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RESUMO

Fundamentos: Desde o inicio da pandemia da Doenga pelo Corona Virus de 2019 (COVID-
19), observou-se aumento da incidéncia de fenomenos tromboembolicos em todos os territorios
vasculares, com alta prevaléncia de tromboembolismo pulmonar. Apesar da evidente alteragdo
da hemostasia, os exames de avaliagdo da coagulacio rotineiramente utilizados (D-dimeros,
Tempo de Atividade da Protrombina e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada) nao sao
capazes de diferenciar as distintas fases de formagdo e dissolucdo do coédgulo, nem de
quantificar o excesso ou deficiéncia dos participantes desse complexo sistema biologico. A
tromboelastometria como método de avaliagdo da coagulagdo, tem potencial para suprir muitas
dessas lacunas e parametros tromboelastométricos poderiam possivelmente ser utilizados como
ferramentas para tomada de decisdes clinicas terapéuticas.

Objetivo: Nosso objetivo foi descrever o perfil tromboelastométrico de pacientes
diagnosticados com COVID-19, tanto na forma grave quanto na forma nao-grave ¢ avaliar a
possibilidade de utilizacao de parametros tromboelastométricos como biomarcadores de formas
graves.

Pacientes e Métodos: Foi realizado um estudo transversal, com a inclusdo sucessiva de
pacientes que procuraram assisténcia hospitalar com confirmag¢ao de COVID-19 por reagdo em
cadeia de polimerase (PCR). Todos os pacientes € os controles normais tiveram sangue venoso
coletado para avaliacdo pela tromboelastometria rotacional (ROTEM®). Foram avaliados os
testes da via extrinseca da coagulacio (EXTEM), da via intrinseca (INTEM), avaliacao
funcional do fibrinogénio (FIBTEM) e estudo sem ativadores (NATEM).

Resultados: Foram incluidos 41 pacientes com diagndstico de COVID-19, sendo 21 graves, 20
ndo-graves, além de 09 controles normais. Os pacientes graves mostraram perfil
tromboelastométrico hipercoagulavel, caracterizado pelo aumento da amplitude méaxima do
coagulo (MCF), do angulo alfa (ALPHA) e do Indice do Potencial Trombodinamico (TPI). O
marcador de fibrinolise, a lise maxima (ML), ndo foi diferente entre os grupos. Pacientes nao-
graves apresentaram comportamento mais parecido com os controles normais, exceto para o
teste sem ativadores (NATEM) que, assim como nos graves, mostrou valores do Tempo de
Coagulacdo (CT) estatisticamente reduzidos em relagdo aos controles normais, demonstrando
a presenca de ativadores endogenos da hemostasia. Construimos Arvores de Decisio com
parametros tromboelastométricos para separar pacientes graves de ndo-graves, graves de

controles normais, nao-graves de controles normais e controles normais de pacientes COVID-



19. O parametro que melhor mostrou capacidade de diferenciacdo foi o MCF da avaliagao
funcional do fibrinogénio (FIBTEM).

Conclusao: Pacientes COVID-19 graves apresentaram nitido padrdo hipercoagulavel no
ROTEM®. Pacientes nao-graves, assim como os graves, mostraram ativagdo enddgena da
hemostasia no teste NATEM. Nossa amostra ndo mostrou diferencas quanto a ocorréncia de
fibrindlise. Foi possivel a utilizagdo de pardametros tromboelastométricos para gerar Arvores de
Decisao com intuito de tomada de decisdes terapéuticas, diferenciando pacientes graves de nao-
graves.

Palavras-chave: tromboelastometria; COVID-19; coagulopatia; SARS-CoV-2; hemostasia;

Arvore de Decisao
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ABSTRACT

Background: Since the beginning of the 2019 Corona Virus Disease (COVID-19) pandemic,
increased incidences of thromboembolic phenomena have been observed in all vascular
territories with a high prevalence of pulmonary thromboembolism. Despite the evident
alteration of hemostasis, the tests routinely used to evaluate the coagulation (D-dimers,
Prothrombin Activity Time and Activated Partial Thromboplastin Time) are not capable of
differentiating the different stages of clot formation and dissolution, nor of quantifying the
excess or deficiency of the participants of this complex biological system. Thromboelastometry
as a coagulation assessment method has the potential to fill many of these gaps and
thromboelastometric parameters could possibly be used as tools for therapeutic clinical
decisions.

Objective: Our objective was to describe the thromboelastometric profile of patients with
severe and non-severe forms of COVID-19 and to evaluate the possibility of using
thromboelastometric parameters as biomarkers of severe forms.

Patients and Methods: A cross-sectional study was carried out with successive inclusion of
patients seeking hospital care with confirmation of COVID-19 by polymerase chain reaction
(PCR). All patients and normal controls had venous blood drawn for evaluation of rotational
thromboelastometry (ROTEM®). The tests of the extrinsic pathway of coagulation (EXTEM),
the intrinsic pathway (INTEM), functional assessment of fibrinogen (FIBTEM) and study
without activators (NATEM) were evaluated.

Results: 41 patients were included, classified as 21 critically ill and 20 non-severe, besides 9
normal controls. Severe patients were characterized by a hypercoagulable profile, with
increased Maximum Clot Firmness (MCF), alfa angle (ALPHA), and Thrombodynamic
Potential Index (TPI). The fibrinolysis marker, maximum lysis (ML), was not different between
groups. Non-severe patients behave more similarly to normal controls, except for the Clotting
Time (CT) in the non-activated test (NATEM), which was statistically reduced as was observed
for severe patients, demonstrating the presence of endogenous activators of hemostasis. We
constructed Decision Trees with thromboelastometric parameters to separate severe from non-
severe patients, severe from normal controls, non-severe from normal controls and controls
from COVID-19 patients. The parameter that best showed the ability to differentiate both forms
of the disease was the MCF of FIBTEM.

Conclusion: Severe COVID-19 patients have a clear hypercoagulable pattern in ROTEM®.

Severe and non-severe patients showed endogenous activation of coagulation. Our sample did
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not show differences regarding the occurrence of fibrinolysis. It was possible to use
thromboelastometric parameters to generate Decision Trees for therapeutic decision-making
differentiating critically ill patients from non-serious patients.

Keywords: thromboelastometry; COVID-19; coagulopathy; SARS-CoV-2; hemostasis;

Decision Tree
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1 INTRODUCAO

1.1 REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 COVID-19

O primeiro caso reconhecido como infec¢ao por um virus até entdo nao identificado, foi
de um homem de 41 anos, admitido em um hospital da cidade chinesa de Wuhan, provincia de
Hubei, no dia 26 de dezembro de 2019. Ja no dia 31 de dezembro, a Organiza¢do Mundial da
Satde (OMS) foi informada da ocorréncia de casos de pneumonia viral de origem
desconhecida. Dia 07 de janeiro de 2020, um novo tipo de coronavirus foi identificado e isolado
pelos chineses e, no dia 12 de janeiro, a sequéncia genética foi publicamente divulgada.">> Em
menos de 3 meses, em 11 de margo de 2020, a OMS declarou estado de pandemia.?*

Filogeneticamente, o previamente denominado 2019-nCoV ¢ muito semelhante (96,2%
dos nucleotideos) a um virus que provoca Sindrome Aguda Respiratoria Grave (do inglés
Severe Acute Respiratory Syndrome-like) em morcegos, o que possibilitou deduzir que o virus
se originou nesses animais.> * Foi detectada pequena diferenca em componentes estruturais (na
proteina S e do nucleocapsideo), permitindo especular que o virus tivesse sofrido alguma
mutacio, passando a infectar humanos.?

Posteriormente, o virus foi renomeado para SARS-CoV2 pelo International Committee
for Taxonomy of Viruses e a doenca passou a ser chamada pela OMS, em 11 de fevereiro de
2020, de COVID-19 (Coronavirus Disease-19).! > Apesar de menos diversificado do que
outros virus como o da influenza, ja foram identificadas duas cepas: tipo L (70%) e tipo S
(30%). Aparentemente, o tipo L é uma evolugdo do tipo S, sendo mais agressivo e contagioso.>
5

Como todos os Betacoronavirus, o SARS-CoV-2 é um virus esférico, medindo cerca de
60-140nm. Pode ser inativado por radiagao ultravioleta, calor e, quimicamente, por éter, etanol,
4cido peroxiacético e cloroformio.! > Tem viabilidade relativamente longa, sendo de cerca de 3
horas em aerossol, 4 horas sobre superficies de cobre, até 24 horas em papeldo e de 2 a 3 dias
em aco inoxidavel.** > Apesar da persisténcia em superficies inanimadas reforgar o potencial
de transmissdo via fomites, o principal meio de infeccdo permanece sendo via goticulas em
suspensdo no ar, transmitidas via contato interpessoal.® O Numero basico de reproducio (do

inglés Basic reproduction number — R0) é de 2,2 (95% CI, 1,4-3,9).5
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1.1.1.1 Os Coronavirus

Coronaviridae ¢ uma familia viral ja conhecida dos seres humanos pois, até 2019, outras
quatro cepas eram responsaveis por quadros infecciosos de vias aéreas superiores em
populagdes vulneraveis de criangas e idosos.! ¢ Sdo elas: Coronavirus Humano 229E (do inglés
Human Coronavirus 229E — HCoV-229E), Coronavirus Humano OC43 (do inglés Human
Coronavirus OC43 — HCoV-0OC43), Coronavirus Humano NL63 (do inglés Human
Coronavirus NL63 — HCoV-NL63) e Coronavirus Humano HKUI1 (do inglés Human
Coronavirus HKUI — HCoV-HKU ). Estima-se que esses virus, endémicos, sejam responsaveis
por cerca de 1/3 de todos os casos de resfriados comuns.> 7 J4 outras duas, Sindrome
Respiratoria Aguda Grave por Coronavirus (do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome —
Coronavirus - SARS-CoV) e Sindrome Respiratoria do Oriente Médio por Coronavirus (do
inglés Middle Eastern Respiratory Syndrome — Coronavirus - MERS-CoV), sdo responsaveis
por quadros respiratorios de vias aéreas inferiores mais graves.! ’ Andlise filogenética do
genoma viral mostrou que SARS-CoV-2 compartilha 79,5% de sua identidade genética com o
SARS-CoV e somente 50% com o MERS-CoV. Mas, se considerados dominios conservados
de replicases como o ORFlab (Open Reading Frame replicase), a semelhanca ¢ de 94,6%,
tornando o SARS-CoV-2 um Betacoronavirus da linhagem B (Sarbecovirus).>®

Os Coronavirus humanos foram descritos em 1965, por Tyrrel & Binoe que cultivaram
particulas virais obtidas de um aluno com gripe, tendo sido chamado de B814. Antes disso,
porém, em 1937 ja havia sido identificado o primeiro Coronavirus em galinhas, o virus da
Bronquite Infecciosa (do inglés Infeccious Bronchitis Virus — IBV).

Ap0s essa descricdo, observaram-se que diversos virus animais eram relacionados,
sendo descrito entdo o género Coronavirus, que engloba diversos causadores de doengas
animais como o Virus da Hepatite Murina (do inglés Murine Hepatitis Virus - MHV), o ja
citado IBV de aves, o Virus da Peritonite Infecciosa de Felinos (do inglés Feline Infectious
Peritonitis Virus — FIPV), o Virus da Gastroenterite Transmissivel de suinos (do inglés
Transmissible GastroEnteritis Virus) e o Coronavirus Bovino (do inglé€s Bovine CoronaVirus -
BCoV).!

Os surtos mais recentes de Coronavirus (Figura 1) provavelmente ocorreram quando
houve passagem interespécies a partir de reservatorios animais. Em 2002, foi descrita a SARS,
constituida por quadro clinico pneumdnico grave, com mortalidade de 10,8%, com provavel

origem na provincia chinesa de Guangdong, e possivel hospedeiro animal um tipo de gato.'?
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Em 2005 e 2018, foram descritas duas epidemias causadas por HVOC-NL63 e HCOV-HKUI,
virus causadores de quadros mais leves em humanos.” Em 2012, a chamada MERS-CoV teve
o primeiro caso diagnosticado na Arabia Saudita, com mortalidade muito elevada de 34,4% e
com provével origem em dromedarios.">* Em ambos os casos, é possivel que o hospedeiro
original tenha sido um morcego, que transmitiu para esses animais citados e dai para o ser
humano.?* O Coronavirus de morcego (do inglés Bat Coronavirus - BatCoV RaTG13) possui
96% de identidade com o SARS-CoV-2, sendo, entdo, a possivel origem do virus humano um
morcego do género Rhinolophusaffinis, encontrado na provincia de Yunnan.> ! Da mesma
forma que o SARS-CoV e MERS-CoV, o virus do morcego ndo ¢ capaz de infectar humanos,
a menos que sofra alguma mutagdo, em geral, passando por outro hospedeiro animal. No caso
do SARS-CoV-2, o pangolim tem sido apontado como esse hospedeiro intermediario, ja que

um CoV desse animal possui 99% de semelhanga com o virus humano.* '°

N° de casos confirmados

~118 milhoes (Global)
~11 milhdes(Brasil)
HCOV-0C43 1°6bito
HCOV-229E HCOV-NL63 SARS-CoV-2
Salisbury-Reino Unido Guangzhou-China Sio Paulo-Brasil
1967 2018 1°6bito 2020
HCOV-HKUI SARS-CoV2
Hong Kong-China Wuhan-China
2005 Jan-2020
2012 Fev-2020 Mar-2021
MERS-CoV 1°caso
Arabia Saudita SARS-CoV-2
2002 Deoz-2019 Sao Paulo-Brasil
SARS-CoV 1°Caso
Guandong - China SARS-CoV-2
Wuhan-China
N° de casos 6bitos
~2,6 milhoes (Global)
~286 mil(Brasil)

Figura 1: Epidemias de Coronavirus ao longo do tempo. Fonte: autoral, adaptado de Cruz et al’. 1967: primeiro
caso descrito no Reino Unido; 2005 e 2018: virus causadores de quadros leves; 2002: epidemia por SARS-CoV;
2012: epidemia por MERS-CoV; 2019: primeiro caso de SARS-CoV-2 na China; 2020: primeira descri¢do de caso

no Brasil

1.1.1.2 O SARS-CoV-2

Membro da ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae,

que possui 04 géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e
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Deltacoronavirus."»?> SARS-CoV e SARS-CoV-2 pertencem ao género Betacoronavirus. Alfa
e Beta infectam mamiferos, enquanto Gamma e Delta infectam primariamente aves.> !!

Os Coronavirus sao virus de RNA que possuem uma fita simples (cerca de 30 kilobases,
codificando 9860 aminodcidos), com polaridade positiva (orientacdo da sequéncia de bases no
sentido 5°-3’) e que codifica basicamente quatro estruturas proteicas: a proteina
transmembrana, o envelope proteico (proteina E), o nucleocapsideo (proteina N) e a proteina
da espicula (proteina S)." ' Entre os virus de RNA, o genoma dos Coronavirus estd entre os
maiores.> > Externamente, sdo virus envelopados por um fragmento de membrana derivada da
célula hospedeira (Figura 2).

Além das proteinas estruturais, codificam também proteinas ditas ndo-estruturais como
a Polimerase de RNA dependente de RNA (do inglés RNA-dependent RNA polymerase —
RdRp)).? Por sinal, essa proteina, por ser muito suscetivel a mutagdes e erros durante a
duplicagdo, faz com os Coronavirus apresentem muitas diversifica¢cdes, permitindo que
infectem in(imeras espécies animais.’

As proteinas S, ORF8 e ORF3a apresentam diferengas importantes em relacao as
mesmas proteinas do SARS-CoV, o que pode explicar os distintos perfis de transmissibilidade
e patogenicidade.'?

A proteina do nucleocapsideo (N), liga-se ao material genético viral e se relaciona a
processos necessarios a replicacao viral, participando da montagem e brotamento dos virus
completos. -2

A proteina da espicula, ou Spike (S), como tradicionalmente ficou conhecida, ¢ uma
glicoproteina de membrana do tipo 1 com alguns dominios funcionais proximos aos terminais
S1 (aminoterminal) e S2 (carboxiterminal).! E a responsavel pela aparéncia em coroa vista ao
microscopio eletronico ¢ de onde deriva o nome Corona. ' A porgdo S2 tem configuragdo
transmembrana e se relaciona com a fusdo da particula viral as células hospedeiras. Ja a por¢ao
S1, é mais periférica e tem funcio de ligagdo com outros receptores.'”

Quanto a imunogenicidade, a terminacao S1 tende a ser mais antigénica, por induzir a
formagao de anticorpos neutralizantes em elevados niveis." ' A proteina S no SARS-CoV-2 ¢é
mais estavel que no SARS-CoV, podendo explicar a maior infectividade do primeiro.®

A proteina transmembrana (M) estéd diretamente relacionada com a montagem de novas
particulas virais. Interage com ribonucleoproteinas do virus e induz a montagem de envelopes
a partir da membrana das células hospedeiras, apos excluir proteinas proprias da célula

infectada.'
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Finalmente, a menor proteina é a do envelope (E). Tem suas fungdes ainda mal
conhecidas, pois apenas pequena por¢ao ¢ incorporada ao envelope viral propriamente dito.
Evidéncias sugerem que ela deve participar da montagem viral, podendo ser essencial a

liberacdo das particulas ja montadas e, talvez esteja relacionada com a patogénese do SARS-

CoV-2.!

Glicoproteina(S)

—

Proteina de membrana(M)

Hemaglutinina
esterase(HE)
b Nucleocapsideo(N)
RNA fita simples(+)

Figura 2: Estrutura do SARS-CoV-2. Fonte: autoral, adaptado de Cruz et al’

1.1.1.3 Invasao celular

O ciclo viral ¢ caracterizado por 05 fases: acoplamento a célula hospedeira, penetracao,
biossintese, maturacio e liberacdo de particulas virais (Figura 3).!!

A ligacao do virus as células hospedeira se da através do contato da proteina S com o
receptor na membrana celular.? O SARS-CoV e SARS-CoV-2, além do HCoV-NL63, utilizam
a enzima conversora de Angiotensina 2 (do inglés Angiotensin Converting Enzyme-2 — ACE2)
como seu receptor. HCoV-229E usa a aminopeptidase N, enquanto MERS-CoV se liga a
dipeptidil-peptidase 4.!
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A invasdo das células hospedeiras ocorre através da proteina S, composta por duas
subunidades, S1 e S2. A subunidade S2 ¢ o cerne da proteina, possui por¢ao transmembrana e
participa da fusdo a célula hospedeira. J4 a subunidade S1 tem como func¢do a ligagdo a um
receptor na célula atacada, notadamente os receptores ACE2 através de um dominio especifico,
conhecido como Dominio de Ligacao do Receptor (do inglés Receptor Binding Domain -
RBD).!! S1 possui um dominio N-terminal (NTD) e trés dominios C-terminal (CTD1, CTD2 e
CTD3). O RBD est4 localizado no dominio CTD1.8 Apos a ligagdio a célula hospedeira, ocorre
clivagem entre S1 e S2, permitindo que a porc¢ao S2 seja ativada e haja fusdo com a membrana
celular. S2 ¢ formada por duas por¢des, o Peptideo de Fusdo (do inglés Fusion Peptide — FP) e
Regides de repeticdes do Heptal (do inglés Heptad Repeat Region - HR). Ao se aderir a
membrana celular, a proteina S2 se dobra, unindo as regides HR1 e HR2, fazendo com que a
membrana viral se funda a membrana celular e libere o material genético no citoplasma
hospedeiro.'”

A afinidade do SARS-CoV-2 pela ACE2 é de 20-30 vezes maior que a do SARS-CoV.>
8 A ACE2 tem funcdo catalitica, funcionando como grande reguladora do Sistema Renina-
Angiotensina (do inglés Renin-Angiotensin System - RAS), através da conversdo da
Angiotensina I em Angiotensina 1-9 e da Angiotensina Il em Angiotensina 1-7."3
Receptores ACE2 estao presentes em diversos tecidos corporais, notadamente pneumocitos 1 e
2, enterdcitos, borda em escova de artérias proximais renais, veias € cé¢lulas musculares lisas
arteriais. Dito isso, explica-se o tropismo por pulmdes, intestino delgado e rins.!> !> 14

O SARS-CoV-2 apresenta modificacdes de aminoacidos na sua proteina S que
aumentaram sua afinidade pela ACE2. Apés ligacdo ao RBD, ocorre um down-regulation de
ACE?2 celular e o virus se utiliza de diversas proteases do hospedeiro para conseguir penetrar
na célula alvo, incluindo a catepsina L, catepsina B, tripsina, elastase, fator X e Serino protease
Transmembrana do tipo 2 (do inglés TransMembrane serine protease 2 — TMPRRS2)%. A
reducdo da expressdo celular de ACE2 leva a acimulo de Angiotensina II, o que pode explicar
o dano a multiplos 6rgdos e sistemas.'?

Apbs entrada na célula hospedeira, ocorre ativagdo da Desintegrina A e
Metaloproteinase 17 (do inglés 4 Disintegrin and Metalloproteinase 17 — ADAM17), também
conhecida como Enzima de Clivagem do TNF-« (do inglés TNF-a cleavage enzyme — TACE),
uma metaloproteinase zinco-dependente que tem como substrato diversas citocinas e receptores
com o TNF-a e a ACE2. O aumento de agdo da ADAM-17 provoca maior quebra da ACE2 e
acumulo de Angiotensina II. Essa, por sua vez, ativa Receptores tipo 1 da Angiotensina II (do

inglés Angiotensin Il type 2 receptor — AT2R), que mais uma vez, aumentam a atividade da
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ADAM-17, em um circulo vicioso de superestimacdo do RAS.!* Essa disfuncio do RAS se

relaciona com aumento da resposta inflamatéria e da permeabilidade vascular.> !> Além disso,

a acdo da ADAM-17 e da desintegrina geram moléculas soluveis de ACE2, cuja fungdo

fisiopatologica permanece desconhecida, mas que talvez tenham importincia sobre o processo

inflamatoério generalizado, pois seus niveis acompanham em paralelo os niveis de TNF-a, o que

nio ocorre em infecg¢des por outros Coronavirus como o HCoV-NL63).’

Reconhecimento e
ligagio do virion a ACE2.

ACE2
BOAT1

Extracclular

Intracelular

SgRNA+
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Figura 3: Ciclo viral do SARS-CoV-2. Fonte: autoral, adaptado de Cruz et al’
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1.1.1.4 Destruicdo celular

Ap6s a invasdo celular, uma série de eventos em cascata pode resultar na morte celular
programada, apoptose celular, ou uma forma altamente inflamatéria, a piroptose.'¢

A proteina E viral ¢ capaz de alterar o equilibrio intracelular de ions, provocando efluxo
de calcio do complexo de Golgi para o espaco intracelular e efluxo celular de potassio para o
espaco extracelular. Esse desbalango inicia um processo inflamatorio intracelular pela ativagao
de inflamossomos, um complexo de proteinas inflamatorias, notadamente da Familia de Genes
NLR (do inglés Nucleotide-Binding Leucine-Rich Repeat proteins - related gene family - NB-
LRR) ativadora do dominio de pirina. Esse processo termina com formagdo de poros de
gasdermina-D, secrecdo de Interleucina 1b (IL-1b) e Interleucina 18 (IL-18) e, finalmente,

edema celular e ruptura da membrana.'®

1.1.1.5 Fisiopatologia

ApoOs contaminagao por via respiratéria, o virus invade células epiteliais primariamente
das vias respiratorias superiores, seguido por vias inferiores e mucosa gastrointestinal.
Provavelmente, todas as células que expressam ACE2 em sua superficie sdo possiveis alvos do
virus, logo, bronquios, pulmoes, coragdo, esofago, rins, estomago, bexiga, ileo e testiculos
podem ser invadidos pelo SARS-CoV-2, gerando sintomas especificos em cada orgao
acometido.’

Com cerca de 5-6 dias, ocorre o pico da viremia por SARS-CoV-2, tempo bem menor
que os 10 dias do SARS-CoV.!?

