressédo da COVID-19 e podem refletir um desequilibrio em diferentes
vias afetadas pela infeccao pelo SARS-CoV-2.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: Estudo prospectivo e multicéntrico dos fatores
preditivos de mortalidade hospitalar e cargade doenca da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SRAG).

Patrocinador: FAPESC-CNPg-MS (PPSUS 201302248)

Pesquisador: Dr Felipe Dal Pizzol

Telefone para contato 24 horas: (48)3431-1500

Introducéo

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo clinico
observacional e sem intervengdo medicamentosa porque vocé foi avaliado por
um meédico e teve o diagndstico de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG)
independente da causa desta doenca, apresentou diagndstico positivo para COVID-

19 ou néo apresenta nenhuma infeccéao atualmente.

O que é SARG?
A Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) se caracteriza pela

presenca de sintomas gripais que evoluem com dispneia e insuficiéncia respiratéria.
A positividade destes pacientes para influenza ou outros virus respiratérios variam
conforme regido analisada, mas normalmente se tem destaque para influenza A
(H3N2 e H1IN1), além de rinovirus e virus sincicial respiratorio. Recentemente o

Sars-CoV-2 tem aumentado de forma importante a incidéncia de SRAG no Brasil e
no mundo.

Objetivo deste Estudo
Identificar os fatores preditivos independentes da mortalidade

hospitalar e longo prazo e carga de doencapor SRAG de diferentes etiologias.

Intervencdes do estudo apds o consentimento do participante/responsavel
legal para a participacdo na pesquisa.

- Coleta de 2 (incluséo no estudo e 3 dias ap6s) amostras de sangue durante a

internacao hospitalar peloenfermeiro assistente da unidade de internacao.
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- Coleta de 1 amostra de liquido cefalorraquidiano (LCR) na inclusao no estudo

para avaliar as alteracdes cerebrais.

- Coleta de 1 amostra de lavado bronco alveolar na inclusédo no estudo para avaliar as
alteracdes pulmonares.

- Coleta de dados demogréficos e clinico através do prontuario eletrénico do paciente.
- Avaliacéo da qualidade de vida e cogni¢cdo mensal aplicado por contato

telefénico e através dequestionarios padronizados.

- Inventario do estado de ansiedade autoaplicavel durante a internacéo.

- Consulta médica 6 e 12 meses ap0s a alta hospitalar para avaliacdo da carga da
doenca com coleta de amostra de sangue, inventarios de qualidade de vida,
ansiedade e depressao, avaliacdo neuropsicoldgica, realizacdo do teste de
caminhada de 6 minutos e exames de imagem feitos com tomografo, pletismografia

de corpo inteiro com difuséo de CO e Ressonancia Magnética de Cranio.

Quais sédo os riscos e desconfortos de participar deste estudo?

Este estudo foi especificamente desenhado tendo como foco a sua
seguranca, contudo, podem ocorrer ocasionalmente complicacfes relacionados a
coleta de liquido cefalorraquidiano (LCR) e lavado bronco alveolar, como:
sangramento local e infeccdo, porém, caso ocorra complicacdes decorrentes ao
procedimento, o Protocolo de Atendimento existente na Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) correspondente aos riscos citados acima, serdo seguidose assistido
pelo médico pesquisador principal.

O risco relacionado a coleta de amostra de sangue € considerado muito
baixo, uma vez que é rotina a coleta de amostra de sangue pelo enfermeiro na
unidade de internacdo. O participante pode sentir desconfortos durante as coletas
de amostras.

O risco associado ao exame de imagem Ressonancia Magnética de
Cranio € considerado muito baixo, e sera amenizado seguindo protocolo pré-
estabelecido onde de forma preventiva sera realizada uma entrevista com 0s
participantes buscando informacdes relacionadas a presenca de alergias.

Os riscos associados ao sigilo dos dados estdo assegurados pela
equipe de pesquisa que se comprometem com confidencialidade destes junto ao

comité de ética em pesquisa.
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Quais séo os beneficios de participar deste estudo?

O beneficio deste estudo sera comprovado apos a analise dos dados
obtidos. No momento o(a) Sr(a) ou seu familiar/representado ndo terd/teve um

beneficio direto deste estudo.

Os pacientes serdo compensados por danos relacionados ao estudo?

Serd garantida aos pacientes a continuidade da assisténcia médica
durante toda a sua internacdo independente da participagdo no estudo e
evidentemente mantidos todos seus direitos. Sera garantida assisténcia imediata e
integral pelo tempo que for necessario aos pacientes no que se refere as
complicagcfes e danos decorrentesdos procedimentos da pesquisa.