O pulmao acometido evidencia grande infiltrado inflamatorio intersticial mononuclear,
predominantemente de linfocitos, que se agregam ao longo de pequenos vasos sanguineos, estes
repletos de plaquetas e trombos. Os espagos alveolares estdo preenchidos por membrana hialina,
pneumdcitos tipo 2 descamados e grande quantidade de muco.> !7 Megacaridcitos CD61*
intravasculares também s3o encontrados, juntamente com neutréfilos presos nos trombos.'* '8
Edema endotelial e trombos de fibrina sdo igualmente vistos difusamente nas areas lesadas,
concordantes com as lesdes em vidro fosco.!® 2

Do ponto de vista vascular, as alteragdes patologicas compreendem macrotromboses
constituidas de eritrocitos, leucdcitos, plaquetas e fibrina, ¢ microtromboses, formadas por

fibrina e plaquetas. O acometimento alcanga vénulas, arteriolas e capilares de todos os 6rgios.'*

18,21
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1.1.1.5.1 Realce Dependente de Anticorpos

Fenomeno virologico bem descrito em diversos virus (dengue, flavivirus e influenza
etc.), pode ser a causa de piora da infecgdo por SARS-CoV-2 em alguns individuos.’

Estudos em animais com SARS-CoV mostram que o inicio da sintese e secrecdo de
anticorpos neutralizantes anti-S se relaciona com piora do quadro pulmonar.’

Foi proposto que os anticorpos Anti-S-IgG induzem uma polarizacdo de macrofagos
alveolares em direcdo ao polo inflamatorio, com producdo de Proteina 1 Quimioatraente de
Monocitos (do inglés Monocyte Chemoattractant Protein-1 — MCP-1) e Interleucina-8 (do
inglés Interleukin -8 - IL-8). Essa reacdo ocorreria pela ligacdo do complexo virus-anti-S-IgG
com receptores de Fragmento Cristalizavel (do inglés Fragment crystalline — Fc) de macréfagos

¢ monocitos.> 7

1.1.1.5.2 Tempestade de citocinas

O termo tempestade de citocinas foi cunhado em 1993 para descrever um quadro
patologico ocorrido na situagdio de reagio enxerto versus hospedeiro.!” Desde entdio, passou a
ser utilizada para caracterizar o excesso de producdo de citocinas levando a dano tissular no
individuo acometido.??> Este fendmeno ocorre, por exemplo, em doencas autoimunes,
linfohistiocitose hemofagocitica, Terapia com Células T com Receptores de Antigeno
Quimérico (do inglés Chimeric antigen receptor T cell therapy — CART Cell Therapy), sepse €
doengas infecciosas. Nessa situacdo, um sistema imune superativado secreta grande quantidade
de citocinas levando a dano tissular colateral.!”- %3

Nao estd claro em que momento da reagdo do organismo ao estimulo desencadeante
ocorre essa desregulacio nem o porqué de alguns individuos a desenvolverem e outros ndo.'”
23

Padrdes Moleculares Associados a Danos (do inglés Damage-Associated Molecular
Patterns) e Padrdes Moleculares Associados a Patdégenos (do inglés Pathogen-Associated
Molecular Patterns) podem ser causas de aumento da secrecdo de citocinas inflamatorias.
Células do sistema imune ativadas dessa forma podem induzir anomalamente vias do Fator
Nuclear kB (do inglés Nuclear Factor kappa B), que estio particularmente ativas nos pacientes

graves e criticos.?
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1.1.1.5.3 Resposta imunolégica inata

A primeira linha de defesa antiviral ainda ndo est4 totalmente esclarecida, € muito tem
sido definido por aproximagio com dados ja conhecidos de outros Coronavirus.?
Primariamente, a resposta sera desencadeada por células dendriticas, macrofagos e células
epiteliais.'!

Nesse caso, ocorre acoplamento entre Receptores de Reconhecimento de Padrdes (do
inglés Pattern-Recognition Receptors — PRR) com RNA viral utilizando-se de Receptores do
tipo RIG (do inglés RIG - Retinoic acid-Inducible Gene I - Like Receptors) citosolicos capazes
de detectar intermediarios dsSRNA oriundos da replicagdo viral intracelular. 23 Mais ainda,
receptores Toll-like 7 (TLR7) em células dendriticas e TLR3 e TLRS8 (em outros tipos celulares)
sdo capazes de reconhecer fragmentos endocitados de RNA viral.?® Essa liga¢do induzira
ativacdo em cascata de uma resposta pro-inflamatoria composta principalmente por Interferon
I/IIT (INF), Fator de Necrose Tumoral « (do inglés Tumor Necrosis Factor-c¢), Proteina
Inflamatoria de Macrofagos (do inglés Macrophage Inflammatory Protein — MIP1), IL-1, IL-
6 e IL-8.3 ! O efeito dessa liberagio de substincias serd a indugdo de programacio antiviral
nas células alvo e a potencializa¢io da resposta imune adaptativa que ocorrerd em seguida.> !’
Entre os mecanismos propostos para essa acdo antiviral estd a inibi¢do da entrada do virus na
célula hospedeira, atuando sobre a proteina S do envelope viral.> No entanto, foi descrito que
na infec¢do por SARS-CoV-2 existe um retardo na liberagdo inicial de INF-I, o que faz com
que haja uma quimiotaxia importante de macréfagos e monocitos e ativagdo de moléculas
quimiotaticas para mais células inflamatdrias através do Ligante 7 ou 12 de Quimiocina (do
inglés Chemokine ligand 7 or 12 ou Monocyte chemotactic protein 1 — CCL 7 and CCL12).7%

Sabe-se que o INF faz parte essencial da resposta inicial & infec¢do viral, havendo
basicamente trés tipos: tipo I (INF a, B e w), tipo IT (INF-y) e tipo III (INF-A). Ao haver contato
com particulas virais, ocorre ativacdo do INF do tipo I, que ira desencadear uma resposta
antiviral segundo a via Transdutora de Sinal Janus Quinase e Ativador da Transcrig¢ao (do inglés
JAnus Kinases Signal Transducer and Activator of Transcription proteins — JAK-STAT),
induzindo a expressdo de Genes Estimulados por Interferon (do inglés Interferon Stimulated
Gene - ISG) como Proteina de Ligagdo ao GTP induzida por Interferon (do inglés Interferon-
induced GTP-binding protein — MX1I), Proteina Transmembrana 1 Induzida por Interferon (do
inglés InterFeron Induced TransMembrane protein 1 — IFITMI) e Proteina Induzida por
Interferon com Repeti¢des de Tetratricopeptideos (do inglés InterFeron-Induced protein with

Tetratricopeptide repeats 2 — IFIT2).*>2*
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Estudos moleculares mostram que individuos que evoluem mal com COVID-19
apresentam resposta elevada mas pouco duradoura de INF-a, enquanto aqueles que evoluem
bem apresentam uma resposta intensa e mantida.”* Mais especificamente, os pacientes com pior

evolucdo apresentam elevada producio de INF-A2 e tipo I, mas sem expressdo de ISGs.?

1.1.1.5.4 Resposta imunolodgica adaptativa: linhagem mieloide

Estudos tém demonstrado que existe um perfil inflamatorio composto pelo aumento da
expressao de monocitos inflamatdrios. Nos pulmdes, o aumento dessas células associadas a
macrofagos derivados de monocitos suplanta a presenga de macroéfagos reparadores alveolares,
sendo uma das causas da reducdo da paténcia alveolar.>?*

Macréfagos juntamente com células epiteliais pulmonares detectam, através de PRR,
produtos de destruicdo viral (RNA wviral), os chamados PAMPs e DAMPs como:

Adenosinatrifosfato (do inglés Adenosine TriPhosphate - ATP), acido desoxirribonucleico (do
inglés DeoxyriboNucleic Acid - DNA) e outros produtos celulares. Tal reconhecimento ativara

resposta inflamatdria com liberacdo de citocinas tipicas de resposta de Linfocitos T auxiliares
do tipo 1(do inglés T-helper type-1).'%2°

A presenga abundante de macrofagos e monocitos pulmonares e uma resposta atrasada
de IFN se relacionam com elevada liberagdo de citocinas, aumento da permeabilidade vascular
e maior dificuldade para inducdo de respostas das células T.>*2* A possivel infeccdo dessas
células pelo SARS-CoV-2 pode causar piroptose de macrdéfagos e linfocitos o que poderia

explicar uma grande liberagdo de citocinas dessas células.’

Neutrofilos também tém participagdo importante na resposta imune desregulada na
COVID-19. A medida que a infecgdo progride, o nimero de neutréfilos circulantes aumenta.
Em resposta a infec¢@o, sdo capazes de langar as Armadilhas Extracelulares de Neutrofilos (do
inglés Neutrophil Extracelular Traps - NETs) que nada mais sao do que redes extracelulares de
fibras contendo DNA histona e enzimas como a Mieloperoxidase (do inglés Myeloperoxidase
- MPO) e elastase.!* %

A capacidade de formar NETs, definida como NETose, inicia-se pela ativagdo e
mobilizagdo de neutrdfilos por PRR com posterior mobilizagdo de calcio e produgdo de radicais
livres de oxigénio, os quais por sua vez, levam a ativacdo da enzima intracelular Enzima

Peptidil Arginina Deiaminase 4 (do inglés Peptidil Arginine Deiminase 4 — PAD4) que, entdo,
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induzira a produ¢ao das NETs (citrulinizagdo de residuos de arginina em histonas promovendo

descondensagio da cromatina e extracdo das NETs).?°

1.1.1.5.5 Resposta imunoldgica inata: linhagem linfoide

Células linfoides inatas (do inglés Innate Lymphoid Cells - ILC) tém participacao
importante na reposta antiviral. Divididas em dois grupos: Células Helper ndo citotdxicas
(ILC1, ILC2 e ILC3) e as Células Matadoras Naturais (do inglés Natural Killer - NK) que
podem ter atividade predominante citotoxica (CD56dimCD16") ou produtora de citocinas
(CD56brightCD16°).?

Células NK sdo, na grande maioria, externas aos pulmoes, sendo recrutadas em caso de
necessidade pela participacdo das moléculas Receptoras de Quimiocina (do inglés Chemokine
Receptor — CXCR3). Em pacientes COVID-19, notou-se que os niveis sanguineos de c€lulas
NK estdo reduzidos, o que se correlaciona com a gravidade da doenga.® !7- 2427

Apo6s ativadas, células NK podem induzir a lise das células infectadas ou ativar
produ¢do de mais citocinas, sendo um provavel participante da tempestade de citocinas
observada na SARS > 7

Quanto as Células Helper (ILC), ainda ndo ha estudos que demonstrem alteracdes em

seu funcionamento em pacientes infectados por SARS-CoV-2.2

1.1.1.5.6 Resposta de células T

Divididas em dois tipos: Grupamento de Diferenciacdo 4 (do inglés Cluster
Differentiation 4 - CD4") e Grupamento de Diferenciagdo 8 (do inglés Cluster Differentiation
8 - CD8"), provavelmente desempenhando importante fun¢do no controle da infecgdo viral,
assim como em outros virus como o Virus Sincicial Respiratério e o Virus Influenza A.?” Mas
assim como em outros virus, a contagem total dessas células também esta reduzida na infec¢ao
por SARS-CoV-2, notadamente da populagio CD8".> 124 Possiveis causas seriam o proprio
excesso de citocinas inflamatérias como a IL-6 (induzindo apoptose).!” Outra possibilidade
seria o recrutamento dessas células para os sitios de infec¢io, como os pulmdes.® !’ A queda
nos niveis dessas c€lulas se relaciona com a gravidade da doenga e com o perfil de liberagdo de
citocinas®® ?7; assim, 1-2 dias antes da reducdo, observa-se aumento dos niveis de IL-6,

enquanto os niveis mais baixos de CD4" ¢ CD8" ocorrem com 4-6 dias de doenga, momento

em que niveis maximos de IL-10, IL-12 e TNF foram detectados.”
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Além disso, observou-se redug¢do importante de Células T reguladoras (do inglés T
regulatory Cells - Treg) em COVID-19, o que pode ser um dos fatores relacionados com a
imunopatologia pulmonar, *° na medida em que esse tipo celular seria responsavel por manter
um equilibrio entre a resposta antiviral e o excesso de citocinas, deletérias ao organismo.!” De
maneira geral, células CD8" estio mais ativadas que CD4" em pacientes COVID-19 *2* com

tendéncia a exibir exaustio funcional e com menor citotoxicidade.? '°

1.1.1.5.7 Resposta de células B

Como acontece com outros virus, a participacao de células B € essencial para o controle
da doenga e para o desenvolvimento de uma resposta rapida em caso de reinfec¢do. Pacientes
infectados por SARS-CoV-2 exibem importante produg¢ao de imunoglobulinas classes IgM e
IgG.3’ 17,27

Anticorpos sdo produzidos contra diversas proteinas virais, notadamente as proteinas N
e S; nessa ultima, o dominio RBD ¢ altamente imunogénico (especificamente os sitios la e 1b),
sendo, potencialmente, um anticorpo que impede a entrada do virus na célula hospedeira.!® %3
Anticorpos neutralizantes sdo os ultimos a serem produzidos, principalmente contra a proteina
S.IO

Apo6s convalescenga, plasmoécitos permanecem produzido anticorpos, que junto com
células B de memoria, permitirdo que haja imunidade duradoura. Estudos em outros
Coronavirus mostraram que em MERS, detectaram-se anticorpos até 3 anos apods a infecgao,

enquanto em SARS-CoV, por 2-3 anos.* 1

1.1.1.5.8 Suscetibilidade a quadros graves

Muitos estudos tém sido produzidos para se tentar melhor entender o porqué de alguns
individuos evoluirem mal apds infeccdo pelo SARS-CoV-2. A explicagdo tende a ser
multifatorial, envolvendo inicialmente uma incapacidade de alguns desses pacientes de
desenvolverem uma adequada resposta por INF tipo 1.%°

Além disso, também foi identificada a presen¢a de autoanticorpos contra INF-o., INF-
o, fosfolipideos, antigenos de células T e B e citocinas naqueles casos com pior evolugdo.? Os

niveis de anticorpos contra INF-o e INF- aumentam com a idade do individuo, podendo ajudar

a explicar o fato de piores evolugdes em pacientes mais idosos.?
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Outra situagdo que pode favorecer quadros clinicos piores ¢ uma resposta inflamatoria
descontrolada, que foi descrita na chamada mielopoiese emergencial na qual grande quantidade
de células imaturas como mondcitos, neutrofilos e progenitores mieloides sdo liberados na
circulagdo. Tais células, por sua vez, sdo capazes de liberar quantidades abundantes de citocinas
inflamatorias, resultando em dano tecidual e alteracdo da permeabilidade vascular.
Possivelmente ocorra nas situacdes em que a eliminacio viral é mais demorada.?

Especificamente, algumas condi¢des clinicas t€ém mostrado risco mais alto de
desenvolvimento de quadro graves. Entre elas, a idade acima de 65 anos tem sido caracterizada
como a mais importante, talvez devido ao aumento progressivo dos anticorpos anti-INF. Outro
fator detectado ¢ o sexo masculino, possivelmente devido a uma resposta imunoldgica inata
aumentada, uma menor capacidade de ativacdo de uma resposta de células T e producao de

autoanticorpos afucosilados contra SARS-CoV-2, em comparagdo com as mulheres.?

1.1.1.6 Quadro clinico

A partir de fevereiro de 2021, havia duas principais linhagens do virus em circulagdo
em territorio brasileiro, especificamente, a B.1.1.33 (29,9%) e a B.1.1.28 (28,9%).%® O quadro
clinico referido abaixo, refere-se a apresentagdo mais comum nesse periodo.

Sdo considerados cinco possiveis evolugdes apds infeccdo por SARS-CoV-2:
assintomaticos (1,2%), oligossintomaticos (80,9%), graves (13,8%), criticos (4,7%) e 6bito
(2,3%). Em criangas abaixo dos 10 anos, a incidéncia de assintomaticos pode chegar a 15,8%.°
Quanto a mortalidade, variou a depender da presenca de fatores de risco como doenga
cardiovascular (10,5%), diabetes (7,3%), doenga respiratoria cronica (6,3%), hipertensao (6%)
e cancer (5,6%); enquanto para pacientes sem fatores de risco associado, ela foi tdo baixa quanto
0,9%.°> Assume-se que, de maneira geral, a mortalidade se situe ao redor de 2,6%.'® Fumo,
obesidade, D-dimeros acima de 1mcg/ml e doenga arterial coronariana também tém sido
considerados fatores de risco.>!!* %’

Apds um periodo de incubagdo de até 14 dias (maioria entre 3 e 7 dias, com média de
5,2 dias e com 97,5% em 11,5 dias), tem inicio o quadro clinico respiratorio, leve na maior
parte das vezes, mas com potencial de se tornar grave, principalmente em individuos portadores
de fatores de risco.> > ' Enquanto cerca de 25% de todos os infectados tém fatores de risco,

entre os hospitalizados esse indice chega a 60-90%.5
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Até 20% dos casos podem evoluir para gravidade, representada por faléncia respiratéria
aguda (26,2%), choque séptico (20,6%), lesdes miocardicas (11,2%) e renais agudas (13,1%)
30

As manifestagdes clinicas mais comuns sdo febre (97,2%), tosse (62,2%), fadiga
(64,5%), secrecao respiratdria (33,4%), dispneia (32,7%), anorexia (30,8%), mialgia (30,8%),
odinofagia (13,9%) e cefaleia (13,6%).> & 3 Disfun¢io do olfato e do paladar podem ser
encontradas em 64-80% (mais frequentemente disgeusia e parosmia) dos pacientes, enquanto
ageusia e anosmia podem ocorrer como Unica queixa em até 3% dos individuos.®

Durante a admissao, a gravidade do quadro clinico pode ser determinada pela ocorréncia
das seguintes condi¢des: Saturagdo Periférica de Oxigénio (SpO2) < 93% em ar ambiente,
frequéncia respiratdria maior do que 30 incursdes respiratdrias por minuto e relacdo entre
Pressdo Parcial Arterial de Oxigénio e Fra¢do Inspirada de Oxigénio (PaO2 / FiO2) <
300mmHg.?’

Estudo prospectivo nos EUA revelou que a mortalidade intra-hospitalar pode ser da
ordem de 39%, com tempo de ventilacdo mecanica de 18 dias (9-28) para os que sobreviveram
e de 10 dias para os que faleceram.’!

As causas de mortes por COVID-19 incluem faléncia respiratoria (78,9%), choque
séptico (5,3%), morte subita (5,3%), infarto agudo do miocardio (5,3%) e choque hemorragico

(5,3%).3°

Clinicamente, divide-se a evolucao da doenca em trés fases (Figura 4):

e Fase 01: a primeira semana ¢é caracterizada por elevada replicacdo viral, febre, tosse,
dispneia e outros sintomas sistémicos. Do ponto de vista laboratorial, linfopenia, Testes
de Amplificacdo de Acidos Nucleicos (do inglés Nucleic Acid Amplification Test -

NAAT) positivos e tempo de protrombina alargado;*°

e Fase 02: melhora progressiva dos sintomas sistémicos como tosse, febre e dispneia.
NAAT negativa até o 13° dia. Linfopenia persiste mesmo apds a resolucao dos sintomas.
Nos pacientes que evoluem mal, a disfungdo de 6rgaos e sistemas se desenvolve na 2*
semana.’® Sindrome Respiratéria Aguda (do inglés Acute Respiratory Distress

Syndrome) ocorre por volta de 8-9 dias do inicio dos sintomas;'°
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e Fase 03: naqueles com pior evolugdo, a disfungdo de 6rgaos progride, a linfopenia piora,
com associagdo de plaquetopenia. Piora das fun¢des pulmonar e renal, evoluindo para

ARDS e terapia de substitui¢io renal (TSR).*°

Pacientes graves apresentam quadro sistémico e laboratorial semelhante a um grupo de
doengas chamado de sindromes hiperferritinémicas, composto por sindrome da ativagdo
macrofagica, Doenga de Still de inicio no adulto, sindrome anti-fosfolipideo catastrofica e
choque séptico.’? Ferritina, além de ser um depdsito de ferro intracelular, possui acio
imunomodulatéria. Formada por duas subunidades, H e L, que variam a depender do tecido, a
subunidade H possui funcdo tanto imunomodulatdria quanto pro-inflamatéria, sendo capaz de
induzir a liberacdo de IL-1pB.>? Elevacio da Ferritina ocorre com maior intensidade em casos
graves de infec¢des virais do que em quadros bacterianos.*® A presenca elevada no sangue dessa
proteina pode se dar por secrecdo a partir de hepatocitos e possivelmente via macréfagos
ativados*, além da liberagio apos morte celular.

Parte do ferro ligado a Ferritina permanece livre no sangue, dando inicio a produgdo de
radicais hidroxila. Estes, ao alterarem a morfologia das hemaécias e, juntamente com fibrina,
podem levar a formagio de coagulos andmalos®? , podendo ser uma das explica¢des do aumento

de eventos tromboembolicos nesses pacientes.

Enterocitos do intestino delgado expressam grande quantidade de ACE2 o que torna
essas células particularmente importantes como alvo do SARS-CoV-2. O desbalango no RAS
com acumulo de Angiotensina II e aumento da ativagao de ATIR leva a quebra da barreira
hemato-intestinal com maior risco de absorcdo de bactérias, endotoxinas e metabolitos.!* De
maneira geral, a a¢do do SARS-CoV-2 sobre a parede intestinal pode levar a disbiose intestinal,
disfuncio da parede e perda da integridade da mesma.'*> O acometimento intestinal se expressa
por dor abdominal, diarreia, vomitos e nauseas que podem estar presentes desde o inicio e ser
acompanhado pela deteccio de RNA viral nas fezes, sugerindo uma possivel rota de

transmissdo oro-fecal.>®

Os pulmodes sdo sede de grande expressio de ACE2, estando a sua diminui¢cdo
relacionada a pior prognéstico em casos de ARDS de diversas etiologias.'® O fato de que
individuos idosos tem reducdo progressiva de ACE2 ajuda a explicar os piores prognosticos
nessa faixa etaria quando infectados por SARS-CoV-2.!* Do ponto de vista pulmonar, a lesdo

é caracterizada por acometimento bilateral.>® A evolugdo para ARDS parece depender tanto de
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predisposi¢cdo genética quando da resposta inflamatdria do hospedeiro a infec¢do viral. Estudos
tém mostrado que quanto maiores os niveis de IL-6 e IL-8, pior a evolucdo do quadro
pulmonar.” ¢ Individuos com quadros graves e internados em UTI apresentam niveis mais
elevados de IL-2, IL-7, IL-10, Fator Estimulante de Colonias de Granulécitos (do inglés
Granulocyte colony-stimulating factor - GCSF), IP-10, MCP-1, MIP-1A e TNF-a, o que sugere
a ocorréncia do que ficou conhecido como tempestade de citocinas.’ Moléculas inflamatorias
como o INF-o/f e o INF-y induzem tanto o acimulo de células inflamatérias nos pulmdes
quanto a apoptose de células epiteliais e endoteliais, com consequente aumento da

permeabilidade capilar e edema alveolar.>’

Ilhotas pancreaticas também podem ser acometidas pelo SARS-CoV-2 por expressarem

ACE2.

Os rins podem ser atingidos durante o quadro de COVID-19, em qualquer fase da
evolugdo da doenga, inclusive com necessidade de TSR, o que piora ainda mais o prognostico
em casos graves.’* Estatisticas apontam que 31% dos pacientes COVID-19 em ventilagdo
mecanica e 4% daqueles em ventilagio espontinea precisardo de TSR.?>""3* O acometimento
renal pode ser de varias origens: processos trombdticos intra-renais, lesdo tubular provocada
pelo proprio virus e glomerulonefrite, além de causas extra renais como deplecao de volume

circulante, rabdomiélise e faléncia de multiplos 6rgios.>*

Cérebro pode ter complicacdes da infeccao por SARS-CoV-2 com doenga aguda

cerebrovascular e encefalite acontecendo em até 8% dos pacientes graves.’

Coracao também pode se sede de complicagdes como miocardite, cardiomiopatia,

arritmias ventriculares e instabilidade hemodinidmica em 7-17%. ©

Em criangas, menores de 01 ano foram os que apresentaram formas graves em maior
frequéncia.!! Cerca de 2-5% dos diagnésticos de COVID-19 foram abaixo dos 18 anos, com
média de 11 anos. Na maioria da populagao pediatrica, os sintomas sdo restritos as vias aéreas
superiores € com menor intensidade. No entanto, at¢ 7% das internadas por COVID-19

. ~ . ~ A e 6 , . , . ;. . A .
precisardo de ventilacio mecanica.” Além disso, uma sindrome inflamatéria sistémica

semelhante a sindrome de Kawasaki foi descrita nessa populagio.®
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Estiagio I Estagio agio I1 Estagio III
Infeccao Inicial Fase Pulmonar Fase Hiperinflamatoéria
mA : B
Sem Hipéxia ' Com Hipoxia
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=
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EVOLUCAO TEMPORAL
Sintomas constitucionais leves; i ;
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| ALTERACOES | gumentos dos niveis de dimros-D “'"“”.l'f‘ deimagem do Gr2X; o matiios (PCR, LDH, IL-6
¢ LDH(leves) KR R—_—_ dimeros-D,{roponina,NT-proBNP)

Figura 4: Fases de evolugdo da COVID-19 e potenciais terapias. Fonte: autoral, adaptado de Cruz et al’

1.1.1.7 Diagnostico

A deteccdo da infeccdo viral pode ser realizada especificamente por métodos que
verifiquem a existéncia de material genético circulante ou que avaliem a resposta imunologica

do hospedeiro apds a infecgao.

e Deteccao de acidos nucleicos

o Logo apos o inicio da pandemia, métodos de deteccdo de RNA viral foram
desenvolvidos utilizando-se da técnica RT-PCR;>

o A média de duracao do isolamento viral por essa técnica varia em torno de
12 dias (1-24 dias)*, mas podendo ser detectadas em Swab de orofaringe por
até 6 semanas;®

o A capacidade de detec¢do depende do momento da coleta, sendo a
sensibilidade de 33% aos 4 dias apos a exposi¢do, 62% no dia de inicio dos
sintomas e até 80% com 03 dias apds inicio dos sintomas;®

o Em fluido bronco-alveolar, a sensibilidade pode chegar a 93% e 72% no

escarro;’
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Deteccdo nas fezes pode ocorrer em até 50% dos casos, no sangue em 8% e
auséncia de detecgdo viral na urina.® * Pode persistir por até 22 dias nas
fezes, 28 dias no escarro e saliva e 16 dias no soro, tempo que ¢ variavel,

dependendo da severidade da infecgdo.'

A resposta do hospedeiro ao virus € caracterizada pela produgdo de
anticorpos das classes IgM e IgG que podem ser detectados no soro dos
pacientes;’

A deteccao de IgM pode ser realizada 5 dias apds a infecg@o, com os niveis
mais elevados em 2-3 semanas. J4 para IgG, a deteccdo comeca a ocorrer aos
14 dias de inicio dos sintomas;®

Permanece por ser definido se a produ¢do de anticorpos ¢ duradoura, se
protege de novos contatos com o virus e até se existe imunidade, ja que nem

todos os anticorpos produzidos sdo neutralizantes.®

Além de métodos especificos, outras metodologias inespecificas auxiliam o médico na

confirmagdo diagnéstica. Sdo métodos mais acessiveis, mas que ndo tém achados

patognomonicos, sendo, portanto, necessaria suspei¢ao clinica associada ao seu uso.

Imagenologia

o

o

Tomografia computadorizada de térax tem sido utilizada com sucesso com
elevado grau de suspeicao diagnostica, dadas as imagens caracteristicas de
infiltrados bilaterais, multilobulares com padrio em vidro fosco;>°

O infiltrado ¢ difuso, apresenta broncogramas aéreos, espessamentos ou
irregularidades septais e espessamento da pleura adjacente;’

No inicio da doenca, até 15% das tomografias de térax e 40% das
radiografias de térax podem ser normais. Além do mais, as alteragcdes sao

inespecificas, e podem ser devidas a outras infecgdes pulmonares.®

Exames laboratoriais: diversos exames laboratoriais podem ser realizados como forma

de evidenciar o estado inflamatorio desencadeado pela infec¢do viral, além de
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identificar e monitorar a extensao e intensidade do acometimento dos diversos 6rgaos e
sistemas. Logo, sdo solicitados de acordo com a necessidade e avaliacdo clinica

individualizada.% 33 3¢

o Hemograma completo com diferenciais: identificagcdo de linfopenia (em até
83% dos casos), neutrofilia e plaquetopenia (em cerca de 30% dos casos)*’;

o TAP (tempo de protrombina) ¢ TTPA (Tempo de tromboplastina parcial
ativada): identificagdo de coagulopatia em curso (em cerca de 5% dos
casos)’’;

o Fibrinogénio: identificacio de consumo de fatores da coagula¢io’’;

o D-dimero: identificacdo de ativacdo da hemostasia e risco de eventos
tromboembolicos (em cerca de 43% a 60% dos casos)*’;

o Proteina C Reativa (PCR): monitorar status inflamatério (acima de 60% dos
casos)’’;

o Lactato Desidrogenase (LDH): acompanhar lesdo tecidual (50-60% dos
casos)’’;

o Aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e
bilirrubinas: identificar acometimento hepatico (em cerca de 33% e 25% dos
casos)’’;

o Albumina: identificar acometimento hepatico (albumina pode estar reduzida
em até 75% dos casos)*®; em pacientes hospitalizados, até 19% podem
evoluir com disfun¢io hepatica®’

o Creatina kinase (CK): identificar lesdo muscular®>;

o Lipase: identificar lesdo pancreatica®;

o Creatinina e Ureia: identificar e acompanhar lesdo renal; pode estar presente
em até 9% dos individuos internados’’

o Troponina T: identificar lesdo miocardica, que pode estar presente em até 7-
17% dos pacientes internados®’

o Peptideo Natriurético Cerebral (do inglé€s Brain Natriuretic Peptide - BNP):
identificar faléncia cardiaca®’;

o Ferritina: identificar e monitorar resposta inflamatoria sistémica’;

o Pro-calcitonina: identificar coinfecgdes bacterianas.’
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1.1.1.8 Tratamento

O tratamento da COVID-19 tem sido baseado basicamente em dois pilares distintos:

suporte respiratorio e tratamento especifico ou contra a resposta do organismo hospedeiro.

1.1.1.8.1 Suporte respiratorio

Inicialmente, deve-se almejar o melhor tratamento possivel para a hipoxemia e SARS.
Estimativas tém apontado que mais de 75% dos pacientes hospitalizados necessitardo de
suplementag¢do de oxigénio, desde aquele oferecido por canula nasal até ventilagao nao invasiva
ou ventilagdo mecanica.>’ Caso haja necessidade de intubagio, técnicas de ventilagdo protetiva
tém se mostrado benéficas, com baixos volumes correntes, baixas pressdes de platd, pressdes

positivas no final da expiragdo mais altas e, por vezes, ventilagio em posi¢io prona.’’

1.1.1.8.2 Tratamento especifico ou contra a resposta do hospedeiro

Inumeros medicamentos foram e continuam sendo testados na tentativa de reduzir ou
impedir a replicagdo viral e assim, diminuir os efeitos desencadeados pela infec¢ao pelo SARS-
CoV-2. Até o momento, tém sido utilizados medicamentos antivirais adaptados de outros virus,
ndo havendo, ainda, formulagdo criada especificamente para o tratamento da COVID-19. Entre
esses, os inibidores da polimerase de RNA dependente de RNA, como a Ribavirina, o
Favipiravir e o Remdesivir sio os mais promissores.*’>*°

Ap0s a fase inicial, quando atuar sobre a replicacdo viral seria mais efetivo, tem-se
tentado também impedir ou reduzir a resposta inflamatéria do hospedeiro, com a intencao de
inibir a a¢do de inumeras citocinas liberadas. Nessa classe de tratamento, os inibidores da IL.-6
como o Tocilizumabe e o Sarilumabe, além dos inibidores da tirosina-kinase como o Imatinib
tém sido amplamente estudados.*" 4!

Resumidamente, as melhores recomendagdes no momento da confecgcdo desse

documento foram compiladas por Agarwal et al*’:

e Para pacientes com doenca leve, mas apresentando elevado risco de internagdo
hospitalar, deveriam receber a combinacdo dos antivirais inibidores de protease,
nirmatrelvir e ritonavir. Individuos com baixo risco de internagao, ndo deveriam receber

a combinacio de farmacos;*
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e Individuos com doenga ndo-grave, mas com os mais altos riscos de interna¢ao hospitalar
deveriam receber remdesivir, um andlogo nucleosideo que interage com a polimerase

viral. Nessa mesma condi¢do clinica, uma alternativa seria o molnupiravir;
e Inibidores da Janus Kinase:*
o Baricitinibe: para pacientes com COVID-19 grave

o Ruxolitinibe ou tofacitinibe: ndo deveriam ser utilizados em pacientes com

quadros graves de COVID-19

e Plasma de convalescentes: ndo deveria ser utilizado nem em quadros leves nem graves

de COVID-19;*

e (asirivimabe-imdevimabe: deveria ser utilizado em casos ndo-graves de infec¢ao pelo
SARS-CoV-2 com elevado risco de hospitalizagdo ou naqueles que desenvolveram
quadros clinicos graves, desde que a genotipagem demonstre que a cepa em questdo nao

¢ a Omicron BA1;*

e Bloqueadores de receptores de IL-6: Tocilizumabe e Sarilumabe sdao anticorpos
monoclonais que se ligam a receptores de IL-6, soluveis ou ligados a membranas.
Deveriam ser utilizados em casos graves ou criticos de COVID-19. Nao deveriam ser
utilizados em associagdo aos inibidores da Janus Kinase;*?

e [vermectina, cloroquina (ou hidroxicloroquina) e Lopinavir-Ritonavir ndo deveriam ser

utilizados em pacientes COVID-19, independentemente da gravidade do caso;*

e Corticosteroides: deveriam ser utilizados em todos os quadros graves ou criticos da

infeccio, sendo evitados nos quadros leves.*?

Apos o estudo RECOVERY, o uso de corticosteroides, na forma de dexametasona,
passou a ser amplamente utilizado com redug@o da mortalidade em 28 dias, notadamente nos

casos com mais de 7 dias de sintomas.>”>

1.1.1.8.3 Tromboprofilaxia

Dadas as elevadas taxas (de até 35-45%) de ocorréncia de fendmenos tromboembolicos,
principalmente nos pacientes mais graves, tem sido recomendada a quimioprofilaxia com
Heparina de Baixo Peso Molecular (do inglés Low Molecular Weight Heparin - LMWH) para

todos os pacientes hospitalizados por COVID-19.37- 44
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Além do efeito profilatico sobre a ocorréncia de trombose, ¢ sabido que a LMWH possui
propriedades anti-inflamatdrias, podendo ter, assim, acdo benéfica em um quadro clinico
caracterizado por intensa resposta inflamatéria.*’

Desde o inicio da pandemia, a melhor estratégia de anticoagulagdo tem sido amplamente
debatida e a questdo ainda permanece em aberto. Na ultima revisdo utilizada nesse trabalho,
Moores et al,*® trazem resultado de consenso apds revisdo da literatura. De maneira geral, tem
ficado mais claro que individuos gravemente doentes deveriam receber doses profildticas
padrdo seja de LMWH ou de heparina ndo-fracionada. Os autores especulam que possivelmente
tais individuos ja teriam alcangado um ponto de ndo retorno e, desse modo, doses mais elevadas
passariam a ser deletérias.*’

Ja pacientes moderadamente doentes, deveriam receber doses terapéuticas daquelas
medicagdes sob a justificativa de que ainda seria possivel reverter o quadro de lesdo endotelial
e disfungdo organica sistémica.*’

Nao existe ainda consenso de como triar pacientes que possam evoluir pior e que

deveriam, portanto, receber anticoagulacdo plena mais precocemente.

1.1.2 Altera¢des hemostaticas relacionadas a COVID-19

1.1.2.1 Defini¢do

Conjunto de alteragdes do sistema de hemostasia resultantes da interacdo entre a agdo
do virus SARS-CoV-2 e a resposta imunologica do hospedeiro, do inglés COVID-19 Associated
Hemostatic Abnormalities (CAHA)."*

1.1.2.2 Fisiopatologia

Fendmenos tromboembolicos tem sido descritos em diversas partes do mundo, sendo
uma caracteristica fisiopatologica importante na infec¢do pelo SARS-CoV-2, responsaveis por
elevada morbimortalidade.!®- 3* ¥ O estado de coagulopatia sistémica e trombofilia adquirida
acomete todos os territorios vasculares: arteriais, venosos e microvasculares.'* 4

Em pacientes hospitalizados por COVID-9, a ocorréncia desses eventos pode chegar a
10-25%. Ja nos pacientes graves, em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), essa incidéncia pode

alcangar 31-59%°, com grande incidéncia de tromboembolismo pulmonar (TEP), chegando a

representar 81% dos eventos.!* '8 3% Para comparacgdo, pacientes de UTI ndo-COVID-19
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apresentam taxa de tromboembolismo da ordem de 5-15%.%* Mesmo pacientes COVID-19 nio
internados em UTI, mas admitidos em hospitais, apresentam taxas mais elevadas de fendmenos
embolicos, da ordem de 11,5%.'°

Pacientes sem outros fatores de risco para trombose passam a apresentar episddios como
perda de cateteres vasculares e coagulagdo de circuitos de hemodialise, muitas vezes com dificil
controle, mesmo com anticoagula¢io em doses habituais. '

Estudos em autopsias t€ém mostrado eventos tromboembolicos difusos, macro e
microvasculares, inclusive com comprometimento fetal, com oligoamnio e atraso do
crescimento intrauterino devido a disfung@o na circulagdo placentaria pela deposicao de fibrina
subcoridnica e intervilosa.?

A elevada ocorréncia de fendmeno tromboembdlicos deixa clara a ocorréncia de
desregulacdo do sistema de hemostasia. Apesar de ainda ndo totalmente elucidada, a
coagulopatia relacionada a COVID-19 parece envolver ativagdo exagerada do processo de
coagulacio. !

Autores como Blasi et al’> demonstraram que individuos infectados mostram niveis
elevados de indicadores da ativacdo da coagulacdo, representados pelo complexos Trombina-
Anti-trombina (TAT) e Plasmina-anti-plasmina (PAP), apesar da utilizacdo de heparina de
baixo peso molecular.

Pacientes que faleceram tiveram niveis mais elevados de D-dimeros e valores mais
alargados de TAP e TTPA.!* 33 No entanto, existem diividas quanto ao real valor de D-dimero
como valor prognéstico de ocorréncia de tromboembolismo.** Existem evidéncias de que a
alteracdo da permeabilidade capilar pode permitir que ocorra formagdo de coagulos
extravasculares e, assim, a deteccdo de D-dimeros clevados ndo necessariamente se
corresponderia com trombos intravasculares.>

Foram fatores de risco preditivos de fendmenos tromboembodlicos a idade elevada, TAP
>3s e TTPA > 5s dos valores superiores e D-dimeros acima de 6 vezes os limites superiores da
normalidade. '+ 33

Em estagios avancados da infec¢do, os pacientes podem exibir quadros clinicos com
critérios para Coagulagdo Intravascular Disseminada pela Sociedade Internacional de
Trombose e Hemostasia (do inglés International Society of Thrombosis and Haemostasis -
ISTH) com mais de 05 pontos na escala. Alguns relatos mostram que até 71,4% dos pacientes
graves conseguem essa pontua¢do.>® Apesar dessa caracteristica, de maneira geral, o que ocorre

ndo ¢ um quadro de coagulopatia consumptiva, mas uma maior tendéncia a

hipercoagulabilidade.*
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Apesar de ndo estar totalmente esclarecida, a inter-relagdo com o processo inflamatorio
sistémico deve exercer papel fundamental no desenvolvimento da disfun¢io hemostatica.'”
Sabe-se que a IL-6 atuando sobre mondcitos circulantes pode induzi-los a produzir e expressar
Fator Tecidual (do inglés Tissue Factor — TF - fator III da coagulagdo ou CD142).** 35 Esse
fator ¢ o principal desencadeador da formacdo de trombos de fibrina e, normalmente, s6 seria
apresentado em casos de lesdo do endotélio vascular.’® Outros possiveis ativadores de
mondcitos circulantes sdo os Fosfolipideos Oxidados (do inglés Oxidized Phospholipids -
OxPLs), produzidos em resposta ao estresse oxidativo e que podem atuar via Receptores tipo
Toll 4 (do inglés Toll Like Receptor 4 — TLR4), Interferon £ Indutor do Adaptador do Dominio
TIR (do inglés TIR domain containing adapter inducing interferon-f3 - TRIF), Fator 6
Associado ao Receptor de TNF (do inglés TNF Receptor Associated Factor 6 — TRAF6) e NF-
kB ativando e recrutando mondcitos, além de induzir células endoteliais para ativacao e ligacao
aqueles monocitos.?® Ja o TNF-a e a IL-1 sdo as principais citocinas envolvidas com a inibi¢io
das vias endégenas anticoagulantes.**

A agdo viral sobre as células endoteliais provoca dano as mesmas, levando a expressao
do TF produzido por essas células '°, além de induzir a liberagdo de Fator de von Willebrand
(do inglés von Willebrand Factor - vWF) e microvesiculas.> >’

Neutroéfilos circulantes sdo atraidos para os locais de lesdo e podem atuar liberando
NETs. Essas podem, por sua vez, ativar o sistema de coagulagdo através da via de contato e
provocando ativacdo e quimiotaxia de plaquetas.?* >’

Além disso, descreveu-se a reducdo de fatores protetores, como os anticoagulantes
naturais anti-trombina e Inibidor da Via do Fator Tecidual (do inglés Tissue Factor Pathway
Inhibitor - TFPI).?> 26

Finalmente, do ponto de vista do sistema de fibrin6lise, também se observam diversas
alteracdes como a diminui¢do de proteases como o Ativador do Plasminogénio Tecidual (do
inglés Tissue Plasminogen Activator - tPA) e o Ativador do Plasminogénio tipo Urokinase (do
inglés Urokinase-like Plasminogen Activator - uPA).'* %% Em principio, a lesdo endotelial
difusa pode levar a secrecao elevada de tPA que pode estar até 6x mais elevado em pacientes
com SARS por COVID-19 do que em pacientes ndo infectados.** No entanto, niveis de Inibidor
da Fibrinolise Ativado por Fibrina (do inglés Thrombin Activable Fibrinolysis Inhibitor - TAFI)
e inibidor da proteina C tém se mostrado aumentados® no lavado bronco alveolar de pacientes

com doenca pulmonar intersticial e a a-2-macroglobulina (inibidor da plasmina) também esta

elevada na ARDS.>® Mais ainda, o principal inibidor da fibrinélise, o Inibidor do Ativador do
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Plasminogénio 1 (do inglés Plasminogen Activator Inhibitor 1 — PAI-1) esta aumentado em
pacientes SARS-CoV, o que se sobrepoe a agdo dos sistemas uPA e tPA, podendo explicar o
reduzido turnover de fibrina nos espacos alveolares.?® > Diversos estudos tém mostrado um
aumento da presen¢a de PAI-1 no espago alveolar, ndo somente pela secrecao celular endotelial
(induzida pela Proteina C reativa), mas também vindo através das plaquetas (maior pool de
PAI-1), que por estarem acumuladas nos alvéolos, aumentam muito a presenga desse inibidor
da fibrindlise nos pulmdes.% 4% >

Resumindo, uma hipofuncao do sistema fibrinolitico no espaco alveolar e intravascular
59, ativacdo inflamatéria do sistema de coagulagio com expressdo de fator tecidual, dano
endotelial induzido pela agdo viral e ativagdo plaquetdria com ligagdo ao endotélio lesado®,

atuam em conjunto, tornando o individuo suscetivel a ocorréncia de fendmenos

tromboembdlicos difusos.

Existem propostas para classificar as alteracdes hemostaticas (CAHA) em 03 etapas:'®
50

e [Etapal:

o Individuos oligo ou assintomaticos;

o Quando internam, esses pacientes apresentam fibrinogénio, plaquetas
normais, TAP ¢ TTPA normais;

o D-dimeros podem estar aumentados de 2-3 vezes os limites superiores da
normalidade;

o  Microtrombos ndo sdo detectados por TC de térax ou USG periférica;

e [Etapa2:

o Paciente apresenta sintomas mais importantes, podendo necessitar de
terapia intensiva;

o Plaquetopenia entre 100-150 x 10"9/L;

o TAP levemente alargado;

o D-dimeros elevados de 3-6 vezes os limites superiores da normalidade;

o TC de térax e USG evidenciando trombos assintomaticos;
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o USG-doppler em grandes vasos pode demostrar padrdo de fluxo lento, que
pode se associar a uma taxa aumentada de Trombose Venosa Profunda

(TVP).!8

e Etapa3:

o Quadro clinicamente muito grave;

o D-dimeros muito elevados: > de 6 vezes os limites superiores;
o Trombocitopenia < 100 x 10"9/L;

o TAP e TTAP prolongados;

o Fibrinogénio decrescente;

1.1.2.2.1 O papel da disfun¢do endotelial

O endotélio tem intmeras funcdes, sendo especialmente atuante nos processos de
vasodilatagdo, fibrinélise e antiagregagdo plaquetaria.'’ '8

Células endoteliais expressam ACE2 e serdo infectadas pelo SARS-CoV-2.
Correspondem a cerca de um terco das células pulmonares e, sendo assim, terdo participagdo
importante no quadro patolégico que se instala com a invasdo viral.!!> >

Além das proprias células endoteliais, existe expressio de ACE2 em células
subendoteliais e pericitos dos pulmdes, rins e coragdo.!® Pericitos tém funcio essencial na
manutengdo da homeostase das células endoteliais e podem, portanto, ter participacdo na
disfun¢do organica pela lesdo viral.!'®

Invasdo e subsequente lesdo de células endoteliais em processos de apoptose ou
piroptose levam a exposicdo de material subendotelial, de elevado potencial trombogénico e
posteriormente, agregacao plaquetaria. Em pequenos capilares, onde o fluxo sanguineo ja é
mais lento, o edema e os microtrombos plaquetdrios ja podem obstruir o fluxo sanguineo,
explicando a ocorréncia difusa de trombose vascular.®

Ao mesmo tempo em que tem potencial pro-trombotico, as proprias células endoteliais
saudaveis atuam com intuito de limitar a ocorréncia de trombos, produzindo 6xido nitrico,
liberando adenosina ou ativando a via anticoagulante da proteina C. No entanto, como a lesdo
endotelial tende a ser difusa, cada vez menos tecido saudavel estard disponivel para

contrabalancar os efeitos pro-coagulantes induzidos inicialmente.®
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Como a lesdao endotelial provavelmente se relaciona com a gravidade da doenga, ¢é
possivel que individuos mais graves tenham mais lesdo endotelial e, por conseguinte, redugao
dos niveis de moléculas anticoagulantes como a trombomodulina e outros heparinoides

endogenos.>

1.1.2.2.2 Participacao das plaquetas

As plaquetas, além das fungdes tipicamente envolvidas com hemostasia, participam
ativamente de respostas imunomediadas contra infecgdes virais e bacterianas. Seja por ligagao
direta, através de proteinas plasmaticas ou através de receptores Fc de imunoglobulinas, as
plaquetas atuam liberando granulos com participagio na quimiotaxia de células inflamatérias.'*
26, 60

Por serem abundantes na circulagdo, € possivel que a a¢ao plaquetaria seja importante
primeira linha de defesa contra patogenos. Em pacientes com influenza, virus de RNA simples,
como o SARS-CoV-2, particulas virais sdo internalizadas por plaquetas e as ativam, via
receptores TLR7.%° Essa via leva a liberagdo de o-granulos e a interagdo das plaquetas com
neutrofilos circulantes, além da liberagao de C3, o qual induzira o processo de NETose mediada
por complemento.®® Ao mesmo tempo, plaquetas ativadas sio capazes de secretar GM-CSF que,
por sua vez, modula o processo de liberagdo de DNA pelos neutréfilos. Apesar de plausivel,
esse mecanismo de a¢do protagonista de plaquetas dependeria da capacidade de internalizar
particulas virais. RNA de ACE2 ainda ndo foi demonstrado em plaquetas, entdo, outros
mecanismos precisariam ocorrer, como a micropinocitose.*

Plaquetas também tem agdo passiva, ao serem ativadas pelo aumento de citocinas
circulantes. Sabe-se que IL-6 e IL-1b sdo capazes de aumentar a agregacao plaquetaria induzida
por agonistas. Outra citocina elevada, o TNF-a pode induzir hiperatividade plaquetéria, com
possivel exaustdo no decorrer da doenga.®

Em COVID-19, uma caracteristica marcante ¢ a presenga de megacaridcitos circulantes
e plaquetopenia, proporcional a gravidade da doenca.'* '® Megacaridcitos originados na medula
Ossea permanecem no interior dos pulmdes, em microvasos. Tanto mais megacaridcitos sao
encontrados, quanto mais intensa for a infec¢@o. Tendo capacidade quimiotatica, pode ser um
dos mecanismos essenciais a geragdo de um ambiente propicio a ativagdo do sistema de
coagulacio e consequente formacio de trombos.'* 2
Os trombocitos possuem em seu citosol RNA que pode ser transferido para células

nucleares com as quais estejam aderidas através de um processo de transferéncia horizontal. Da
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mesma forma, os chamados microgranulos plaquetarios sdo outra fonte de RNA para células
inflamatorias como linfocitos T, macrofagos, células musculares lisas e neutréfilos. Esse RNA
transferido pode induzir migracdo de células inflamatorias, alteragdo da expressdo génica e

modulacio do funcionamento das células endoteliais.'*

1.1.2.2.3 A¢ao dos neutrofilos

NETs tém elevada capacidade pro-trombédtica, na medida em que podem induzir
ativacdo plaquetaria através de TLRs e liberagdao de granulos plaquetarios com Fator V/Va
levando a geracdo de trombina.'* !%°? Mais ainda, podem funcionar como base para agregacio
de outros elementos figurados do sangue, como plaquetas, hemécias e leucécitos '¢ e formacio
de trombos.