Durante a participacédo, a equipe do estudo terd todo o cuidado para
garantir que nenhum dano seja causado e que qualquer risco seja minimizado.
Todos os profissionais que atuam neste estudo sao treinados para garantir que todas
as acdes que podem prevenir qualquer problema sejam tomadas antes que isto

possa gerar um desconforto nopaciente.

Ao aceitar participar, teremos despesas?

N&o havera nenhum ganho ou prejuizo financeiro por participar deste
estudo, e a participacdo no estudo ndo envolve nenhum custo para o paciente ou
sua familia, isto €, o participante da pesquisa e seu acompanhante ndo arcardo com

nenhum custo referente a procedimentos e/ou exames do estudo.

Para se informar sobre seus direitos como participante desta pesquisa, vocé podera

entrar em contato com - Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Sdo José
.Rua Coronel Pedro Benedet, 630 - Criciuma/SC, CEP: 88811-508,
telefone(48)3431-1719, de segunda a sexta-feira no horario de atendimento das
07:30h as 17:30h. - Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP): no
endereco SRTV 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar —Asa Norte,
CEP: 70719-040, Brasilia - DF , telefone (61) 3315-5878, de segunda a sexta-feira
no horario de atendimento das 08:00h as 18:00h.




Declaro estar recebendo uma via original deste documento, com todas suas
paginas rubricadas por mim e pelo médico do estudo e por nés assinada e datada
na ultima pagina. Tenho conhecimento de que uma segunda via original

assinada, datada e rubricada deste documento sera guardada pelo médico do

estudo.
Nome do participante: Assinatura Data
Nome da Testemunha*: Assinatura Data

s

*A assinatura da testemunha sO é
necessaria se o participante for incapaz de
ler e/lou fornecer o consentimento por

escrito.

Nome do represente legal (se aplicavel): Assinatura Data

Nome do pesquisador: Assinatura Data
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APENDICE B — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

HOSPITAL SAO JOSE/SC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Estudo prospectivo e multicéntrico dos fatores preditivos de
mortalidade hospitalar e carga de doencga da Sindrome Respiratéria Aguda Grave

Pesquisador: Felipe Dal Pizzol
Area Tematica: Versdo: 6 CAAE: 31384620.6.1001.5364

Instituicdo Proponente: SOCIEDADE LITERARIA E CARITATIVA SANTO
AGOSTINHO

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
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Apresentacao do Projeto:

Introducdo: A Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) se caracteriza pela
presenca de sintomas gripais que evoluem com dispneia e insuficiéncia
respiratérial. A positividade destes pacientes para influenza ou outros virus
respiratérios € variavel, com destaque para influenza A (H3N2 e H1IN1), além de
rinovirus e virus sincicial respiratério2. Recentemente o Sars-CoV-2 contribuiu de
forma significativa para o aumento na incidéncia de SRAG no Brasil e no mundo3,4.
O boletim epidemiolégico do Ministério da Saude da COVID195aponta para um
incremento significativo no numero de hospitalizacdes por SRAG no pais nas
semanas epidemioldgicas 11 (398%), 12 (895%), 13 (950%), e 14 (559%).5
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Ha uma urgéncia mundial na realizacdo de pesquisas sobre o
coronavirus,6,7especialmente Sars-CoV-2, que nos levem a uma melhor
compreensao das funcgdes de suas proteinas e respostas imunoldgicas, para
compreender sua patogénese e identificar alvos terapéuticos. A resposta
imunolégica pode variar de acordo com o grau de infec¢céo, ndo sendo apropriado
correlacionar os marcadoresimunolégicos aos sintomas. Os pacientes infectados
apresentam linfocitopenia, trombocitopenia, leucopenia, anemia, aumento da
proteina C-reativa3,8, observando-se uma grande amplificacdo dessas alteracdes
nas formas mais graves da doenca em comparacdo com as formas menos
graves3,9. Os quadros graves tém sido associados a superativacao de células T,
manifestada pelo aumento de Thl17, correlacionado com a alta acitotoxicidade
das células T CD810. Respostas imunes exacerbadas apos a infeccdo séo
descritas como uma “tempestade de citocinas” (do inglés citokyne storm),
associada a niveis excessivos de citocinas pro-inflamatérias e danos
generalizados aos tecidos, incluindo a sindrome dodesconforto respiratério
agudo (SDRA)1.