Autores como Nicolai et al®

encontraram trombos repletos de NETs em diversos
orgaos. Estudos tem demonstrado que NETs soluveis estdo aumentadas em individuos com
quadros graves de COVID-19 (niveis 10 vezes maiores nos pulmoes do que no sangue), tendo
potencial altamente citotoxico para células epiteliais pulmonares (induzindo apoptose e
fibrose).? Os neutréfilos desses individuos tém maior capacidade de produgio de NETs e

quando formadas, essas redes sdo de maior tamanho do que em outros contextos.?

1.1.2.2.4 O papel da ativagdo por material genético

O processo de combate a infeccao gera quantidades varidveis de material genético livre,
tanto homologo quanto do virus. Alguns autores tem evidenciado que RNA livre ¢ capaz de
ativar o ativador do Fator VII da coagulagdo.'* Além disso, o RNA extracelular pode ser capaz
de ativar proteases da via intrinseca da coagulagdo, pela via de contato, incluindo os fatores XI

e XIL.!

1.1.2.2.5 Participagdo dos pulmdes nas alteragdes da hemostasia

Os pulmdes tém se mostrado o foco inicial do processo de trombofilia adquirida. A
ativacao da resposta imunoinflamatdria pela a¢ao viral nos pulmdes induziria todo o processo
de imunotrombose, inicialmente na microvasculatura pulmonar’®, mas, com o avanco da

doenga, acometeria também maiores vasos, tanto pulmonares quanto do resto do corpo.>® >
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A exsudagdo de plasma, fibrinogénio, fatores de coagulagdo e células imunologicas leva a um
processo inflamatério intenso, tanto alveolar quanto perialveolar, com formacao de depdsitos
de fibrina que posteriormente poderdo evoluir para um processo fibrotico pulmonar.>®- 62

A passagem de fatores da coagulagdo para os espacos alveolares também tem
participagdo sobre o processo inflamatdrio, pois sdo capazes de ativar Receptores Ativados por
Protease (do inglés Protease Activated Receptors - PAR) ndo s6 no epitélio alveolar, mas
também sobre células inflamatoérias e fibroblastos. Essas vias PAR podem ser ativadas por fator
tecidual, fator Xa da coagulacdo, Fator VIIa e trombina, e o resultado sera fibrose e geracdo de
mais trombina. A ativa¢do de receptores PAR leva a expressdo aumentada de IL-6, IL-8, Fator
de Crescimento Derivado de Plaquetas (do inglés Platelet Derived Growth Factor - PDGF) e

indugdo da proliferagdo de fibroblastos.?®

1.1.2.3 Perfil laboratorial das altera¢oes hemostaticas relacionadas ao SARS-CoV-2

Pacientes com COVID-19 que evoluiram com trombofilia adquirida apresentaram perfil

laboratorial pro-coagulante, podendo ser citados'# %°:

e D-dimeros elevados. Estudos chineses t€ém mostrado que 46% dos pacientes apresentam
valores acima dos limites superiores. Niveis acima de 1000ng/ml se correlacionaram
com risco de 6bito 18x maior quando comparados com niveis abaixo de 500ng/ml.'% 44
Também houve correlacdo com tromboembolismo venoso, com sensibilidade de 70%,
especificidade de 96,7% e valor preditivo positivo de 87,5% para valores acima de
3000ng/ml; '8 63

e Fator de von Willebrand: altos niveis do antigeno de vWF, elevada atividade do vWF e
altos niveis do Fator VIII;>!

e Anticoagulante lupico: detectavel na forma da anticardiolipina e antif2Glicoproteina |
(antiB2GPI). Estudo francés evidenciou elevado percentual de positividade, da ordem
de 87,7% em pacientes internados em UTI;'8

e Plaquetas: normais até estagios avancados da doenga, atingindo niveis em torno de
50.000. Cinco por cento podem apresentar plaquetas abaixo de 50.000, enquanto valores
abaixo de 150.000 podem ser vistos em 70-95% dos casos. Trombocitopenia nio se
provou ser um fator preditivo de maior gravidade da doenca*, mas niveis mais baixos

podem se correlacionar com doengas mais graves em até 5 vezes.?® O nadir de plaquetas
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tende a acontecer em cerca de 7 dias, havendo uma trombocitose reativa cujo pico
ocorrera em torno da terceira semana de doenca;?®

e Fibrinogénio: elevado até estdgios avangados. Trabalhos da China mostraram queda
subita para menos de 100mg/dl antes do dbito em uma proporgio dos pacientes.** Como
proteina de fase aguda, a produgdo hepatica pode aumentar de 2 a 10 vezes durante
processos infecciosos, inclusive com produgdo local pelo epitélio pulmonar;>* >

e TAP: alargado; > 3s nos casos graves. Pode se correlacionar com pior progndstico.
Como a alteracdo ndo ¢ intensa, a apresentacdo do dado na forma do INR pode encobrir
a diferenga.* Pode se prolongar por até 2 semanas.’® Estudo de Klok% relacionou idade
e ocorréncia de coagulopatia (TAP > 3s ou TTPA >5s) com maior incidéncia de
complicacdes tromboticas;

e TTPA: alargado; >5s nos casos graves;

e Anti-trombina: reduzida mais intensamente nos que nao sobreviveram do que nos

sobreviventes. Mas, raramente abaixo de 80% do normal.**

1.1.3 Tromboelastometria

Em casos de sangramento por coagulopatia clinicamente importante, o médico que
assiste o doente precisa saber a etiologia mais provavel do fendmeno para que o tratamento
correto possa ser aplicado. E importante saber qual hemocomponente ou hemoderivado deve
ser administrado, em qual momento, em qual quantidade e com que frequéncia, para que os
melhores resultados sejam obtidos.®

Com vistas a obter tais informagdes, seria necessario um exame que fornecesse uma
avaliacdo dinamica do codgulo, que evidenciasse desde a ativagdo, polimeriza¢do de fibrina,
estabilizacdo do coagulo e, finalmente, a dissolucdo através da fibrinolise enddgena. Além
disso, seria necessario que essa mesma avaliagdo pudesse demonstrar separadamente a agcao dos
elementos participantes de todo o processo de formagao do codgulo, notadamente, fatores de
coagulagdo, plaquetas, fibrinogénio e plasminogénio/plasmina. Todas essas informagdes
puderam ser obtidas apds a descri¢do da tromboelastometria.%

Inicialmente chamada de tromboelastografia (TEG) pelo professor alemao Hellmut
Hartert, em 1948, em Heidelberg®® ¢/, teve utilizagdo nas décadas de 50 e 60, mas caiu no
esquecimento até a década de 80 do século passado. A partir de entdo, dois novos modelos de

equipamentos passaram a estudar dinamicamente a coagulagao, o TEG® (Tromboelastograma,
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Haemonetics, Braintree, MA, EUA) ¢ o ROTEM® (Tromboelastometria, Tem Innovations
GmbH, Munique, Alemanha).®

Basicamente, no ROTEM®, uma cubeta contendo sangue total entra em contato com
um pino, com cerca de Imm de espago entre 0 mesmo ¢ as paredes da cubeta. Sangue total
(300ul) € pipetado e acrescentado a cubeta, sendo sucedido pelos ativadores especificos de cada

teste (veja os exames especificos a partir de 1.1.3.1 Avaliagdo da via extrinseca).®®

O pino gira,
alternadamente, 4,75° para cada lado. A medida que o coagulo se forma, o movimento do pino
vai ficando restrito e essa reducdo de movimento ¢ opticamente detectada e transformada em
um grafico com os respectivos valores de cada pardmetro analisado.® Um valor de Omm
significa que o pino gira livremente, enquanto uma amplitude de 100mm teoricamente
corresponderia & imobilidade total do pino.®” Apos processamento eletronico, tais alteracdes
sdo transformadas em um grafico, comumente chamado de Temograma®’, exemplificado na
Figura 5. Sdo disponiveis 04 canais de avalia¢do simultinea.

Ja no TEG®, o principio ¢ muito semelhante, mas nesse, o pino € fixo e o que gira ¢ a
cubeta. Essa metodologia ¢ semelhante a desenvolvida por Hartert e, segundo o mesmo, tornava
o dispositivo mais sensivel a oscilagdes.®> Um mililitro de sangue total é previamente misturado
em um frasco contendo caulim. Apds homogeneizagao, 300ul da mistura sdo transferidas para
a cubeta de teste.®® Sdo disponiveis 02 canais de avaliagdo simultinea.

O sangue utilizado na tromboelastometria ¢ o sangue total citratado (entre 3,2 e 3,8%)
0 que permite maior tempo até a avalia¢io (idealmente 2 horas, mas possivel em até 4 horas)®
e maior uniformidade do exame.®> %% 7° Qutros fatores pré-analiticos sio importantes, assim
como nos testes padrao da coagulagdo, destacando-se a coleta com o minimo de hemolise
(evitando-se agulhas muito finas e pressdo excessiva a aspiragdo do sangue, assim como nao
utilizar o vacuo do tubo de coleta), ressuspender qualquer sedimento antes da pipetagem (5

inversdes do tubo) e manter o tubo de coleta em temperatura ambiente.*’
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Principios da Tromboelastometria

Eixo oscilante
4.75°

Diodo

Espelho | Pardmetros Tromboelastométricos

Mola

Detector dtico

cCcooQ Ball Bearing

Amplitude fmm)

Formagdo de coagufo

0 10 20 30 a0 50 60
Tempo (min)

Figura 5. Método tromboelastométrico para avaliagdo do coagulo. Sangue citratado ¢ colocado em uma cubeta e
em contato com um pino metalico que gira em torno de seu proprio eixo. Apos recalcificagdo do sangue e
acréscimo de um ativador (dependendo do teste), o coagulo comeca a se formar e, a medida que fica mais firme,
a capacidade de giro do pino vai progressivamente sendo reduzida. Tal redugdo é opticamente detectada e, apos
processamento, transforma-se em um grafico, apresentado na tela do aparelho com amplitude crescente. Quando
o processo de fibrindlise comega, o coagulo torna-se mais frouxo e, assim, o pino readquire sua capacidade de
giro, o que sera transformado pelo sistema em uma reducdo na amplitude do coagulo. CT, Tempo de Coagulagéo,
¢ o tempo desde o inicio da ativagdo até uma amplitude de 2mm e representa o inicio da ativagdo da trombina. O
CFT, Tempo de Formagao do Coagulo, representa a dinamica de formagao do coagulo e corresponde ao tempo
desde 2mm até 20mm de amplitude. MCF, Firmeza Maxima do Coagulo, é a amplitude maxima que o coagulo
alcanga e informa sobre os principais componentes, plaquetas e fibrinogénio. ML, Lise Maxima do coagulo,
percentual de queda da amplitude apés o MCF e representa o quanto do codgulo sofreu fibrinélise. Dessa forma,

ao final de 60 minutos, a tromboelastometria apresenta informagdes sobre todas as fases de formagao e quebra do
coagulo

O equipamento tem tutorial na prépria tela, que orienta a ordem de utilizacdo de cada

insumo e o momento de troca das ponteiras para pipetagem eletronica. Sdo utilizados 300ul de

sangue total para cada teste.®’

Os parametros analisados no ROTEM® sio os seguintes:> 70
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e CT (Clotting Time) Tempo de Coagulacio

o Tempo desde o inicio da andlise até¢ detec¢do de formagdo de codgulo em
uma amplitude de 2mm;

o Formagao inicial de trombina;

o Mostra o quao rapido se da o inicio da formacao de trombina;

o CT reduzido representaria uma ativagdo mais rapida da coagulagao.

e CFT (Clot Formation Time) Tempo de Formacao do Coagulo

o Tempo entre amplitude de 2mm até amplitude de 20mm;

o Representa a dinamica de formagao do coagulo;

o Polimerizagdo da fibrina e estabilizagdo do coagulo com plaquetas e fator
da coagulacao XIII ;

o Influenciado pelos niveis de fibrinogénio e plaquetas;

o CFT abaixo do valor de referéncia indica um estado de hipercoagulagao.

e Angulo a (ALPHA)

o Angulo formado entre o eixo médio do grafico e a tangente da curva do
codgulo na amplitude de 2mm;

o Descreve a cinética do codgulo, muito semelhante as informagdes obtidas
com o CFT;

o Valores angulares aumentados representam tendéncia aumentada para

formacgao de coagulos.
e  MCF (Maximum Clot Firmness) Firmeza Maxima do Coagulo
o Evidencia a qualidade do codgulo formado;

o Acdo do fibrinogénio, plaquetas e FC XIII estabilizando o coagulo;

o MCF acima do valor de referéncia indica um estado de hipercoagulagao.
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e ML (Maximum Lysis) Lise Maxima

o Redugdo da firmeza do coagulo ap6és o MCF em relagdo ao MCF;
o A ML evidencia o quanto de coagulo foi perdido;
o Até 15%, reflete estabilidade do coagulo;

o Fibrinolise: ML > 15% em 1 hora;

Os parametros acima mencionados sdo os tradicionais, ja utilizados clinicamente. No
entanto, diversos outros parametros foram descritos e podem ser utilizados em pesquisa clinica
para melhor caracterizacdo de determinado passo do processo de formacio e lise do coagulo.”
Um parametro potencialmente util, que serve como um resumo de todo o processo de
coagulacdo ¢ o TPL. O Thrombodynamic Potential Index descreve globalmente o processo de
coagulacdo, pois utiliza em seu célculo tanto medida da cinética da coagulagdao (CFT) como

mensuracio da participacdo de plaquetas e fibrinogénio (MCF).”% 7!

TPI = [(100 x MCF) / (100-MCF)] / CFT

Para que as informagdes de interesse sejam obtidas, o sangue total citratado deve ser
submetido a ativacdo na presenca de ativadores diversos, segundo o exame desejado. Dessa
forma, surgiram as seis curvas disponiveis na tromboelastometria, sendo 04 curvas

diagnosticas e 02 confirmatorias:®> 7

1.1.3.1 Avaliacdo da via extrinseca

Esse teste avalia os fatores da coagulagdo da via extrinseca (fatores I, 11, V, VII e X),
além de plaquetas e fibrinolise. O ativador € uma tromboplastina, em geral cérebro de coelho.
Insensivel a acao da heparina pela presenca de um antagonista, o polibreno. Exame conhecido

como EXTEM (Figura 6).
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EXTEM

CT: 200s CFT: 67s a: 77°

A10: 54mm MCF: 61mm ML: -%

Figura 6: Exemplo de resultado do teste EXTEM. Fonte: autoral, adaptado de Calatzis et al’’. CT (expresso em
segundos) = Tempo de Coagulacdo: se refere a formagao de trombina, tempo desde a ativag@o até uma amplitude
de 2mm; a (expresso em °) = definido como angulo entre a linha de base e a tangente da curva de coagulacdo na
amplitude de 2mm; CFT (expresso em segundos) = Tempo de Formacdo do Coagulo: refere-se a dindmica da
formagdo de fibrina, intervalo entre a amplitude de 2mm e a de 20mm; A 10 = amplitude do grafico aos 10 minutos;
MCF (expressa em mm) = Firmeza Maxima do Coagulo: refere-se a maxima amplitude do grafico, proporcional
a quantidade de fibrinogénio e plaquetas; ML (expressa em %) = Lise Maxima: representa o percentual de reducéo

da amplitude do coagulo apds a iniciagdo da fibrindlise.

1.1.3.2 Avaliacdo da via intrinseca

Esse teste permite avaliar a via de contato, também chamada de via intrinseca da
coagulacdo. Recebe como ativador o acido elagico. Permite estudar os fatores da coagulagao I,
I1, V, IX, X, XI e XII, além de plaquetas e fibrinolise. Muito sensivel a acdo da heparina nao-

fracionada. Teste conhecido como INTEM (Figura 7).
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INTEM

CT: 200s CFT: 67s a: 77°

A10: 54mm MCF: 61mm ML: -%

Figura 7: Exemplo de resultado do teste INTEM. Fonte: autoral, adaptado de Calatzis et al’>. CT (expresso em
segundos) = Tempo de Coagulacdo: se refere a formagao de trombina, tempo desde a ativag@o até uma amplitude
de 2mm; a (expresso em °) = definido como angulo entre a linha de base e a tangente da curva de coagula¢do na
amplitude de 2mm; CFT (expresso em segundos) = Tempo de Formagdo do Coagulo: refere-se a dindmica da
formagao de fibrina, intervalo entre a amplitude de 2mm e a de 20mm; A 10 = amplitude do grafico aos 10 minutos;
MCEF (expressa em mm) = Firmeza Maxima do Coagulo: refere-se & maxima amplitude do grafico, proporcional
a quantidade de fibrinogénio e plaquetas; ML (expressa em %) = Lise Maxima: representa o percentual de redugado

da amplitude do codgulo apos a iniciagdo da fibrinolise.

1.1.3.3 Avaliag¢do funcional do fibrinogénio

Nesse estudo, a coagulacdo ¢ ativada da mesma forma que no EXTEM, mas com a
adicao de citocalasina D, um antiagregante plaquetario. Dessa forma, o codgulo resultante
depende somente da formacdo e da polimerizacdo da fibrina. Avaliagdo conhecida como

FIBTEM (Figura 8).
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FIBTEM

CT: 66s CFT: -5 a: 57°

CRF: 9mm| MCF: 10mm ML: -%

Figura 8: Exemplo de resultado do teste FIBTEM. Fonte: autoral, adaptado de Calatzis et al’>. CT (expresso em
segundos) = Tempo de Coagulagao: se refere a formagao de trombina, tempo desde a ativagdo até uma amplitude
de 2mm; a (expresso em °) = definido como angulo entre a linha de base e a tangente da curva de coagulacdo na
amplitude de 2mm; CFT (expresso em segundos) = Tempo de Formagdo do Coagulo: refere-se a dindmica da
formagdo de fibrina, intervalo entre a amplitude de 2mm e a de 20mm; A 10 = amplitude do grafico aos 10 minutos;
MCF (expressa em mm) = Firmeza Maxima do Coagulo: refere-se a maxima amplitude do grafico, proporcional
a quantidade de fibrinogénio e plaquetas; ML (expressa em %) = Lise Maxima: representa o percentual de redugao

da amplitude do codgulo apos a iniciagdo da fibrinolise.

1.1.3.4 Avaliag¢do de ativagdo endogena da coagulagdo

Estudo realizado sem a adicdo de ativadores da coagulagdo, havendo somente a
recalcificagdo da amostra. Visa evidenciar a existéncia de ativadores endogenos da coagulacao
como o fator tecidual. Teste conhecido como NATEM (Figura 9). Como depende da existéncia
de ativadores endogenos, o CT costuma ser bem mais prolongado que o CT do EXTEM, por

exemplo.
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NATEM

CT: 1964s CFT: 1359s a: -

A10: 8mm MCF: 35mm ML.: 0%

Figura 9: Exemplo de resultado do teste NATEM. Fonte: autoral, adaptado de Calatzis et al’’. CT (expresso em
segundos) = Tempo de Coagulagdo: se refere a formagao de trombina, tempo desde a ativagdo até uma amplitude
de 2mm; a (expresso em °) = definido como angulo entre a linha de base e a tangente da curva de coagulacdo na
amplitude de 2mm; CFT (expresso em segundos) = Tempo de Formagdo do Coagulo: refere-se a dindmica da
formagao de fibrina, intervalo entre a amplitude de 2mm e a de 20mm; A 10 = amplitude do grafico aos 10 minutos;
MCF (expressa em mm) = Firmeza Maxima do Coagulo: refere-se a maxima amplitude do grafico, proporcional
a quantidade de fibrinogénio e plaquetas; ML (expressa em %) = Lise Maxima: representa o percentual de redugao

da amplitude do codgulo apos a iniciagdo da fibrinolise.

1.1.3.5 Confirmagdo da presenca de heparina ndo-fracionada

Primeira das curvas confirmatorias. Esse teste ¢ realizado em conjunto com o INTEM,
exame muito sensivel a heparina ndo-fracionada, como mencionado acima. Caso o parametro
Tempo de Coagulagdo (CT) se normalize na presenca da heparinase, conclui-se que o
alargamento do CT no teste INTEM era devido a presenca daquele farmaco anticoagulante.

Estudo conhecido como HEPTEM (Figura 10).
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CT: 852s

CFT: 198s

Al10: 41mm

MCF: 48mm

HEPTEM

CT: 202s

CFT: 75s

76°

Al10: 52mm

MCF: 58mm

ML

0%

Figura 10: Exemplo de resultado do teste HEPTEM. Fonte: autoral, adaptado de Calatzis et al’’. CT (expresso

em segundos) = Tempo de Coagulagdo: se refere a formacdo de trombina, tempo desde a ativagdo até uma

amplitude de 2mm; a (expresso em °) = definido como angulo entre a linha de base e a tangente da curva de

coagulagdo na amplitude de 2mm; CFT (expresso em segundos) = Tempo de Formag@o do Coagulo: refere-se a
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dindmica da formagdo de fibrina, intervalo entre a amplitude de 2mm e a de 20mm; A10 = amplitude do grafico
aos 10 minutos; MCF (expressa em mm) = Firmeza Maxima do Coagulo: refere-se & maxima amplitude do grafico,
proporcional a quantidade de fibrinogénio e plaquetas; ML (expressa em %) = Lise Maxima: representa o

percentual de reducdo da amplitude do coagulo apds a iniciagdo da fibrindlise.

1.1.3.6 Confirmagdo da ocorréncia de fibrinolise

Estudo confirmatorio solicitado quando existe suspeita de fibrindlise. Nessa avaliacao,
adiciona-se um antifibrinolitico, a aprotinina ou o acido tranexamico. Caso ocorra normalizagao
da curva em relacdao a curva EXTEM, confirma-se a ocorréncia de processo fibrinolitico na

amostra (Figura 11).

CT: 59s

CFT:

Al10: 44mm

MCF:

CT: 62s

CFT:

132s

64°

A10: 44mm

MCF:

S55Smm

ML:

0%
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Figura 11: Exemplo de resultado do teste APTEM. Fonte: autoral, adaptado de Calatzis et al’’. CT (expresso em
segundos) = Tempo de Coagulacdo: se refere a formagédo de trombina, tempo desde a ativagdo até uma amplitude
de 2mm; ALFA (expresso em °) = definido como angulo entre a linha de base e a tangente da curva de coagulagado
na amplitude de 2mm; CFT (expresso em segundos) = Tempo de Formagdo do Coagulo: refere-se a dindmica da
formacao de fibrina, intervalo entre a amplitude de 2mm e a de 20mm; A 10 = amplitude do grafico aos 10 minutos;
MCEF (expressa em mm) = Firmeza Maxima do Coagulo: refere-se & maxima amplitude do grafico, proporcional
a quantidade de fibrinogénio e plaquetas; ML (expressa em %) = Lise Maxima: representa o percentual de redugado

da amplitude do codgulo apos a iniciagdo da fibrinolise.

1.1.3.7 Interpretag¢do

A conclusdo sobre qual distirbio hemorrdgico estd presente ocorre através do estudo
dos valores de referéncia em relagdo aos obtidos. Importante lembrar que os valores de
referéncia (conforme podem ser vistos na Tabela 1)® foram determinados para individuos
jovens normais, ou seja, em populagdes especiais como gestantes e recém-nascidos, os valores

podem ser ligeiramente distintos.

Tabela 1. Valores de referéncia da tromboelastometria.

Parametro CT (s) ALPHA (°) CFT (s) MCF (mm) ML (%)
EXTEM 38-79 63-81 34-159 50-72 >85%
INTEM 100-240 71-83 30-110 50-71 >85%
FIBTEM n.d. n.d. n.d. 9-25 n.d.
NATEM 300-1000 30-70 150-700 40-65 <15

Valores de referéncia normal fornecidos pelo fabricante. EXTEM: analise da via extrinseca da coagulagdo; INTEM: andlise da via
intrinseca; FIBTEM: avaliacdo funcional do fibrinogénio; NATEM: avaliacdo de ativacdo enddégena da coagulacdo; CT: Tempo de
Coagulagdo; ALPHA: angulo Alfa; CFT: Tempo de Formagdo do Codgulo; MCF: Firmeza Méaxima do Coagulo e ML: Lise Méxima
do coagulo.

A avaliagao da ativagcdo do coagulo pode ser feita pela andlise do CT do EXTEM e
INTEM. CT alargado mostra ativagdo prolongada da hemostasia, provavelmente por
deficiéncia de fatores da coagulacdo. CT encurtado evidencia aceleragdo da ativagao.

Ja a formagdo do coagulo pode ser avaliada pela analise do ALPHA, CFT e MCF tanto
do EXTEM quanto do INTEM. O CFT evidencia o quao rapido a fibrina esta sendo formada,

enquanto o MCF depende mais dos substratos fibrinogénio e plaquetas. O ALPHA se relaciona
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com o CFT e caracteriza a cinética da formacao de fibrina; quanto maior o valor angular, tanto
maior a velocidade de formacdo de fibrina.®

Sendo assim, se 0 MCF estiver reduzido, um dos dois substratos deve estar diminuido
(fibrinogénio ou plaquetas); para que se saiba qual, deve-se analisar o MCF do FIBTEM. Caso
esteja normal, os causadores do MCF EXTEM ou INTEM reduzido serdo as plaquetas. Caso o
MCF do FIBTEM esteja reduzido, conclui-se que o nivel baixo de fibrinogénio esta dificultando
a adequada formagao do coagulo.

E, finalmente, a lise do coagulo pela a¢do da plasmina/plasminogénio poderd ser
verificada pela reducio da amplitude do codgulo apds atingido o MCF.% Lise do coagulo de
até 15% em 1 hora ¢ considerado fisioldgico, ao passo que valores mais altos demonstram a
ocorréncia de hiperfibrin6lise e auséncia de fibrindlise demonstra a ocorréncia do fenomeno do
shutdown fibrinolitico, em que a falta de fibrindlise fisiologica pode ser responsavel pela

ocorréncia de trombose disseminada como em certa parcela de individuos politraumatizados.”

1.1.3.8 Limitacoes

Apesar de fornecer ampla variedade de informagdes, as limitagdes do método precisam
ser sempre levadas em consideragdo quando se analisam os resultados.
A tromboelastometria da forma como foi apresentada, ndo ¢ sensivel ou apresenta

sensibilidade variavel a:’> 73

e Antiagregantes plaquetarios como Aspirina: ndo detecta;

e Antiagregantes plaquetarios como Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor, Ticlopidina: ndo
detecta;

e Deficiéncia de fator de von Willebrand: ndo detecta;

e Heparina fracionada (baixo peso molecular): baixa sensibilidade;

e Inibidores da trombina: Dabigatrana: baixa sensibilidade;

e Inibidores do fator X da coagulagdo: Rivaroxaban, Edoxaban e Apixaban: baixa
sensibilidade;

e Inibidores dos fatores vitamina K dependentes: Varfarina sédica e Femprocumona:

baixa sensibilidade.
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1.1.4 Tromboelastometria e a trombose

Inicialmente criada com o intuito de avaliar a deficiéncia de participantes do processo
de coagulacdo, percebeu-se que a tromboelastometria poderia evidenciar individuos com
resultados elevados, acima dos valores de referéncia.’*’¢

Com o interesse aumentando, estudos comegaram a descrever um risco mais elevado de
desenvolvimento de fendmenos tromboembolicos como IAM, trombose venosa profunda,
tromboembolismo pulmonar, AVC, insuficiéncia renal etc. em individuos nessa faixa de
resultados da tromboelastometria.’®

Mais ainda, comegou-se a especular que, talvez, esses valores aumentados poderiam
funcionar como elementos preditores de pior evolugdo em diversos cenarios clinicos como na
sepse bacteriana, no trauma, na obstetricia, na cirurgia ortopédica e em uma ampla gama de
condig¢des patologicas.”

Apesar de potencialmente relevante, o estudo do polo oposto ao hemorragico ainda vem
galgando espaco na literatura e a tromboelastometria ainda ndo ¢ ferramenta universal de
avaliacdo.”

As dificuldades se iniciam pela propria definicdo do que corresponderia a
hipercoagulabilidade.”” Apesar de nio ser incomum numericamente (até mais de 600.000
eventos de trombose venosa profunda anualmente, s6 nos EUA), ndo ¢ percentualmente
frequente. Por isso, a utilizacdo de parametros especificos como preditores da ocorréncia de
fendmenos tromboembolicos necessitaria de grandes amostras, que nunca sdo encontradas nos
estudos.” Além do mais, o momento de avaliagdo pode influenciar: estudos longitudinais ja
evidenciaram que em pacientes submetidos a cirurgias ortopédicas pode haver sinais de
hipercoagulabilidade desde algumas horas ap6s o trauma até casos com inicio de alteragdes
sugestivas somente com um ou dois dias de pos-operatério.’

Diversos autores tém avaliado a aplicabilidade do uso da tromboelastometria durante o
tratamento de individuos graves em Unidades de Terapia Intensiva (UTI).”® Sabidamente, tais
individuos desenvolvem alteragdes importantes da coagulagdo em um amplo espectro variando
da hipocoagulabilidade a hipercoagulabilidade, expressando-se como sangramento ativo até
Coagulagdo Intravascular Disseminada (CIVD) evoluindo com faléncia multiplas de 6rgios.5*
78

Por ser justamente uma sindrome com infinitos agentes etioldgicos possiveis,

gravidades variadas e terapias distintas, os estudos tém tido dificuldade em padronizar
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desfechos, momentos de coleta da tromboelastometria, valores de referéncia %7’

e testes padrao
comparativos.’®

Dimitrova et al, avaliando pacientes consecutivos admitidos com fenomenos
tromboembolicos, encontrou que o TPI > 3,5 do EXTEM foi capaz de diferenciar os grupos
(com e sem trombose) com sensibilidade de 100% e especificidade de 93%.”!

De qualquer forma, tem ficado cada vez mais evidente que a tromboelastometria ¢
técnica promissora como método que permite evidenciar alteragdes do sistema de hemostasia
de maneira mais completa que os testes padrao da coagulagdao em uso atualmente. Notadamente,
permite estudar na pratica clinica processos que basicamente s6 sdo avaliados em ambiente de
pesquisa, como a fibrindlise (mal avaliada pelos niveis de D-dimeros).”®7®
Algumas situagdes praticas que demandam investigacao e que potencialmente podem

se beneficiar da tromboelastometria seriam:

1.1.4.1 Diagnostico de coagulopatia na sepse e relagdo com exames padrdo

Diversos estudos tém avaliado a capacidade da tromboelastometria em diagnosticar a
coagulopatia induzida pela sepse.”® 7

Alteragdes da coagulagdo na sepse sdo muito variadas, ja que pacientes podem
apresentar hipercoagulabilidade inicialmente, evoluindo para quadros normais ou até de
hipocoagulabilidade, havendo necessidade de se determinar qual seria 0 momento ideal de
avaliagdo.”® 7® Adicionalmente, tem-se observado que alteracdes da hemostasia tercidria
(fibrindlise) também se desenvolvem durante a sepse, variando desde hiperfibrindlise até
auséncia completa de dissolugdo do coagulo, conhecida como shutdown fibrinolitico.’® 7
Estudo de Durila et al®® mostrou que reducio da atividade fibrinolitica (representada pelos
indices de lise - ML) foram mais sensiveis e especificos (84% e 94%) que a pro-calcitonina e
proteina C reativa (PCR) para diferenciar sepse de SIRS.?!

Nesse tocante, em conjunto, a evidéncia sugere que a tromboelastometria ¢ capaz de
evidenciar alteragdes do sistema de hemostasia entre 43 e 100% dos pacientes. No entanto, as

modifica¢des tém se mostrado heterogéneas e variaveis ao longo do tempo.®> 7
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1.1.4.2 Alteragoes na tromboelastometria com valor prognostico no paciente grave

Esse topico também oferece grande possibilidade de impacto em condutas clinicas pois
seria possivel determinar em certo momento, qual paciente teria uma pior evolugdo clinica
baseada em algum pardmetro da tromboelastometria.’”” 8

Adamzik et al®’ mostraram que o perfil tromboelastométrico que mais se correlacionou
com piores prognosticos em sepse foi a hipocoagulabilidade na admissao, que se revelou como
fator de risco independente para mortalidade em 30 dias, melhor que os conhecidos Avaliagao
Sequencial da Faléncia Orgéanica (do inglés Sequential Organ Failure Assessment - SOFA) e
Escore Simplificado de Fisiologia Aguda (do inglés Simplified Acute Physiology Score II —
SAPS 1I).

Fisiopatologicamente, pode se desenvolver um quadro de hipofibrinélise em pacientes
com ARDS, o que justificaria a deposi¢do de fibrina vista em amostras pulmonares.®> A
tromboelastometria pode ajudar a evidenciar tais pacientes, que possivelmente terdo uma pior
evolugdo clinica como Wright et al®> descreveu. Em seu estudo, os pacientes com shutdown

fibrinolitico detectado por tromboelastografia tiveram uma taxa de TVP de 40%, contra 5% no

grupo que ndo apresentou o mesmo fendmeno.

1.1.4.3 Tromboelastometria para prever beneficio da anticoagulagdo

A utiliza¢do de tromboprofilaxia farmacologica é conduta frequente e essencial em
individuos internados em UTI. Em algumas situagdes o clinico tem dificuldade em decidir se
um individuo em particular ird se beneficiar de terapia. Distinguir quais individuos se
beneficiardo ainda ndo pode ser conseguido nem pelos testes padrdo da coagulacdo nem pela
tromboelastometria.’s 83

O que existem sdo poucos trabalhos mostrando que a sepse altera os parametros de
coagulacdo, com tendéncia pro-coagulante. No entanto, mesmo com profilaxia farmacologica
alguns desses indices nio sdo normalizados.”®

A tromboelastometria poderia servir para monitorar e adequar a dose dos medicamentos

anticoagulantes.
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1.1.5 Tromboelastometria e COVID-19

A frequente ocorréncia de fendmenos tromboembolicos em pacientes portadores de
COVID19%*34 ¢ a baixa capacidade dos testes padrdo da coagulagio em esclarecer as alteragdes
do sistema de hemostasia’® 3* levaram a natural utilizacdo da tromboelastometria, método mais
completo e rapido para avaliacdo de eventuais alteragdes nas diversas fases de formagdo e
dissolugdo do coagulo.’ 84

Panigada et al®® foram uns dos primeiros autores a evidenciar que a tromboelastometria
seria capaz de mostrar as consequéncias da acdo viral e resposta do hospedeiro sobre o sistema
de hemostasia. Avaliando pacientes criticos internados em UTI, observaram perfil francamente
pro-trombotico composto por encurtamento dos tempos de iniciagdo da coagulacao (CT),
aumento da polimerizagdo de fibrina (encurtamento do CFT), aumento da forca e estabilidade
finais do coagulo (aumento da amplitude do MCF) e redugdo da velocidade de lise do mesmo
(reduzidos valores de ML), 62.76.85.86

Ainda avaliando pacientes criticos, em UTI, Mortus et al’’ encontraram resultados
semelhantes. Esses pesquisadores dividiram os pacientes em relagdo a ocorréncia de fendmenos
tromboembdlicos em baixa e levada ocorréncia. Naquele grupo com elevada incidéncia, a
existéncia de valores alterados na tromboelastografia (equivalente ao MCF na
tromboelastometria) mostrou sensibilidade de 100% e um valor preditivo negativo de 100%.

Além da avaliacdo da formag¢do do coagulo, a quebra do mesmo, ou seja, a fibrindlise,
também pode ser avaliada pela tromboelastometria.’> Aqui, a hipétese seria que os elevados
niveis de D-dimeros observados’® 8% % fossem secundarios a elevada ativacdo de enzimas
fibrinoliticas. No entanto, a real situagcdo sugere apontar para o fato de que a fibrinolise nao
estaria aumentada®, demonstrado pelo aumento importante de inibidores da fibrinélise como
o PAI-1 (até 4 vezes mais que em individuos normais) e a curta meia-vida de 3 minutos do
ativador do Plasminogénio tecidual (tPA).>> 87 Dessa forma, a elevacdo dos D-dimeros seria
somente a expressao de elevada formagdo de coagulos, mas sem aumentado expressivo no
processo de quebra dos mesmos, ja que somente cerca de 0,02% da massa de fibrinogénio ¢é
quebrada em D-dimeros.®* - 8 QOutros autores especulam que a lesdo endotelial pulmonar
levaria a liberagdo de uPA, com lise dos coagulos localmente, mas nio sistemicamente,
explicando a aparente discrepancia entre a fibrin6lise detectada pela tromboelastometria e os
niveis de D-dimeros.*® Dessa forma, e baseando-se em testes mais complexos como o Tempo
de Lise do Coagulo, admite-se que haja mais uma hipofibrinolise do que realmente um

shutdown fibrinolitico.>?
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Na mesma linha, Creel-Bulos et al’® relatam a ocorréncia de shutdown fibrinolitico em
44% dos pacientes em sua amostra de individuos internados em UTI com ARDS por COVID-
19. Nesse caso, 73% desses pacientes apresentaram fendomenos tromboembolicos, o que deixa
transparecer que nao somente a ativagdo e forma¢do do codgulo sdo importantes, mas que,
provavelmente a ndo quebra do coagulo formado também tenha participagdo essencial na
ocorréncia clinica aumentada de coagulagio disfuncional.>®

Também Heinz et al®® trazem evidéncias de que o sistema de fibrindlise esta
hipofuncionante, através de dados de tromboelastometria modificada com tPA, revelando
resisténcia a acdo do ativador do plasminogénio, possivelmente pelo excesso de inibidores

circulantes.

Em individuos com sepse de origem bacteriana, Levi et al’’ demonstraram a ocorréncia
de niveis aumentados de ativadores endogenos da coagulagdo, especificamente o Fator
Tecidual. Nesses individuos, o teste NATEM, em que ndo se acrescenta ativadores, permite
detectar se o individuo analisado possui fatores circulantes dando inicio a coagulagdo de
maneira andmala. Em COVID-19, essas alteracdoes ainda nao haviam sido descritas, mas
poderiam mostrar o quio precoce as alteracdes induzidas pelo virus acarretam disfun¢do da
coagulacdo. E evidenciando também que ndo somente os individuos graves as apresentam, mas
que uma enorme quantidade de individuos classificados com quadros ditos leves também
expressa fatores indutores de coagulacdo anomala, talvez expondo esses pacientes a um risco

aumentado de fenOmenos tromboembdlicos.

Portanto, ainda faltam estudos com maiores amostras mostrando a capacidade dos
métodos viscoelasticos de prever complicacdes tromboembolicas e o resultado de
tromboprofilaxia farmacolégica.”® ¥ No entanto, a tromboelastometria desponta como tinico
método atual capaz de avaliar as diversas fases do processo de hemostasia, sendo, portanto,
possivel, que mais estudos permitam a indicacdo mais robusta da técnica na avaliagdao e

tratamento de pacientes com COVID-19.3% 84
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2 JUSTIFICATIVA

Pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 tém apresentado frequéncia aumentada de
fendmenos tromboembolicos. Apesar disso, ainda ndo estdo disponiveis meios laboratoriais que
permitam identificar a extensao das alteragdes na hemostasia.

Assim, o estudo de métodos viscoelasticos, que analisam toda a cinética de formagao e
dissolugdo do codgulo, pode auxiliar a elucidar a complexa fisiopatologia desencadeada pela
ac¢ao viral.

E, potencialmente, pardmetros tromboelastométricos poderiam ser utilizados como
biomarcadores para detectar quais individuos teriam pior evolugdo e servir como método de
escolha e acompanhamento da terapia anticoagulante eventualmente instituida.

Estudar a tromboelastometria nas doencas hipercoagulantes ajudard a aumentar a
quantidade de informacao disponivel com o intuito de reduzir a ocorréncia de quadros clinicos

de alta letalidade, como os fend6menos tromboticos.



72

3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO PRIMARIO

e Descrever o perfil tromboelastométrico de pacientes com diagnostico de COVID-19,
incluindo formas graves e ndo-graves da doenca e comparar esses perfis com os de

individuos ndo doentes.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Verificar ocorréncia de ativagdo intrinseca da coagulagao em individuos graves e nao-

graves SARS-CoV-2 positivos e comparar com os individuos voluntarios.

e  (Caracterizar a ocorréncia de shutdown fibrinolitico em individuos graves e ndo-graves

confirmados como COVID-19, comparando com o grupo de voluntarios ndo doentes.

e Avaliar a performance dos parametros tromboelastométricos como possiveis

biomarcadores para classificar pacientes COVID-19 quanto a gravidade da doenca.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Os dados obtidos da avaliag¢ao do sistema de hemostasia foram coletados uma tinica vez,

tratando-se, pois, de um estudo observacional transversal.

4.2 O Protocolo TARGET

Com a caracteriza¢do da pandemia pelo SARS-CoV-2, iniciou-se um amplo estudo
colaborativo multi-institucional (Universidade de Brasilia, Empresa Brasileira de Servicos
Hospitalares, Fundacdo Oswaldo Cruz, Universidade Federal de Minas Gerais, Universidade
Federal de Uberlandia e Secretaria de Saude do Distrito Federal), com o objetivo de se
avaliarem diversos aspectos da resposta bioldgica a infec¢do pelo Coronavirus, chamado
Projeto TARGET.”!

Nesse estudo, realizou-se o acompanhamento longitudinal de pacientes sucessivos
admitidos com COVID-19 em um dos hospitais de referéncia no Distrito Federal, com a coleta

de amostras sanguineas em 04 momentos:

e 3 admissio;
e com 3 dias;
e cntre 7e 10 diase

e entre 15-20 dias ap6s a confirmagdo diagndstica.

Em cada coleta foram feitas as seguintes analises:

e Admissdo: biomarcadores imunologicos, fenotipagem de leucocitos, dosagens de

cortisol e prolactina e analise metabolomica;

e Com 3 dias: biomarcadores imunologicos, fenotipagem de leucdcitos, niveis de cortisol

e prolactina, expressao génica e analise metabolomica;

e Entre 7-10 dias: tromboelastometria rotacional, biomarcadores imunolédgicos,

fenotipagem de leucocitos, perfil de imunoglobulinas, expressao génica, dosagens de
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cortisol e prolactina, analise de neutréfilos e metabolomica;

e Entre 15-20 dias: anticorpos neutralizantes, perfil de imunoglobulinas, niveis de cortisol

e prolactina e analise metaboldmica.

4.3 Duracao do estudo

Para a avaliagdo da tromboelastometria, foram incluidos pacientes entre os dias 1° de

agosto e 30 de setembro de 2020.

4.4 Populacao estudada

Foram incluidos no estudo, pacientes atendidos no Hospital Regional da Asa Norte
(HRAN) ou Hospital Universitario de Brasilia (HUB), centros de referéncia para tratamento de

pacientes com COVID-19 no Distrito Federal.

4.5 Critérios de inclusdo

e Pacientes acima de 18 anos;

e (Capacidade de compreensdo e preenchimento do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE);

e Pacientes com confirmagdo diagnostica de COVID-19 por Reagdo em Cadeia de
Polimerase — Transcriptase Reversa (do inglés Reverse Transcriptase - Polymerase

Chain Reaction).

4.6 Classifica¢do quanto a gravidade da doenga

Para alocagdo em um dos grupos, graves ou nao-graves, foram utilizados critérios
publicados pela OMS®? de modo a padronizar a selegdo dos individuos.
Dessa forma, foram considerados pacientes graves aqueles que apresentaram a

admissdo:

e Dispneia (frequéncia respiratoria maior que 30 incursdes respiratdrias por minuto);

e  SpO2 menor que 93% em ar ambiente;
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e Relacdo PaO2/FiO2 menor que 300mmHg;
e Admissdo em unidade de terapia intensiva ou;

e Necessidade de ventilagdo mecanica.

4.7 Critérios de exclusao

e Pacientes gestantes;

e Doenga mental organica, funcional ou oligofrenia, que comprometesse a qualidade da

informagdo fornecida pelo paciente;
e Individuos abaixo de 18 anos de idade;
e Pacientes portadores de distarbios da coagulagao no polo trombotico (trombofilias);

e Portadores de distirbios da coagulacdo no polo hemorragico (hemofilias ou outros

disturbios hereditarios);
e Pacientes que tivessem recebido plasma de convalescentes;

e Pacientes que tivessem recebido hemocomponentes ou hemoderivados nos tltimos 30
dias;

e Pacientes que estivessem em uso de anticoagulantes inibidores da trombina
(Dabigatrana);

e Pacientes que estivessem em uso de anticoagulantes inibidores do fator X da coagulacao
(Rivaroxaban, Edoxaban e Apixaban);

e Pacientes que estivessem em uso de anticoagulantes inibidores dos fatores da
coagulacdo dependentes da vitamina K (Varfarina sédica ou Femprocumona);

e Pacientes que estivessem em uso de antiagregantes plaquetarios.

Pacientes que estavam recebendo quimioprofilaxia para eventos tromboembdlicos com
heparina de baixo peso molecular ndo foram excluidos pois o uso desse tipo de medicagao fazia

parte do tratamento institucional das formas graves.

4.8 Instrumento de coleta de dados

Todo paciente incluido no estudo foi submetido a entrevista (quando factivel), com um

membro da equipe, de forma a obter variaveis demograficas gerais como sexo, idade e registros
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clinicos como comorbidades associadas, medicagdes em uso, tempo de inicio dos sintomas até
buscar auxilio médico, sintomas iniciais e presenga de sinais de gravidade (dispneia, taquipneia,
hipoxemia). Pacientes que ja se encontravam em estado grave, tiveram as informacdes coletadas
a partir do prontudrio da instituicao.

Todas as informagdes foram coletadas em instrumento especificamente criado para a

pesquisa (Ficha Clinica, Anexo B).

4.9 Coleta de amostra sanguinea

No momento em que se considera ser o pico da viremia e da resposta inflamatdria
sistémica, entre 7-10 dias de sintomas!® , foi realizada coleta de amostra de 3,8ml de sangue
citratado. Como naquele momento ndo se dispunha de dados sorologicos que pudessem
caracterizar a resposta do hospedeiro, padronizou-se a coleta da amostra entre 7 ¢ 10 dias apos
a confirmacao diagndstica pelo PCR.