Em um recente estudo analisando o perfil inflamatério de casos
moderados e graves, demonstraram que acitokyne storm ocorre durante a
infeccdo por Sars-CoV-211, mas o papel detalhado das citocinas na gravidade
e progressao da doenca ainda € desconhecido. Também foi relatado aumento
da IL-2, IL-7, fator estimulador de col6nias de granulécitos, proteina 10 induzivel
por interferon, proteina 1 quimio atrativa de mondcitos, proteina inflamatoria de
macrofagos 1 A, proteina 1- e o fator de necrose tumoral-12,13. Alémdisso, um
estudo multicéntrico retrospetivo recente de 150 casos confirmados de
COVID-19 identificou a ferritina e a IL-6 comomarcadores de fatalidadel4.
O envolvimento destes marcadores em SARGs decorrentes de outros agentes

etiolégicos é desconhecido.
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A sinalizacdo molecular da doenca no momento da sua identificagéo
sera (til para o diagnostico e progndstico da infec¢cdo ndo apenas por SarsCoV-2.
No entanto, a expressdo de genes em células imunes durante a infec¢do pelo
virus ainda néo foi determinada, bem como o papel detalhado das citocinas na
gravidade e na progressao da COVID-19 bem como de SRAG relacionada a outros
agentesetioldgicos.

Portanto, a andlise da resposta imune durante a ocorréncia SRAG por
diferentes causadores de SARG pode nos ajudar a entender a patogénese da
doenca e seu impacto em desfechos clinicamente relevantes como mortalidade e
incapacidades a longo prazo.

Decisdes diagnosticas e terapéuticas sdo baseadas no prognostico
dos pacientes. Modelos prognodsticos sdo modelos estatisticos que combinam
duas ou mais variaveis de pacientes para predizer um desfecho clinico.15,16 Os
modelos prognosticos podem auxiliar na descoberta de modalidades de
tratamento mais eficazes para os desfechos de interesse. Os desfechos de maior
interesse tanto individualmente como para a saude publica sdo a mortalidade e
as incapacidades. Incapacidades podem ser de natureza fisica (ex. paralisias,
reducdo da capacidade pulmonar) ou mental (dificuldade cognitiva, sintomas
depressivos), e variam quanto a sua intensidade e consequentemente
impacto sobre a qualidade de vida.

A varga de uma doenga (“burden”, do inglés carga) pode ser medida
através de custos financeiros, mortalidade, morbidade e outros indicadores.16 A
medida “DALY” do inglés “anos de vida ajustados pela incapacidade” (“disability
adjustedlifeyear”) estimao numero de anos de vida com saude perdidos devido a
doenca, invalidez ou morte precoce. Quanto mais precoce ocorrer o0 6bito ou

incapacidade, maior serd o impacto da patologia sobre o DALY16.
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Pacientes sobreviventes de internacdo em UTI apresentam alto risco de
apresentarem disfuncdo cognitiva etranstornos psiquiatricos cronicamente apds a alta
hospitalar.17 Os mecanismos ndo estdao completamente esclarecidos, e envolvem
impacto direto e indireto da resposta ao estresse, inflamacdo sistémica, hipoxia,
instabilidade hemodindmica e infec¢cbes. Hoje sabemos que a incapacidade
neuropsiquiatrica € comum mesmo na auséncia de patologias que envolvam lesdes
decorrentes de patologias primariamente cerebrais (ex. meningite, AVE, trauma
craniano).17,18

Além do mas o CoV2 ja foi isolado no liquor e cérebro e pode estar
associado a meningo-encefalite, acidentes vasculares e desmielinizacdo. Lesdes
subclinicas com impacto a longo prazo ndo podem ser descartadas.19Além disto,
sobreviventes de lesbes pulmonares agudas grave podem apresentar incapacidade

funcional pulmonar significativa a longo prazo como demonstramos previamente20.
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Continuacéo do Parecer: 4.407.025

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primétrio:
1.1dentificar os fatores preditivos independentes da mortalidade hospitalar e longo

prazo e carga de doencapor SRAG de diferentes etiologias.

Objetivo Secundatrio:

2. Identificar fatores prognosticos associados a mortalidade hospitalar e em 1 ano em
paciente internados por SRAG, portadores ou ndo de COVID-19.

3.Avaliar o nivel de incapacidade pulmonar e neuropsiquiatrica de pacientes
sobreviventes de SRAG um anoapos a internacdo hospitalar, portadores ou néo
de COVID-19.

4.Avaliar o DALY em pacientes sobrevenientes de SRAG,portadores ou nao de
COVID-19, baseando-se namortalidade, e incapacidades pulmonar e
neuropsiquiatricas um ano apos a alta hospitalar.

5.ldentificar alvosimunoldgicos associados a mortalidade e incapacidade
pulmonar e neuropsiquiatrica dos pacientes com SRAG com potencial para
intervencdes terapéuticas.