J& os individuos saudéveis, tiveram os mesmos 3,8ml de sangue citratado coletados no

maximo 03 dias apds exame de PCR negativo para SARS-CoV-2.

4.10 Tromboelastometria’® ’

Para realizacdo dos exames, optou-se por um aparelho fixo, modelo ROTEM® Delta,
em um laboratorio fora dos hospitais de coleta (Laboratorio DASA).

O sangue coletado era imediatamente transferido para o local de teste, realizado sempre
no mesmo aparelho, com os mesmos analistas de laboratorio.

Todos os insumos utilizados, incluindo: ponteira da pipeta eletronica, cubetas e todos
os reagentes foram fornecidos diretamente pela Werfen do Brasil, empresa de origem espanhola
e detentora dos direitos de comercializagdo do ROTEM® ¢ dos insumos.

Os controles de qualidade foram realizados semanalmente, segundo a indicagdo do
fabricante, com os reagentes ROTROL N e ROTROL P, igualmente fornecidos pela Werfen do
Brasil.

A calibracao do equipamento seguiu a rotina determinada pelo fabricante de modo a

garantir a reprodutibilidade dos exames.
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Ao chegarem ao laboratorio, todas as amostradas foram submetidas a pré-aquecimento
na area de trabalho por 5-10 minutos, ja que as mesmas ndo foram avaliadas imediatamente

apos a coleta, mas sempre respeitando a indicagiio de no maximo 04 horas apds a venoclise.”

4.10.1 Avaliagdo da via extrinseca da coagulacao (EXTEM)

e Inser¢do do pino e da cubeta no primeiro canal de teste;

e Selecao do teste;

e Pipetagem de 300ul de sangue citratado;

e Pipetagem dos ativadores r ex-tem® e ex-tem® L e do recalcificante star-tem®;
e Colocagao do suporte da cubeta na posicao de medida;

e Execucao do exame;

e Descarte dos materiais.

4.10.2 Teste da via intrinseca da coagulacdo (INTEM)

e Inser¢do do pino e da cubeta no segundo canal de teste;

e Selecao do teste;

e Pipetagem de 300ul de sangue citratado;

e Pipetagem do ativador in-tem® e do recalcificante star-tem®;
e Colocagao do suporte da cubeta na posicao de medida;

e Execucao do exame;

e  Descarte dos materiais.

4.10.3 Teste da ativagdo enddgena da hemostasia (NATEM)

e Inser¢do do pino e da cubeta no terceiro canal de teste;
e Selecao do teste;

e Pipetagem de 300ul de sangue citratado;
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e Pipetagem do recalcificante star-tem®;
e Colocagao do suporte da cubeta na posicao de medida;
e Execucao do exame;

e Descarte dos materiais.

4.10.4 Avaliagdo funcional do fibrinogénio (FIBTEM)

e Inser¢do do pino e da cubeta no quarto canal de teste;
e Selecao do teste;
e Pipetagem de 300ul de sangue citratado;

e Pipetagem dos ativadores r ex-tem® e ex-tem® L e do recalcificante e inibidor

plaquetario fib-tem®;
e Colocagao do suporte da cubeta na posi¢ao de medida;
e Execucdo do exame;

e  Descarte dos materiais.

4.11 Tamanho da amostra

Para determinacdo do tamanho da amostra foi utilizado o software G*Power (Heinrich-
Heine-Universitit Diisseldorf) adotando-se erro alfa de 5% e erro beta de 20% para Poder de
95% e Size Effect de 1,66, tendo como base teste t com varidveis independentes.*®

Até o momento de inicio desse estudo, ndo havia descri¢do publicada do perfil
tromboelastométrico do teste NATEM em pacientes com COVID-19. Para efeito de calculo
amostral, utilizamos como base estudos prévios realizados por outros autores que avaliaram a

ativagdo enddgena da coagulagio (teste NATEM) em individuos com sepse bacteriana.®!

Para avaliar a cinética da formagdo do trombo, optou-se por escolher o CFT para o
calculo amostral. Dessa forma, utilizaram-se os valores das médias + DP desse parametro:
229419 segundos em individuos sépticos versus 259+17 segundos em individuos normais.

Dessa forma, obteve-se uma amostra de 11 pacientes em cada grupo (ndo-grave e grave).
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4.12 Analise estatistica

O software GraphPad Prism versdo 8.0.0 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, California, EUA, www.graphpad.com) foi usado para a analise estatistica descritiva.

Uma distribui¢do normal foi testada com o teste de Shapiro-Wilk, ja que todos os grupos
foram constituidos por menos de 30 individuos.

As varidveis categoricas foram descritas como frequéncias absolutas e relativas e
analisadas com o teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher.

As variaveis continuas foram descritas como a média + DP. As comparac¢des multiplas
entre os grupos foram realizadas usando one way ANOVA seguida pelo teste de Tukey para
comparagoes de pares. O teste t de Student bicaudal foi usado para comparacdes entre pacientes

ndo-graves e graves. Em todos os casos, valores de p <0,05 indicaram significincia estatistica.

4.13 Tratamento dos dados tromboelastométricos obtidos

4.13.1 Determinagdo de pontos de corte

Ainda ndo existe definicdo universalmente aceita de quais deveriam ser os valores de
referéncia tromboelastométricos para se considerar hipercoagulabilidade. Alguns autores

F7% %% 95 enquanto outros utilizam redugdes do CT%*, denotando

utilizam aumento do MC
aumento da cinética de forma¢do do coagulo, enquanto alguns, ainda, preferem utilizar a
reducdo da fibrindlise (ML).”® Para ndo serem adotados valores arbitrarios de pontos de corte,
construiram-se as Receiver Operating Characteristics Curves (ROC) para cada um dos
parametros tromboelastométricos analisados. As Curvas ROC sdo ferramentas de analise
estatistica comumente utilizadas para estudos da acuracia de métodos diagnosticos, com sua
principal medida de comparagio, a Area sob a Curva (do inglés Area Under the Curve) e
parametros descritores caracteristicos, a Sensibilidade (Se), Especificidade (Sp) e as Razdes de
Verossimilhanga tanto positiva (LR +), quanto negativa (LR - ).”"

As curvas ROC foram construidas usando o software MedCalc, versao 7.3.0.0 (Ostend,
Bélgica, URL https://www.medcalc.org/), para definir os valores de corte e estimar a precisao
global com base na area sob a curva ROC (AUC).

Como as curvas ROC nao permitem a avaliagcdo simultanea do ponto de corte escolhido

e suas respectivas sensibilidade e especificidade, construiram-se as curvas Two-Graph Receiver

Operating Characteristics (TG-ROC). Essa constru¢do permitiu confirmar o valor do ponto de
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corte quanto aos melhores indices de desempenho. Também foi utilizado o software

MedCalc, versdo 7.3.0.0 (Ostend, Bélgica, URL https://www.medcalc.org/ nessa fase das

analises.

4.13.2 Criagéo de Arvores de Decisdo para uso clinico

Para que os dados obtidos da tromboelastometria pudessem ser utilizados na pratica
clinica, optou-se por construir algoritmos na forma de Arvores de Decisdo. A partir dos indices
de desempenho obtidos das curvas ROC, foram escolhidos aqueles pardmetros que tivessem
mostrado Acurédcia Global (AUC) moderada/elevada, correspondendo a valores maiores ou

iguais a 0,7. Essa selecdo de parametros foi realizada em quatro situagdes possiveis:

e (A) comparando controles normais com COVID-19;
e (B) controles normais e pacientes ndo-graves;
e (C) controles normais e pacientes graves;

e (D) pacientes ndo-graves e graves.

Esses parametros selecionados foram utilizados, posteriormente, para alimentar o
software WEKA (Waikato Environment for Knowledge Analysis, versdo 3.6.11, University of
Waikato, Nova Zelandia, URL https: //www.cs.waika to.ac.nz/ml/weka/) o qual permitiu
classificar os pacientes COVID-19 e controles sauddveis com base nos parametros
tromboelastométricos selecionados.!*?

Para avaliar se as Arvores de Decisdo poderiam ser generalizaveis, os dados foram
posteriormente analisados por técnicas de machine learning, do tipo Validagdo Cruzada (do
inglés Cross Validation). Especificamente, foi utilizada a técnica Leave-One-Out Cross
Validation (LOOCV), que permite testar o quio preciso foi o modelo desenvolvido.
Rapidamente, nessa técnica, a amostra ¢ dividida em n subgrupos, sendo n o numero de
individuos na amostra. A seguir, o sistema retira o valor de um componente da amostra e aplica
o modelo. Isso ¢é feito sucessivamente 7 vezes até que todos os dados tenham sido testados.!®

Os graficos (diagramas de barras, graficos de dispersio e Arvores de Decisdo) foram
gerados usando o Microsoft Office Package versdao 2012 e o software GraphPad Prism, versao

8.0.


https://www.medcalc.org/
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4.13.3 Representacdo dos algoritmos na forma de graficos de dispersao

Além da representacdo das propostas de algoritmos na forma de Arvores de Decisdo,
também foram construidos graficos de dispersdo com os parametros tromboelastométricos ja
selecionados. Em cada grafico, foram representados o ntimero de individuos corretamente

classificados, os pontos de corte utilizados e eventuais falhas de classificagdo.

4.13.4 Representagdo das curvas ROC e TG-ROC utilizadas nos algoritmos

Finalmente, os pardmetros utilizados para constru¢io das Arvores de Decisdo foram
apresentados com suas respectivas curvas ROC e TG-ROC, explicitando em cada uma, os
parametros descritores Sensibilidade (Se), Especificidade (Sp), Razdes de Verossimilhanga

positiva (LR+) e negativa (LR-) e pontos de corte considerados.

4.14 Etica em pesquisa

O Protocolo TARGET®! foi aprovado pelo Comité de Etica da FM-UnB (Anexo A -
nimero de homologa¢ao CAAE: 30846920.7.0000.0008 e niimero de parecer 4.077.252), de
acordo com a declara¢do de Helsinque e sua atualizagdo de 2013. Todos os pacientes foram
incluidos apos a assinatura do TCLE (Anexo C), seja assinado pelo préprio individuo, quanto
por familiares responsdveis em caso de impossibilidade.

A coleta da assinatura no TCLE foi realizada por via eletronica (versdo digital do TCLE
enviado via WhatasApp em um Formuléario GoogleForms) tanto para os pacientes e voluntarios
normais quanto para eventuais familiares que fossem assinar por pacientes incapacitados para

fazé-lo.

4.15 Financiamento do estudo

O custo envolvido com a execucdo do trabalho constou de insumos para os testes
tromboelastométricos, materiais de prote¢do individual e para coleta sanguinea e execucao dos
testes em equipamento apropriado.

Os insumos foram adquiridos pelo grupo de estudo com recursos proprios.

O laboratério DASA forneceu a execucao de todos os exames sem Onus.
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4.17 Conflito de interesse

O autor, assim como orientadores declaram ndo haver qualquer conflito de interesses

para a realizacdo do presente estudo.
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5 RESULTADOS

Foram incluidos 20 pacientes com formas leves de COVID-19 que estavam em
isolamento domiciliar e 21 com formas graves, internados nos hospitais participantes do estudo,
além de 09 individuos controles normais, voluntarios.

Os pacientes com formas graves da doenga foram captados no Hospital Regional da Asa
Norte ou Hospital Universitario de Brasilia, por membros integrantes do grupo de estudo, que
realizavam a triagem e inclusdo do voluntario. O preenchimento da Ficha Clinica para as etapas
seguintes foi realizado pelo pesquisador principal.

Pacientes classificados como leves foram abordados pela mesma equipe de triagem nos
hospitais participantes e o preenchimento da Ficha Clinica realizada pelo pesquisador principal.

Individuos saudaveis voluntarios foram incluidos entre funcionarios dos hospitais
participantes ou da populagdo geral.

Os TCLE foram todos aplicados pelo pesquisador principal.

5.1 PERFIL DA AMOSTRA ESTUDADA

As caracteristicas da populacao estudada estao demonstradas na Tabela 2. Nao houve
diferenga quanto a idade dos grupos, que mostrou mediana de 40 anos (23 a 51) nos controles
normais, 39 anos (19-70) no grupo de pacientes ndo-graves e 50 anos (26-76) no grupo dos
graves.

Quanto a distribuicdo por sexo, também ndo houve diferenga estatistica, com
predominancia absoluta de mulheres nos controles normais (100%), 40% nos ndo-graves e 57%
nos graves.

Ja o peso, mostrou diferenca estatisticamente significante entre controles normais
(74£8kg) e pacientes graves (90+16kg), com p=0,04.

Quando se classificou os individuos quanto ao Indice de Massa Corporal (IMC), houve
evidente maior propor¢do de individuos obesos (IMC > 30) no grupo de paciente graves, com
62% do total, contra 15% de obesos no grupo de ndo-graves. Essa diferengca se mostrou
estatisticamente significante com p=0,01.

Da mesma forma, o percentual de individuos hipertensos foi significantemente maior
no grupo dos graves (48%) em relacdo aos ndo-graves (0), com p=0,0005. No entanto, a

diferenca ndo manteve significancia quando se avaliou o percentual de utilizacdo de
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medicamentos bloqueadores dos receptores de angiotensina com 43% dos graves versus 20%
dos ndo-graves.

Quanto aos sintomas apresentados pelos pacientes, foram citados na Tabela 2, aqueles
mencionados por mais de 50% dos individuos. No grupo de ndo-graves as queixas mais usuais
foram anosmia, ageusia, astenia e cefaleia, citados por 63%. Enquanto nos graves, foram mais
citados a dispneia (81%), tosse (67%) e astenia (57%).

Ao se avaliar o grau de comprometimento pulmonar a Tomografia Computadorizada de
Toérax, observou-se que os individuos com quadros clinicos graves apresentaram acometimento
pulmonar maior, com 38% desses apresentando de 25-50% de acometimento ante 0% nos nao-
graves com p=0,04. Da mesma forma, o acometimento maior do que 50% dos pulmdes foi
muito mais frequente (33%) nos graves do que nos ndo-graves (0%) com p=0,009.

Inicialmente, a intencdo era coletar informagoes de exames laboratoriais de todos os
individuos avaliados (conforme Ficha Clinica — ANEXO B). No entanto, ndo foi possivel
realizar qualquer analise pois os voluntarios sadios e aqueles com quadros leves, em geral, ndo
foram submetidos a exames laboratoriais. Mesmo no grupo de individuos com formas graves,
a disponibilidade de exames foi erratica e incompleta. Dessa forma, optamos por nao considerar
exames laboratoriais de nossa amostra para analise estatistica.

Quanto a necessidade de internagdo em UTI, observou-se que 24% dos graves
necessitaram desse suporte, enquanto nenhum dos pacientes nao-graves o fez, com p=0,05.
Finalmente, no tocante ao tratamento clinico instituido, os ndo-graves receberam
predominantemente Azitromicina (70%), alguma formulacdo de corticosteroide (60%) e 20%
receberam tromboprofilaxia com Enoxaparina. Enquanto nos graves, além da Azitromicina

(95%) e algum corticoide (100%), a tromboprofilaxia foi observada em 90% dos casos.



Tabela 2. Caracteristicas basais dos participantes do estudo §
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Controles normais

Parametro (HC, n=09)
Idade (Mediana, Min-Max) 40, 23-51
Sexo, F/M (% de F) 9/0 (100)
Peso (kg, médias+DP) 74+8 *
IMC (% do total) ¥

<249 3 (33)

25-29,9 3(33)

>30 3(33)
Hipertensao (%) 0(0)
Obesidade (%) 3(33)
Uso de BRA (%) 0 (0)
Sintomas (%) —
TC de Torax #

<25% 0 (0)

25-50% 0(0)

>50% 0 (0)

Admissdao em UTI 0 (0)
Tratamento ---

Nao-graves
(NS, n=20)

39, 19-70
8/12 (40)
78419

6 (30)
10 (55)
3(15)*
0(0) *
3(15)*
4 (20)
Anosmia 12 (63)

Ageusia 12 (63)
Astenia 12 (63)

Cefaleia 12 (63)
Tosse 11 (58)

3(15)
0 (0) *
0 (0) *

0 (0)
Azitromicina 14 (70)

Corticoide 12 (60)
Enoxaparina 4 (20)

Graves
(S, n=21)

50, 26-76
12/9 (57)
90+16 *

209

6 (29)
13 (62) *
10 (48) *
13 (62) *

9 (43)
Dispneia 17 (81)
Tosse 14 (67)
Astenia 12 (57)

Febre 11 (52)

6 (29)
8 (38) *
7(33) *
5 (24)
Corticoide 21 (100)

Azitromicina 20 (95)
Enoxaparina 19 (90)

NS
NS
0,04

NS
NS
0,01

0,0005
0,004
NS

NS
0,004
0,009

0,05
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Dados estdo representados como nimero de individuos (%), exceto para idade (anos, mediana — minimo-maximo),
sexo (F/M, % de F) e peso (kg, médiastDP). BRA = bloqueadores dos receptores de angiotensina. { Somente
sintomas presentes em mais de 50% dos individuos foram listados. § Somente os tratamentos mais frequentes
foram listados. ¥ IMC: Indice de Massa Corporal: calculado pela divisio do peso em quilogramas pelo quadrado
da altura em metros. Resultado adimensional: abaixo de 24,9 peso saudavel; de 25 a 29,9 sobrepeso e acima de
30, obesidade. # Tomografia computadorizada de Torax (TC de térax): avaliagdo subjetiva por radiologista quanto
ao grau de comprometimento do parénquima pulmonar (opacidade em vidro fosco). <25%: menos do que 25% de
acometimento; 25-50%: entre 25 e 50% de acometimento; >50%: mais de 50% de acometimento pulmonar. UTI:
Unidade de Terapia Intensiva. * Pares de dados que mostraram diferenca estatisticamente significante com seu
respectivo valor de p. HC = controles normais; NS = pacientes ndo-graves com COVID-19; S = pacientes graves
com COVID-19.
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5.2 DADOS TROMBOELASTOMETRICOS

5.2.1 Parametros tromboelastométricos em pacientes COVID-19 e controles normais (HC)

Os parametros tromboelastométricos obtidos de pacientes com COVID-19,
independentemente da gravidade, e controles normais, foram ilustrados na Figura 12. A Tabela
3 mostra, detalhadamente, os valores das médias e DP de cada pardmetro analisado e os valores

de p em caso de significancia estatistica.

Na avaliacdo da via extrinseca da coagulagdo, no teste EXTEM, detectou-se
alargamento significante do CT em pacientes COVID-19 em relag@o aos normais (56+7s versus
65+10s, com p=0,02). Demais parametros do EXTEM (ALPHA, CFT, MCF, ML e TPI) nao se

mostraram diferentes.

J& na analise da via intrinseca, no teste INTEM, nao se mostrou qualquer diferenca na

comparacao entre esses dois grupos.

Quando se avaliou a ocorréncia de ativagdo endogena na hemostasia, através do teste
NATEM, observou-se encurtamento do CT (4714+211s versus 283+108s, com p=0,008),
alargamento do angulo Alfa (66+8° versus 72+8°, com p=0,01), aumento do MCF (61+6mm
versus 67+6mm, com p=0,008) e do TPI (2+1 versus 3+£2, com p=0,01) em relagdo aos controles

normais. Os pardmetros CFT e ML apresentaram resultados semelhantes entre os grupos.

Na avaliagdo funcional do fibrinogénio, pelo teste FIBTEM, observou-se aumento
significante do MCF (19+4mm versus 27+9mm, com p=0,01) ao se comparar com oS

individuos voluntarios sem COVID-19.
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Parametros tromboelastométricos em pacientes COVID-19 e Controles Normais
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Figura 12: Parametros tromboelastométricos em pacientes COVID-19 e controles normais. Avaliagdo das vias
extrinseca (EXTEM) e intrinseca (INTEM), avaliagd@o funcional do fibrinogénio (FIBTEM) e teste ndo ativado da
coagulagdo (NATEM) foram realizados de acordo com o descrito na sessdo 4.10 Tromboelastometria. Os
resultados para pacientes COVID-19 (COVID, n=41, barras coloridas) ¢ controles normais (HC, n=9, barras
brancas) foram representados pela média + desvio padrdo. CT (expresso em segundos) = Tempo de Coagulagdo:
se refere a formagao de trombina, tempo desde a ativagdo até uma amplitude de 2mm; ALPHA (expresso em °©) =
definido como angulo entre a linha de base e a tangente da curva de coagulacdo na amplitude de 2mm; CFT
(expresso em segundos) = Tempo de Formacdo do Coagulo: refere-se a dindmica da formagao de fibrina, intervalo
entre a amplitude de 2mm e a de 20mm; MCF (expressa em mm) = Firmeza Maxima do Coagulo: refere-se a
maxima amplitude do grafico, proporcional a quantidade de fibrinogénio e plaquetas; ML (expressa em %) = Lise
Maxima: representa o percentual de redugdo da amplitude do coagulo apés a iniciagdo da fibrindlise. TPI = indice
do Potencial Trombodinamico, calculado como [(100 x MCF) / (100 - MCF)] / CFT. Diferencas estatisticamente
significantes foram identificadas por uma linha horizontal conectando os respectivos pares ¢ por * ou ** para
valores de p<0,05 ¢ <0,01, respectivamente. HC = controles normais; NS = pacientes nao-graves com COVID-19;
S = pacientes graves com COVID-19.
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Tabela 3. Parametros tromboelastométricos em pacientes COVID-19 e individuos normais

Parametros Controles Pacientes Valor de
normais (COVID, n=41) pt
(HC, n=09
EXTEM
CT 567 65+10 0,02
ALPHA 75+4 77+5 NSS
CFT 83+24 69428 NSS
MCF 65+5 68+6 NSS
ML 6+3 6+3 NSS
TPI 3+£2 442 NSS
INTEM
CT 189+25 176+30 NSS
ALPHA 7743 78+3 NSS
CFT 6717 60+17 NSS
MCF 63+6 67+6 NSS
ML 7+3 9+4 NSS
TPI 3+1 442 NSS
NATEM
CT 417+211 283+108 0,008
ALPHA 66+8 7248 0,01
CFT 124+50 123495 NSS
MCF 61+6 67+6 0,008
ML 6+4 7+4 NSS
TPI 2+1 3+2 0,01
FIBTEM
MCF 19+4 2749 0,01

HC = controles normais; COVID = grupo de pacientes independentemente da gravidade; NSS = ndo
estatisticamente significante; EXTEM = avaliacdo da fase extrinseca; INTEM = avaliagdo da fase intrinseca;
NATEM = teste ndo ativado da coagulacdo e FIBTEM = avaliac¢ao funcional do fibrinogénio. CT (expresso em
segundos) = Tempo de Coagulacdo: se refere a formagao de trombina, tempo desde a ativagdo até uma amplitude
de 2mm; ALPHA (expresso em °) = definido como angulo entre a linha de base e a tangente da curva de coagulagao
na amplitude de 2mm; CFT (expresso em segundos) = Tempo de Formacao do Coagulo: refere-se a dindmica da
formacao de fibrina, intervalo entre a amplitude de 2mm e a de 20mm; MCF (expressa em mm) = Firmeza Maxima
do Coagulo: refere-se a amplitude maxima do grafico, proporcional a quantidade de fibrinogénio e plaquetas; ML
(expressa em %) = Lise Maxima: representa o percentual de redugdo da amplitude do coagulo apds a iniciagdo da
fibrinélise. TPI = indice do Potencial Trombodindmico, calculado como [(100 x MCF) / (100 - MCF)] / CFT. §
Dados expressos como Média + DP. 1 Valores de p foram calculados com o teste t de Student para amostras
independentes para variaveis continuas.
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5.2.2 Pardmetros tromboelastométricos em pacientes COVID-19 de acordo com a gravidade da

doenga

Os parametros tromboelastométricos obtidos de pacientes com COVID-19,
classificados de acordo com a gravidade do quadro clinico em graves e ndo graves, ¢ de
controles normais, foram ilustrados na Figura 13. A Tabela 4 mostra, detalhadamente, os
valores das médias e DP de cada parametro analisado e os valores de p em caso de significancia

estatistica.

Na avaliacdo da via extrinseca da coagulagdo, no teste EXTEM, detectou-se
alargamento significante do CT em pacientes graves (68+9s) em relagdo aos normais (56+7s),
com p=0,002 e em relagdo aos ndo-graves (61+9s), com p=0,02. O ALPHA mostrou aumento
nos graves (7942°) em relag@o aos normais (7544°), com p=0,0006 e em relagdo aos ndo-graves
(74£5°), com p=0,0007. O CFT mostrou diminui¢do nos graves (57+14s) em relacdo aos
normais (83+24s), com p=0,0009 e comparando-se aos nao-graves (81+33s), com p=0,004. A
amplitude méaxima do coagulo (MCF) também mostrou alargamento nos casos graves
(70+£5mm) comparando-se com os controles (65+5mm), com p=0,007 e em relagdo aos nao-
graves (65+5mm), com p=0,001. O TPI se apresentou significantemente elevado nos graves
(4,8+£2) comparando-se aos normais (3+2), com p=0,009 e em relagdo aos ndo-graves (3+2),

com p=0,003. A andlise da lise, pelo ML, ndo se mostrou distinta entre os grupos.

Ja na analise da via intrinseca, no teste INTEM, observou-se ampliagio do ALPHA nos
graves (79+2°) em relacao aos normais (7743°), com p=0,009 e comparando-se com os nao-
graves (76£3°), com p=0,003. O CFT encontrava-se reduzido nos graves (52+10s) ao se
comparar com os saudaveis (67+17s), com p=0,009 e em relagdo aos ndo-graves (68+19s), com
p=0,003. O MCF também mostrou eleva¢do nos graves (69+5mm) ao se comparar com 0s
normais (63+6 mm), com p=0,006 e em relagdao aos ndo-graves (63+5 mm), com p=0,0007. Da
mesma forma, o TPI se apresentou aumentado nos graves (5+2) em relacdo aos individuos
saudaveis (3£1) e p=0,01 e ao se comparar com os ndo-graves (3%1), com p=0,001. Ja os

parametros CT e ML ndo se mostraram distintos entre os grupos analisados.

Quando se avaliou a ocorréncia de ativagdo endogena da hemostasia, através do teste
NATEM, observou-se encurtamento do CT dos graves (284+120s) em relacdo aos normais

(417£211s), com p=0,03 e dos ndo-graves (269+115s) comparando-se aos normais (417+2115s),
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com p=0,02. Avaliando-se 0 ALPHA, encontrou-se aumento da angulagdo nos casos graves
(75£5°) ao se comparar com os normais (66+8°) e p=0,0009 e em relacdo aos nao-graves
(69£9°), com p=0,007. Para o CFT, os dados evidenciaram redugdo desse parametro nos
individuos graves (73+31s) em relacdo aos normais (124+50s), com p=0,002 e em relacdo aos
nao-graves (122+94s), com p=0,03. O MCF também se mostrou ampliado nos pacientes graves
(69+4mm) em relagdo aos normais (6 1+6mm) e p=0,0002 e ao se comparar com 0s nao-graves
(63£5mm), com p=0,0005. Quanto ao TPI, também se observou eleva¢ao nos casos graves
(4£2) em relag@o aos normais (2+1) e p=0,0005 e comparando-se com os ndo-graves (2+1),

com p=0,0003. O parametro ML ndo apresentou diferenca nas comparagdes realizadas.

Na avaliacdo funcional do fibrinogénio, pelo teste FIBTEM, observou-se aumento
significante do MCF (33+7mm) ao se comparar com os saudaveis (19+4mm) e p=0,0001 e em

relacdo aos individuos ndo-graves (20+6mm), com p=0,0001.
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Parametros tromboelastométricos em pacientes COVID-19 de acordo com a gravidade da doencga
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Figura 13: Pardmetros tromboelastométricos em pacientes COVID-19 de acordo com a gravidade da doenga.
Estudo das vias extrinseca (EXTEM) e intrinseca (INTEM) da coagulacdo, avaliagdo funcional do fibrinogénio
(FIBTEM) e teste ndo ativado da coagulacdo (NATEM) foram realizados de acordo com o descrito na sessdo 4.10
Tromboelastometria. Os resultados para pacientes COVID-19 nao-graves (NS, n=20, barras de cores claras),
graves (S, n=21, barras de cores escuras) e controles normais (HC, n=9, barras brancas) estdo representados como
médias + desvio padrao. CT (expresso em segundos) = Tempo de Coagulagao: se refere a formagio de trombina,
tempo desde a ativagdo até uma amplitude de 2mm; ALPHA (expresso em °) = definido como angulo entre a linha
de base ¢ a tangente da curva de coagulagdo na amplitude de 2mm; CFT (expresso em segundos) = Tempo de
Formacao do Coagulo: refere-se a dindmica da formagao de fibrina, intervalo entre a amplitude de 2mm e a de
20mm; MCF (expressa em mm) = Firmeza Maxima do Coagulo: refere-se & maxima amplitude do grafico,
proporcional a quantidade de fibrinogénio e plaquetas; ML (expressa em %) = Lise Maxima: representa o
percentual de redugdo da amplitude do coagulo apés a iniciagdo da fibrinolise. TPI = indice do Potencial
Trombodinamico, calculado como [(100 x MCF) / (100 - MCF)] / CFT. Diferencas estatisticamente significantes
estdo identificadas por uma linha horizontal conectando os respectivos pares e por *, ** ou *** para valores de
p<0,05, <0,01 ¢ <0,001, respectivamente. HC = controles normais; NS = pacientes ndo-graves com COVID-19; S
= pacientes graves com COVID-19.



95

Tabela 4. Parametros tromboelastométricos em individuos normais e pacientes ndo-graves e graves

Parametros Controles Nao-graves Graves Valordep
normais (NS, n=20 (S, n=21
(HC, n=09
EXTEM
CT 56+7 61+9 6890 0,002%/0,02¢
ALPHA 75+4 7445 7942b¢ 0,0006°/0,0007¢
CFT 83+24 81+33 57+14b¢ 0,0009%/0,004¢
MCF 65+5 65+5 70+£5b¢ 0,007°/0,001¢
ML 6+3 7+3 6+2 NSS
TPI 342 342 4,8+205¢ 0,009°/0,003¢
INTEM
CT 189+25 181£30 171£29 NSS
ALPHA 7743 76+3 79420 0,009°/0,003¢
CFT 6717 68+19 52+10b° 0,009°/0,003¢
MCF 63+6 63+5 69-+£5b< 0,006°/0,0007¢
ML 743 9+3 8+3 NSS
TPI 3+1 3+1 5+2b¢ 0,01°/0,001°¢
NATEM
CT 4174211 269+115° 284+120P 0,02%/0,03°
ALPHA 66+8 69+9 7545b¢ 0,0009°/0,007¢
CFT 124450 122494 73+310¢ 0,002°/0,03¢
MCF 61+6 63+5 69+45¢ 0,0002°/0,0005¢
ML 64 744 6+3 NSS
TPI 2+1 2+1 442bc 0,0005%/0,0003¢
FIBTEM
MCF 19+4 2046 33+70¢ 0,0001°/0,0001°¢

HC = controles normais; NS = pacientes ndo-graves; S = pacientes graves; NSS = ndo estatisticamente significante;
EXTEM = avaliacdo da via extrinseca; INTEM = avaliagdo da via intrinseca; NATEM = teste ndo ativado da
coagulacdo e¢ FIBTEM = avaliacdo funcional do fibrinogénio. CT (expresso em segundos) = Tempo de
Coagulagdo: se refere a formagdo de trombina, tempo desde a ativagdo até uma amplitude de 2mm; ALPHA
(expresso em °) = definido como angulo entre a linha de base e a tangente da curva de coagulagdo na amplitude de
2mm; CFT (expresso em segundos) = Tempo de Formagdo do Coagulo: refere-se a dindmica da formagdo de
fibrina, intervalo entre a amplitude de 2mm e a de 20mm; MCF (expressa em mm) = Firmeza Maxima do Coagulo:
refere-se a maxima amplitude do coagulo, proporcional a quantidade de fibrinogénio e plaquetas; ML (expressa
em %) = Lise Maxima: representa o percentual de redugdo da amplitude do coagulo apds a iniciagdo da fibrindlise.
TPI = Indice do Potencial Trombodinamico, calculado como [(100 x MCF) / (100 - MCF)] / CFT. § Dados
expressos como Média + DP. T Valores de p foram calculados com o teste t de Student para amostras independentes
para varidveis continuas. Diferencas significantes estdo identificadas com letras “a”, “b” e “c” para comparacdes
entre NS vs HC, S vs HC e S vs NS, respectivamente.
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5.2.3 Performance dos pardmetros tromboelastométricos como possiveis biomarcadores para

classificar pacientes COVID-19

Ap6s a descri¢do do perfil tromboelastométrico da amostra, a préxima etapa envolveu
avaliar a aplicabilidade de pardmetros tromboelastométricos obtidos dos testes EXTEM,
INTEM, NATEM e FIBTEM com o intuito de classificar pacientes COVID-19 de acordo com
a gravidade da doenca e estes em relagdo a individuos normais.

Em uma primeira andlise, foram selecionados parametros que tivessem apresentado
Acurécia Global de moderada a alta, indicados por AUC > 0,7.

Com esse critério, treze parametros foram selecionados para andlises subsequentes,

primeiramente para classificar pacientes COVID-19 versus controles normais (HC):

o EXTEM: CT, ALPHA, CFT, MCF e TPI;
e INTEM: MCF e TP,
e NATEM: CT, ALPHA, CFT, MCF e TPI;

e FIBTEM: MCF (Tabela 5 em negrito).

Para separar pacientes nao-graves de graves, outros treze parametros apresentaram AUC > 0,7:

EXTEM: ALPHA, CFT, MCF e TP,

INTEM: ALPHA, CFT, MCF e TPI;

NATEM: ALPHA, CFT, MCF e TPI;

FIBTEM: MCF (Tabela 5 em negrito).

Na comparagio entre ndo-graves e controles normais, outros trés pardmetros mostraram

Acuracia Global de moderada a alta (AUC > 0,7):

e EXTEM: CT;

e NATEM: CT e MCF (Tabela 6 em negrito).

Finalmente, dezesseis parametros mostraram Acuracia Global moderada a elevada

(AUC > 0,7) para distinguir pacientes graves de controles normais:
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e EXTEM: CT, ALPHA, CFT, MCF e TP,
e INTEM: CT, ALPHA, CFT, MCF e TPI;
e NATEM: CT, ALPHA, CFT, MCF e TPI;

e FIBTEM: MCF do FIBTEM (Tabela 6 em negrito).

Todos os pardmetros selecionados acima foram utilizados para novas andlises e
construgio de um modelo de predigio (4.13.2 Criagdo de Arvores de Decisio) para distinguir

pacientes ndo-graves de graves e estes, dos controles normais.



Tabela 5. Performance dos pardmetros tromboelastométricos como biomarcadores para classificar pacientes COVID-19

DIAGNOSTICO PROGNOSTICO
PARAMETROS HC x COVID COVID (NS x S)
AUC Se Sp LR LR AUC Se Sp
(%) (%) (-) (+) (%) (%)
EXTEM
cT 0,7 (0,6-0,9) 46 (31-63) 100 (66-100) 0,5 +00 0,6 (0,5-0,8) 86 (64-97) 40 (19-64)
ALPHA 0,7 (0,5-0,8) 51 (35-67) 89 (52-98) 0,6 4,6 0,8 (0,7-0,9) 81(58-94) 80 (56-94) 4,0
CFT 0,7 (0,6-0,8) 78 (49-80) 78 (40-97) 04 3,0 0,8 (0,6-0,9) 62 (39-82) 90 (68-99) 6,2
MCF 0,7 (0,5-0,8) 44 (29-60) 89 (52-98) 0,6 4,0 0,8 (0,6-0,9) 62 (39-82) 85 (62-97) 4,1
ML 0,6 (0,4-0,7) 15 (6-29) 100 (66-100) 0,9 +o0 0,6 (0,4-0,8) 14 (3-36) 100 (83-100)
TPI 0,7 (0,5-0,8) 61 (45-76) 78 (40-97) 0,5 2,7 0,8 (0,6-0,9) 62 (39-82) 90 (68-99) 6,2
INTEM
CcT 0,6 (0,5-0,8) 76 (60-88) 56 (21-86) 0,4 1,7 0,6 (0,4-0,8) 62 (39-82) 70 (46-88)
ALPHA 0,6 (0,5-0,8) 68 (52-82) 67 (30-92) 0,5 2,1 0,7 (0,6-0,9) 91 (70-99) 55 (32-77) 2,0
CFT 0,6 (0,5-0,8) 71 (55-84) 67 (30-92) 0,4 2,1 0,8 (0,6-0,9) 91 (70-99) 55 (32-77) 2,0
MCF 0,7 (0,5-0,8) 76 (60-88) 56 (21-86) 04 1,7 0,8 (0,6-0,9) 67 (43-85) 80 (56-94) 33
ML 0,6 (0,4-0,7) 22 (11-38) 100 (66-100) 0,8 +0o 0,5 (0,4-0,7) 95 (76-99) 25 (9-49) 1,3
TPI 0,7 (0,5-0,8) 73 (57-86) 67 (30-92) 04 2,2 0,8 (0,6-0,9) 71 (48-89) 70 (46-88) 2,4
NATEM
CcT 0,8 (0,6-0,9) 56 (40-72) 89 (52-98) 0,5 51 0,5 (0,4-0,7) 57 (34-78) 60 (36-81) 1,4
ALPHA 0,8 (0,6-0,9) 42 (26-58) 100 (66-100) 0,6 +00 0,8 (0,6-0,9) 81 (58-94) 70 (46-88) 2,7
CFT 0,8 (0,6-0,9) 44 (29-60) 100 (66-100) 0,6 400 0,8 (0,6-0,9) 91 (70-99) 60 (36-81) 2,3
MCF 0,8 (0,6-0,9) 76 (60-88) 67 (30-92) 04 2,3 0,8 (0,7-0,9) 86 (64-97) 65 (41-85) 2,5
ML 0,6 (0,4-0,7) 15 (6-29) 100 (66-100) 0,9 +o0 0,5 (0,3-0,7) 86 (64-97) 25 (9-49) 1,1
TPI 0,8 (0,6-0,9) 47 (31-63) 100 (66-100) 0,5 +00 0,8 (0,7-0,9) 71 (48-89) 90 (68-99) 71
FIBTEM
MCF 0,8 (0,6-0,9) 68 (52-82) 89 (52-98) 04 6,2 0,9 (0,8-1,0) 76 (53-92) 90 (68-99) 3 7,6
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HC = Controles Normais (n=09); COVID = Pacientes com infec¢do pelo SARS-Cov-2 (n=41); NS = Pacientes
ndo-graves com COVID-19 (n=20); S = Pacientes graves com COVID-19 (n=21); AUC = Area sob a Curva
ROC; Se = Sensibilidade; Sp = Especificidade; LR = Razio de Verossimilhanga positiva e negativa. Analise das
vias Extrinseca (EXTEM) e Intrinseca (INTEM) da coagulagdo, Teste ndo-ativado (NATEM) e avaliagdo
funcional do fibrinogénio (FIBTEM). CT = Tempo de Coagulagédo, expresso em segundos; ALPHA = angulo
Alfa, expresso em °; CFT = Tempo de Formagdo do Coagulo, expresso em segundos; MCF = Firmeza Méaxima
do Codagulo, expressa em mm; ML = Lise Maxima, expressa em % e TPI = Indice do Potencial Trombodindmico,
calculado como: [(100 x MCF) / (100 - MCF)] / CFT.*Pontos de corte: HC x COVID: EXTEM = CT > 66;
ALPHA >78; CFT < 70; MCF > 69; ML > 9; TP1 >2,9; INTEM = CT < 196; ALPHA > 77; CFT < 63; MCF >
63; ML > 11; TPI > 2,.8; NATEM = CT < 255; ALPHA > 75; CFT <72; MCF > 63; ML > 11; TPI >29 ¢
FIBTEM = MCF > 22. *Pontos de corte: NS x S: EXTEM = CT > 57; ALPHA > 78; CFT < 56; MCF > 70; ML
<2; TPI > 4; INTEM = CT < 175; ALPHA > 77; CFT < 62; MCF > 67; ML < 12; TP1 > 3,4; NATEM = CT <
252; ALPHA > 74; CFT <90; MCF > 64; ML > 4; TPI > 3,1 ¢ FIBTEM = MCF > 27. Parametros com AUC >
0,7 foram sublinhados e negritados para analises subsequentes.



Tabela 6. Performance dos pardmetros tromboelastométricos como biomarcadores para avaliar a evolugdo de pacientes COVID-19
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PROGNOSTICO PROGNOSTICO
PARAMETROS" HC x NS HC xS
AUC Se Sp LR LR AUC Se Sp LR LR
(%) (%) () (+) (%) (%) (-) (+)
EXTEM
CT 0,7 (0,5-0,8) 40 (19-64) 100 (66-100) 02 #o0 0,8 (0,6-0,9) 52 (30-74) 100 (66-100) 05 400
ALPHA 0,5 (0,3-0,7) 10 (2-32) 100 (66-100) 0,9 +oo 0,9 (0,7-1,0) 81 (58-94) 89 (52-98) 0.2 3
CFT 0,6 (0,4-0,8) 55 (33-77) 78 (40-97) 0,6 2,5 0,8 (0,6-0,9) 90 (70-99) 67 (30-92) 01 2,7
MCF 0,5 (0,3-0,7) 10 (2-32) 100 (66-100) 0,9 +oo 0,8 (0,6-0,9) 67 (43-85) 89 (52-98) 04 6
ML 0,6 (0,4-0,8) 20 (6-44) 100 (66-100) 0,8 teo 0,5(0,3-0,7) 57 (34-78) 56 (21-86) 0,8 13
TPI 0,6 (0,4-0,7) 50 (27-73) 78 (40-97) 0,6 2,3 0,8 (0,6-0,9) 67 (43-85) 89 (52-98) 04 6
INTEM
CT 0,6 (0,4-0,8) 70 (46-88) 56 (21-86) 0,2 +oo 0,7 (0,5-0,8) 81 (58-94) 56 (21-86) 0,3 18
ALPHA 0,5(0,3-0,7) 85 (62-97) 33 (8-70) 0,5 13 0,8 (0,6-0,9) 90 (70-99) 67 (30-92) 0,1 2,7
CFT 0,5 (0,3-0,7) 85 (62-97) 33 (8-70) 0,5 13 0,8 (0,6-0,9) 90 (70-99) 67 (30-92) 0,1 2,7
MCF 0,5 (0,3-0,7) 45 (23-68) 67 (30-92) 0,8 14 0,8 (0,6-0,9) 95 (76-99) 56 (21-86) 0,1 2,1
ML 0,6 (0,4-0,8) 25 (9- 49) 100 (66-100) 0,8 $ED 0,5 (0,4-0,7) 19 (6-42) 100 (66-100) 0,8 9ED
TPI 0,5 (0,3-0,7) 55 (32-77) 67 (30-92) 0,7 17 0,8 (0,6-0,9) 90 (70-99) 67 (30-92) 01 2,7
NATEM
CT 0,8 (0,6-0,9) 40 (19-64) 100 (66-100) 056 *oo 0,8 (0,6-0,9) 48 (26-70) 100 (66-100) 05 fiad
ALPHA 0,6 (0,4-0,8) 95 (75-99) 33 (8-70) 0,2 14 0,9 (0,7-1,0) 81 (58-94) 78 (40-97) 0,2 3,6
CFT 0,6 (0,4-0,8) 85 (62-97) 44 (14-79) 0,3 15 0,9 (0,7-1,0) 62 (39-82) 100 (66-100) 0,4 hiad
MCF 0,7 (0,5-0,8) 85 (62-97) 44 (14-79) 03 15 0,9 (0,7-1,0) 86 (64-97) 78 (40-97) 0.2 39
ML 0,6 (0,4-0,8) 20 (6-44) 100 (66-100) 0,2 teo 0,5 (0,4-0,7) 86 (64-97) 33 (8-70) 0,4 13
TPI 0,6 (0,5-0,8) 85 (62-97) 56 (21-86) 0,3 19 0,9 (0,7-1,0) 71 (48-89) 100 (66-100) 03 #o0
FIBTEM
MCF 0,6 (0,4-0,8) 40 (19-64) 89 (52-98) 0,7 3,6 1,0 (0,8-1,0) 95 (76-99) 89 (52-98) 01 86
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HC = controles normais (n=09); COVID = Pacientes com infecgdo por SARS-Cov-2 (n=41); NS = Pacientes nédo-
graves com COVID-19 (n=20); S = Pacientes graves com COVID-19 (n=21); AUC = Area sob a Curva ROC; Se
= Sensibilidade; Sp = Especificidade; LR = Razdo de Verossimilhanga positiva ¢ negativa. Analise das vias
Extrinseca (EXTEM) e Intrinseca (INTEM) da coagulagao, teste ndo-ativado (NATEM) e avaliagdo funcional do
fibrinogénio (FIBTEM). CT = Tempo de Coagulagdo, expresso em segundos; ALPHA = angulo Alfa, expresso
em °; CFT = Tempo de Formagao do Coagulo, expresso em segundos; MCF = Firmeza Maxima do Coagulo,
expressa em mm; ML = Lise Méxima, expressa em % e TPI = Indice do Potencial Trombodinamico, calculado
como: [(100 x MCF) / (100 - MCF)] / CFT. *Pontos de corte: HC x NS: EXTEM = CT > 66; ALPHA < 65; CFT
<70; MCF <53; ML > 9; TP1 >2,9; INTEM = CT < 191; ALPHA <79; CFT >49; MCF < 61; ML > 11; TP1 >
2,8; NATEM = CT < 223; ALPHA > 61; CFT < 130; MCF > 59; ML > 11; TPI1 > 1,1 e FIBTEM = MCF > 22.
*Pontos de corte: HC x S: EXTEM = CT > 66; ALPHA > 78; CFT <72; MCF > 69; ML < 6; TPI > 3,7, INTEM
=CT <£196; ALPHA > 77; CFT < 62; MCF > 63; ML > 11; TPI > 2,8; NATEM = CT < 240; ALPHA > 74; CFT
< 72; MCF > 64; ML > 4; TPI > 2,9 ¢ FIBTEM = MCF > 22. Parametros com AUC > 0,7 foram sublinhados e
negritados para analises subsequentes.
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5.2.4 Arvores de Decisdo propostas para classificar pacientes COVID-19 de acordo com a

gravidade da doenga

Os parametros que mostraram AUC > 0,7 foram utilizados para constru¢do de uma
proposta de algoritmos que pudessem separar os grupos de individuos analisados (Figura 14).
Essas Arvores de Decisdo foram restritas a um atributo raiz e no maximo um atributo ramo,
com o intuito de manter a simplicidade e facilidade de uso pratico, mas mantendo a capacidade
de separar os individuos com a maior acuracia possivel. Foram realizadas 04 grupos de

comparacoes:

e HC versus COVID-19 (Figura 14A);
e HC versus NS (Figura 14B);
e HC versus S (Figura 14C);

e NS versus S (Figura 14D).

As curvas ROC e TG-ROC utilizadas em cada raiz ou atributo ramo, nas comparagdes
realizadas, foram apresentadas nas Figuras 15 e 16 com os respectivos descritores
Sensibilidade, Especificidade, AUC, Razdes de Verossimilhanga positiva e negativa e pontos
de corte utilizados.

O algoritmo para separar pacientes COVID de controles normais propds o uso do MCF
do FIBTEM (com ponto de corte de 22mm) e o CT do EXTEM (ponto de corte de 66s) como
atributos raiz e do primeiro ramo, respectivamente, com elevada acuracia final (80%, LOOCV
80%) (Figura 14A). No atributo raiz, FIBTEM-MCF > 22m, foi possivel identificar
corretamente 68% dos pacientes COVID (28 de 41 pacientes). Aqueles com FIBTEM-MCF <
22mm passaram pelo segundo atributo, EXTEM-CT, que foi capaz de separar 89% (08 de 09
individuos) dos controles normais com valores menores ou iguais a 66s.