6. Desenvolvimento de um aplicativo para inclusdo de pacientes com SRAG
gue contenha um modelo prognéstico de mortalidade da fase aguda, de
mortalidade da fase cronica, e de incapacidade crénica. Este aplicativo sera
disponibilizado para a rede SUS.
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Continuacéo do Parecer: 4.407.025

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Riscos e Beneficios

O risco para esse estudo é considerado muito baixo, uma vez que é rotina a coleta
de amostra de sangue e swab nasal pelo enfermeiro na unidade de internacdo. O
participante pode sentir desconfortos durante as coletas de amostras. Os riscos
associadosao sigilo dos dados estdo assegurados pela equipe de pesquisa que
se comprometem com confidencialidade destes junto ao comité de ética em

pesquisa.

Beneficios:

O beneficio deste estudo sera comprovado apds a analise dos dados obtidos. No
momento o(a) Sr(a) ou seu familiar/representado nédo tera/teve um beneficio direto

deste estudo

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta de acordo pois, trata-se de uma emenda que informa que a aluna
de doutorado, Emily da Silva Cérneo, passaréa a fazer parte da equipe de pesquisa
do referido estudo, “Estudo prospectivo e multicéntrico dos fatores preditivos de
mortalidade hospitalar e carga de doenca da Sindrome Respiratoria Aguda
Grave”, a partir do dia 23 de novembro de 2020.
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Continuacéo do Parecer: 4.407.025

Consideragfes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

A emenda esta de acordo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Nao ha

Consideracges Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacodes Basicas [PB_INFORMACOES BASICAS 166592 | 17/11/2020 Aceito
do Projeto 7 _E5.pdf 16:45:47
Outros Carta_emenda_6.pdf 17/11/2020 |felipe dal pizzol Aceito

16:43:19
Outros Questionarios_admissao_Valor_prognos | 20/07/2020 |felipe dal pizzol Aceito
tico_da_ansiedade.pdf 16:48:36
Outros Carta_encaminhamento_Emenda_4.pdf 22/60471/622&230 felipe dal pizzol Aceito
TCLE/Termosde [TCLE_EMENDA 4 V3 20 07_2020.do 20/07/2020 |felipe dal pizzol Aceito
Assentimento / CX 16:46:02
Justificativa de
Auséncia
TCLE/Termosde [TCLE_EMENDA 4 V3 20 07_2020 Alt | 20/07/2020 [felipe dal pizzol Aceito
Assentimento / erac_dest.docx 16:45:45
Justificativa de
Auséncia
TCLE/Termosde [TCLE_EMENDA 4 V3 20 07_2020.pdf [ 20/07/2020 [felipe dal pizzol Aceito
Assentimento / 16:45:09
Justificativa de
Auséncia
Outros Questionarios_mensais.pdf 2(15202/12%0 felipe dal pizzol Aceito
Outros Ficha_clinica_Hospital.pdf 26/06/2020 |felipe dal pizzol Aceito
14:50:32
Outros Carta_encaminhamento_Emenda_3.pdf 2(15202/922%0 felipe dal pizzol Aceito
Projeto Detalhado/ [Protocolo_completo_Versao 2.docx 19/06/2020 |felipe dal pizzol Aceito
Brochura 14:37:21
Investigador
Projeto Detalhado/ [Protocolo_completo_Versao_2.pdf 19/06/2020 |felipe dal pizzol Aceito
Brochura 14:36:32
Investigador
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Outros Carta_encaminhamento_Emenda_2.pdf 1%02%2%0 felipe dal pizzol Aceito
Outros Carta_encaminhamento_Emenda_1.pdf 2(1360&2%0 felipe dal pizzol Aceito
TCLE/Termosde |TCLE_EMENDA_1 V2_26_05 2020.pdf | 26/05/2020 |felipe dal pizzol Aceito
Assentimento / 10:54:24

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termosde  [TCLE_EMENDA_ 1_V2 26 05 2020.do 26/05/2020 |[felipe dal pizzol Acelto
Assentimento / CX 10:53:53

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termosde  |[TCLE_Dr_Felipe_Dal_pizzol.pdf 04/05/2020 |[felipe dal pizzol Aceito
Assentimento / 15:15:16

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado/ [Projeto_COVID19 PB.pdf 04/05/2020 ([felipe dal pizzol Aceito
Brochura 15:13:26

Investigador

Folha de Rosto FOLHA_ROSTO_ASS.pdf 0411/508/922(2)0 felipe dal pizzol Aceito
Outros CARTA_DE_ACEITE.pdf 0%08/52(2)‘210 felipe dal pizzol Aceito

Situacao do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP: Nao

CRICIUMA, 18 de
novembro de 2020

Assinado por:

ANA PAULA

RONZANI PANATO
(Coordenador(a))

Endereco: Rua Coronel Pedro Benedet, 630

Bairro: Pio Correa

UF: SC

Telefone: (48)3431-1719

Municipio: CRICIUMA
Fax:(48)3431-1612

E-mail:

CEP: 88.811-508

eticaepesquisa@hsjose.com.br
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