Para distinguir os ndo-graves de controles normais (NS vs HC) os parametros
selecionados foram CT do EXTEM (ponto de corte de 66s) e CT do NATEM (ponto de corte

de 223s) como atributos raiz e primeiro ramo, respectivamente, com alta acuracia final (83%,
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LOOCV=83%) (Figura 14B). 40% dos individuos nao-graves (08 de 20 pacientes) foram
identificados com EXTEM-CT maior que 66s. Passando para o segundo atributo, NATEM-CT,
100% dos controles normais (09 de 09 voluntarios) foram corretamente identificados com
valores > 223s, enquanto outros 35% dos ndo-graves (07 de 20 pacientes) foram separados com
valores < 223s.

A diferenciagdo de pacientes graves e controles normais (S vs HC) foi obtida com
elevada acuracia (93%, LOOCV 93%) utilizando-se o MCF do FIBTEM (ponto de corte de
22mm) como atributo raiz unico (Figura 14C). Nessa avaliagdo, 95% dos pacientes graves (20
de 21 pacientes) foram corretamente identificados com valores > 22mm enquanto 89% dos
controles normais (08 de 09 individuos) mostraram valores menores ou iguais a 22mm.

Adicionalmente, a diferenciagdo entre nao-graves e graves (NS vs S) foi possivel
utilizando-se também um unico atributo raiz, no caso o MCF do FIBTEM com ponto de corte
de 27mm, com elevada acuracia (83%, LOOCYV 83%) (Figura 14D). Nesse caso, 76% dos casos
graves (16 de 21 pacientes) foram corretamente identificados com valores maiores que 27mm,
enquanto 90% dos casos ndo-graves (18 de 20 pacientes) puderam ser identificados com valores

menores ou iguais ao ponto de corte.



Proposta de Arvore de Decisdo com Pardmetros Tromboelastométricos para Diferenciar

Pacientes COVID-19 de Acordo com a Gravidade da Doenga
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Figura 14: Proposta de Arvore Decisdo com parametros tromboelastométricos para diferenciar pacientes COVID-
19 de acordo com a gravidade da doenca. Arvores de Decisio foram construidas com parimetros
tromboelastométricos para diferenciar (A) controles normais de pacientes COVID-19 (HC x COVID); (B)
controles normais de pacientes ndo-graves (HC x NS); (C) controles normais de pacientes graves (HC x S); e (D)
pacientes ndo-graves de graves (NS x S). Os numeros nos ramos indicam os pontos de corte utilizados para
classificar cada grupo. A acuracia global e valores de Leave-One-Out-Cross-Validation (LOOCV) estdo ilustrados
na figura. FIBTEM-MCF = Firmeza Maxima do Coagulo na avaliagdo funcional do fibrinogénio; EXTEM-CT =
Tempo de Coagulacdo na avaliagdo da via extrinseca; NATEM-CT = Tempo de Coagulagdo na avaliagdo de
ativacdo endogena da hemostasia. HC = controles normais; NS = pacientes ndo-graves com COVID-19; S =
pacientes graves com COVID-19.
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Figura 15: Curvas ROC e TG-ROC utilizadas para construgdo das Arvores de Decisdo. Curvas ROC foram
construidas para determinagdo dos valores de pontos de corte para cada parametro tromboelastométrico, assim
como para a determinacdo de indices de desempenho: Acuracia Global (AUC), Sensibilidade (Se), Especificidade
(Sp), Razdes de Verossimilhanga positiva (LR+) e negativa (LR-). A seguir, curvas TG-ROC foram elaboradas
para melhor visualizagdo dos pontos de corte escolhidos. (1) controles normais x COVID-19 (HC x COVID) ¢ (2)
pacientes ndo-graves x graves (NS x S). FIBTEM-MCF = Firmeza Maxima do Coagulo na avaliagdo funcional do
fibrinogénio; EXTEM-CT = Tempo de Coagulagdo na avaliagdo da via extrinseca; NATEM-CT = Tempo de
Coagulagdo na avaliagdo de ativacdo endogena da hemostasia. HC = controles normais; NS = pacientes ndo-graves
com COVID-19; S = pacientes graves com COVID-19; COVID = grupo de todos os pacientes com COVID-19,
graves e nao-graves.
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Figura 16: Curvas ROC e TG-ROC utilizadas para construgdo das Arvores de Decisdo. Curvas ROC foram
construidas para determina¢do dos valores de pontos de corte para cada pardmetro tromboelastométrico, assim
como para a determinacdo de indices de desempenho: Acuracia Global (AUC), Sensibilidade (Se), Especificidade
(Sp), Razdes de Verossimilhanga positiva (LR+) e negativa (LR-). A seguir, curvas TG-ROC foram elaboradas
para melhor visualizagdo dos pontos de corte escolhidos. (1) controles normais x COVID-19 ndo-graves (HC x
NS) e (2) controles normais x COVID-19 graves (HC x S). FIBTEM-MCF = Firmeza Maxima do Coagulo na
avaliagdo funcional do fibrinogénio; EXTEM-CT = Tempo de Coagulacdo na avaliagdo da via extrinseca;
NATEM-CT = Tempo de Coagulagdo na avaliacdo de ativagdo enddgena da hemostasia. HC = controles normais;
NS = pacientes ndo-graves com COVID-19; S = pacientes graves com COVID-19.
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5.2.5 Analise passo-a-passo para classificar pacientes COVID-19 de acordo com a gravidade

da doenga

Os algoritmos propostos para a classificagdo dos pacientes COVID-19 em subgrupos
foram também representados como uma analise passo-a-passo em um grafico de dispersao
(Figura 17).

A andlise passo-a-passo para classificar individuos entre normais e COVID-19
compreendeu duas etapas sucessivas, incluindo MCF do FIBTEM seguido pelo CT do EXTEM.
Na primeira analise, foi possivel classificar com precisdo 28 dos 41 pacientes, com uma
classificagdo errada de um controle normal, utilizando-se como ponto de corte valores maiores
do que 22mm para os pacientes. Amostras com MCF do FIBTEM abaixo de 22mm foram
novamente analisadas, agora pelo perfil do CT do EXTEM. Os resultados desse parametro
quando menores ou iguais a 66 segundos, classificaram 08/08 como controles normais com
falha na classificacdo de 09/13 pacientes COVID (Figura 17A). De maneira geral, a analise

passo-a-passo classificou corretamente 40 dos 50 individuos.

Para separar pacientes ndo-graves de controles normais (NS vs HC), foram utilizadas
também duas etapas: primeiramente CT do EXTEM, seguido pelo CT do NATEM. No primeiro
passo, o modelo matematico separou com acuracia 08 de 20 pacientes ndo-graves, sem qualquer
falha de classificag¢do, adotando-se como ponto de corte valores maiores do que 66s como sendo
pacientes. Amostras com CT do EXTEM menores ou iguais a 66 segundos foram novamente
avaliadas, agora pelo CT do NATEM. Nesse parametro, valores menores ou iguais a 223
segundos foram utilizados para classificar 07/12 como ndo-graves, sem nenhum erro de
classificagdo. Amostras com CT do NATEM maiores que 223 segundos foram categorizadas
como controles normais (HC), com 5 falhas de classificacdo (Figura 17B). No geral, a anélise

separou corretamente 24 de 29 individuos.

O algoritmo para distinguir pacientes graves de controles normais (S vs HC), se valeu
de somente um parametro, o MCF do FIBTEM. O modelo matematico classificou, com

acuracia, amostras com valores maiores do que 22mm como pacientes graves, com 20 acertos
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de 21 casos possiveis e uma falha de classificagdo de um controle normal como paciente grave

(Figura 17C).

Igualmente, para separar pacientes ndo-graves de graves, o algoritmo sugeriu um Unico
parametro, o MCF do FIBTEM, com ponto de corte de 27mm. Com valores maiores, 16 de 21
pacientes foram corretamente classificados como graves, com somente 2 falhas de separagao

de ndo-graves como graves (Figura 17D).
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Andlise Progressiva com Parametros Tromboelastométricos para Classificar Pacientes COVID-19 de Acordo com a Gravidade da Doenca
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Figura 17. Analise passo-a-passo com parametros tromboelastométricos para classificar pacientes COVID-19 de
acordo com a gravidade da doenga. Graficos de dispersdo ilustrando analises em dois passos ou em um inico passo
das propostas para diferenciar (A) controles normais de pacientes COVID-19 (HC x COVID); (B) controles
normais de pacientes ndo-graves (HC x NS); (C) controles normais de pacientes graves (HC x S); e (D) pacientes
ndo-graves de graves (NS x S). As linhas pontilhadas representam os pontos de corte selecionados da analise de
curvas ROC com a maxima acuracia global (AUC). Na analise passo-a-passo, a regido com fundo cinza evidencia
as amostras usadas no segundo passo. As proporc¢des de classificagcdes corretas estdo representadas nas figuras.
FIBTEM-MCF = Firmeza Maxima do Coagulo na avalia¢do funcional do fibrinogénio; EXTEM-CT = Tempo de
Coagulagdo na avaliacdo da via extrinseca; NATEM-CT = Tempo de Coagulacdo na avaliagdo de ativagdo
enddgena da hemostasia. HC = controles normais; NS = pacientes ndo-graves com COVID-19; S = pacientes
graves com COVID-19; COVID = grupo de todos os pacientes com COVID-19, graves e ndo-graves.
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6 DISCUSSAO

6.1 POPULACAO AVALIADA

6.1.1 Tamanho da amostra

Ao se iniciar esse estudo, o principal objetivo era descrever o perfil tromboelastométrico
de pacientes com formas leves pois em pacientes graves, ja haviam sido descritas alteragdes
nesse exame.’” 8 A hipétese era de que uma doenga com caracteristicas de elevada ativagdo
inflamatoria, possivelmente deveria levar a alteragdes na hemostasia, mesmo em individuos
oligossintomaticos devido a intensa inter-relacdo entre sistemas imunologico / inflamatorio e
sistema de coagulagao.

E para acrescentar mais dados a informacdo existente, optou-se por adicionar a
avaliacdo nao ativada do ROTEM®, o NATEM, partindo-se da teoria de que quadros
infecciosos com elevada producao de citocinas poderiam induzir a expressao anomala de Fator
Tecidual e, assim, ativar a coagulagdo na auséncia de ativadores exogenos.

Decidindo-se o que avaliar, abordou-se o problema de haver poucos estudos com
avaliacdo do NATEM (por ser um teste nao realizado de rotina) e, quando existentes, em
pacientes portadores de sepse bacteriana. Nao havendo outra possibilidade, escolhemos
trabalho de Adamzik et al®’ como base de valores de pardmetros do NATEM para calcular o
tamanho de nossa amostra.

Dessa forma, obtivemos calculo de 11 pacientes em cada grupo de individuos doentes.
Para efeito de comparagdo, resolveu-se testar uma amostra minima de voluntarios normais na

populacao brasileira.

6.1.2 Momento da coleta

Nossa amostra foi caracterizada como de conveniéncia pois foi composta com os
individuos que aceitavam participar do estudo apds procurarem atendimento em um dos
hospitais publicos de referéncia para COVID-19 no Distrito Federal, durante o periodo que

ficou conhecido como “Primeira Onda da COVID-19”, entre agosto e setembro de 2020.
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O momento de coleta da amostra também gerou discussdo pois os Protocolos da época
recomendavam a coleta do PCR entre 3-5 dias de inicio dos sintomas. Na pratica, observamos
que muitas vezes os pacientes ndo sabiam referir quando os sintomas haviam se iniciado,
gerando incerteza na estruturacdo do estudo. A op¢do para padronizacdo foi realizar o teste
ROTEM® entre 7-10 do resultado positivo no PCR. Dessa forma, todos os individuos incluidos

teriam um marco objetivo de inclusdo no estudo.

6.1.3 Descricdo da amostra

Nao observamos diferenca na apresentacao por sexo entre nossos grupos de pacientes,
apesar de estudos populacionais mostrarem certa preferéncia quanto ao sexo masculino com
60% dos casos.* Uma possivel explicagdo para essa ocorréncia foi que se percebeu uma maior
vontade em participar do estudo entre os pacientes do sexo feminino. A maioria das negativas
foram recebidas de homens.

Também nao observamos diferencas entre as idades medianas de nossos pacientes.

Descri¢des epidemiologicas citam idade média em torno dos 50 anos,'%

compativel com a
idade de nossa amostra.

Entre os fatores de risco classicamente considerados para COVID-19 mais grave,
encontram-se a hipertensao, diabetes mellitus, doengas respiratérias e cardiovasculares. Nossa
amostra de pacientes graves era composta por 48% de hipertensos, em conformidade com
médias descritas, entre 22 € 55% de incidéncia nos casos graves da doenga.'*

Quanto ao peso corporal, diversos trabalhos tém relacionado aumento do peso ou IMC
com maior incidéncia de complicagdes da COVID-19 como internagdo em UTI e intubagao
orotraqueal.!® Em trabalho recente de Lighter et al'®, em populagdo americana, os autores
descreveram cerca de 37% de sua amostra com IMC > 30. Esse dado ganha especial
importancia, quando se percebe que a prevaléncia de obesidade na populagdo americana ¢ da
ordem de 40%. Nossa amostra mostrou 62% dos pacientes graves nessa faixa de IMC e 15%
dos ndo graves. Como a populagdo brasileira tem apresentado prevaléncias crescentes de
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obesidade (cerca de 20,8% atualmente) ', nossos dados estdo em linha com o apresentado por

outros autores, corroborando a obesidade como fator de risco para a doenga.



112

Curiosamente, em nossa amostra ndo se encontrou pacientes com diabetes mellitus,
também um conhecido fator de risco para casos mais graves de COVID-19, sendo citado por
estar presente em cerca de 7-10% dos pacientes infectados em amostras populacionais.'®

A distribuicdo dos sintomas entre os grupos de pacientes graves e ndo-graves estd em

consonancia com o descrito em diversos trabalhos epidemiolégicos.!%%110

6.2 PARAMETROS TROMBOELASTOMETRICOS

A avaliagao dos disturbios da coagulacdao nao ¢ uma tarefa facil, principalmente no polo
pro-trombotico, dada a escassez de informacdes obtidas com os testes padrao da coagulagao
(TAP, TTPA). Nesse sentido, os testes viscoelasticos surgem como uma técnica promissora
para permitir a analise detalhada de todos os estagios da coagulagdo, incluindo iniciagdo (CT),
polimerizagao de fibrina (ALPHA e CFT), contribuigdes de fibrinogénio e plaquetas (MCF) e
fibrinolise (ML).37- 7195 111

Poucos estudos caracterizaram o processo coagulopatico em pacientes com COVID-19
e, desses, a maioria foi realizada em pacientes criticos. Nesses individuos, parametros
tromboelastométricos podem vir a ser uteis como biomarcadores para indicar e acompanhar a
melhor terapia anticoagulante possivel, evitando-se sobre dosagens naqueles com menor risco,
ao mesmo tempo, adequando a dosagem para aqueles com maior risco de trombose.

J& para os pacientes ndo-graves, descrever o perfil tromboelastométrico pode ser
utilizado para identificar individuos que, mesmo com quadro de sintomas leves, podem ter risco
elevado de fendmenos tromboembolicos. Nao existe ferramenta, atualmente, que permita essa
conclusdo. Na pratica, qualquer individuo com quadro leve serd tratado domiciliarmente.

No presente trabalho, caracterizamos o perfil tromboelastométrico das formas ndo
graves e graves de COVID-19 em comparagdo com controles saudaveis. Nossos achados

57.85 nas formas graves de COVID-19 com base na

mostraram um claro perfil hipercoagulante
avaliacdo dos parametros do EXTEM: aumento de ALPHA, MCF e TPI, além de reducdo do
CFT. Dessa forma, observamos pacientes cuja hemostasia mostrou uma cinética de formagao
de fibrina aumentada, aumento de fibrinogénio e por conseguinte, gerando codgulos de maior
amplitude, mais estruturados e estabilizados. Um tnico pardmetro (EXTEM-CT) nao

preencheu o diagnostico de hipercoagulabilidade, mas com valores na faixa normal.!!?
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J4 no INTEM, esse padrio hipercoagulante!'® ficou demonstrado pelo aumento do
ALPHA, MCF e TPI, além de redugdo do CFT, demonstrando, da mesma forma, aumento da
cinética de formacao do codgulo terminando com codgulos mais amplos e estaveis. Digno de
nota, que o CT se manteve dentro dos valores da normalidade, apesar de ser um parametro com
certa sensibilidade ao uso da heparina de baixo peso molecular. Seria de se esperar que
observassemos CTs mais alargados, pelo menos em alguns pacientes, devido a agdo do farmaco
anticoagulante. Como a tromboprofilaxia foi administrada a 90% dos pacientes graves incluidos
na presente investigacdo e eles ainda apresentavam um CT dentro dos valores normais,
aventamos a hipdtese de que a terapia com heparina ndo tenha sido suficiente para controlar a
tendéncia trombotica nesses pacientes. Dessa forma, a analise do INTEM poderia representar
um biomarcador relevante para prever e ajustar o manejo da tromboprofilaxia em pacientes com
COVID-19, mesmo sabendo que o INTEM nio ¢ particularmente sensivel a HBPM.!'!3-113
Estudos adicionais com um nimero maior de pacientes sdo necessdrios para confirmar a
aplicabilidade do INTEM-CT como um biomarcador para terapia de anticoagulagdo
insuficiente.

Avaliacdes anteriores dos parametros NATEM ndo foram realizadas em pacientes
COVID-19, nem graves nem ndo-graves. Perfis alterados de NATEM foram bem descritos em
pacientes com sepse bacteriana.** 1% 117 Nesses, a inducdo da expressdo do fator tecidual (FT)
em cé¢lulas mononucleares circulantes pode explicar a ocorréncia de trombos disseminados e
faléncia de multiplos 6rgdos. ** 116117 Como nenhum ativador especifico ¢ adicionado ao ensaio
NATEM, a producao de trombina serd desencadeada por FT circulante anomalamente gerado.
Nossos resultados mostraram que os pacientes com COVID-19 grave e ndo-grave apresentavam
perfis de NATEM alterados, caracterizados por encurtamento do CT, ou seja, com o processo
de ativacdo da hemostasia mais acelerado do que se esperaria. Como os pacientes ndo-graves
exibiram  este  parAmetro  tromboelastométrico  (NATEM-CT)  sugestivo  de
hipercoagulabilidade, nossos resultados sugerem que mesmo pacientes nao hospitalizados, com
formas nao-graves de COVID-19, podem apresentar risco de desenvolver eventos
tromboembolicos, o que provavelmente se deve ao aumento dos niveis circulante de FT.
Estudos adicionais em pacientes ndo-graves podem confirmar se o NATEM-CT alterado

representaria um parametro tromboelastométrico titil como preditor de pior desfecho clinico,
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permitindo uma intervengdo mais precoce a fim de evitar a evolucao para formas clinicas mais
graves.

Além dessa possivel fungdo, ¢ sabido que o NATEM ¢ mais sensivel a HBPM do que o
INTEM, logo, seria possivel postular que esse parametro poderia ser usado para gerenciar a
dosagem da quimioprofilaxia.''® Hipoteticamente, se o paciente ainda apresenta CT encurtado,
poderiamos concluir que a dose de HBPM ainda ndo seria suficiente e deveria ser ajustada até
que o CT passasse para os limites da normalidade. Outros estudos determinando a real
sensibilidade entre NATEM e HBPM poderiam ser realizados e, a partir deles, determinar a
aplicabilidade clinica do teste NATEM como parametro de gerenciamento de tromboprofilaxia.

Até onde sabemos, este ¢ o primeiro estudo na literatura a mostrar a ativagao endogena
da coagulagao usando o teste NATEM em COVID-19 nas formas ndo-graves e graves e para
descrever o distirbio de coagulacdo de pacientes ndo-graves.

A analise dos resultados do FIBTEM reforca os achados de hipercoagulabilidade acima
mencionados ¢ observados em pacientes com COVID-19 grave. Além disso, o pardmetro
FIBTEM-MCF foi capaz de diferenciar pacientes graves e ndo-graves entre si, através de
técnicas de machine learning. Nossos dados corroboram relatorios anteriores em que resultados
mais elevados de FIBTEM-MCEF foram encontrados em pacientes com COVID-19 gravemente
enfermos.'!? O fato de o fibrinogénio ser uma proteina de fase aguda, que progressivamente se

18 19 confirma os achados refletidos

eleva durante processos infecciosos e/ou inflamatérios
pela tromboelastometria. Utilizando-se os processos de machine learning desse estudo, o
FIBTEM-MCF foi o parametro tromboelastométrico que melhor se prestou a distinguir
pacientes COVID-19 pela gravidade da doenga, ja em fases iniciais da doen¢a, quando da
realizagdo dos testes desse estudo.

O TPI ¢ calculado a partir dos parametros tromboelastométricos CFT e MCF e
representa uma medida robusta do potencial trombogénico naquele momento.”! Poderia
funcionar como uma parametro Unico, capaz de distinguir pacientes com baixo ou elevado risco
de fendmenos tromboembolicos, como Dimitrova et al’! fizeram em seu estudo, com o valor
de TPI de 3,5 se relacionando positivamente com maior risco trombotico. Em nosso estudo, o
TPI foi capaz de diferenciar pacientes graves de ndo-graves e de controles saudaveis nos ensaios

EXTEM, INTEM e NATEM. Varios ensaios clinicos avaliaram biomarcadores

tromboinflamatdrios associados a mau progndstico entre pacientes com COVID-19. Até onde
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sabemos, trabalhos anteriores ndo avaliaram o parametro TPI em pacientes COVID-19. Nossos
resultados mostrando um perfil hipercoagulavel refletido pelo TPI representam novas
possibilidades para a aplicagdo de biomarcadores na terapia antitrombdtica personalizada para
COVID-19.'%

Existe a hipdtese de que uma importante reducdo da fibrindlise ocorra durante a
progressio de COVID-19, 3% 82 % ¢ que, a0 mesmo tempo, um processo de hiperfibrinélise
pulmonar local também poderia acontecer.*® Em geral, o potencial de fibrindlise foi associado
aos niveis de D-dimeros. No entanto, os niveis aumentados desses produtos de degradacao da
fibrina observados em pacientes com COVID-19 ndo estdo necessariamente associados a um
perfil de fibrinolise mais elevado, pois apenas cerca de 0,02 a 0,2% da massa de fibrinogénio ¢é
clivada.''? Seguindo-se esse raciocinio, a elevagdo dos niveis de D-dimeros seriam apenas
marcadores de ativagao aumentada da hemostasia. Nossos dados nao demonstraram diferencas
significativas na ML entre pacientes com COVID-19 grave e ndo-grave ou em relacdo aos
controles sauddveis. A faixa de normalidade da fibrindlise ¢ ampla (de até 15%) e, talvez,
valores mais baixos, proximos ao zero, pudessem ser caracterizados como uma nova categoria
de individuos, aqueles em que a fibrindlise ¢ insuficiente.

At¢ o momento, os valores de corte da tromboelastometria para definir
hipercoagulabilidade permanecem controversos. No presente estudo, apresentamos um
algoritmo de Arvore de Decisdo baseado em pontos de corte derivados de uma analise da curva
ROC para classificar os pacientes com COVID-19 de acordo com o estado clinico. O algoritmo
proposto usa uma abordagem passo a passo ou em uma unica etapa e representa uma ferramenta
objetiva para aplicagdo como um método laboratorial complementar para classificar pacientes
com COVID-19 de acordo com a gravidade da doenga. Método semelhante, poderia ser
desenvolvido com parametros da tromboelastometria para ser usado no aprimoramento da
profilaxia antitrombotica.

Caso se conseguisse relacionar algum parametro tromboelastométrico com a adequagao
de terapia tromboprofilatica, tal conduta poderia incorrer em ganhos para o individuo, que
receberia a terapia apropriada, evitando-se o subtratamento, mas também reduzindo-se a
possibilidade de eventos adversos relacionados com a terapia em excesso, como sangramentos
e as consequéncias dos mesmos. A racionalizagdo do tratamento com o uso da

tromboelastometria, apesar de gerar custo extra, poderia, em tese, ser plenamente
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contrabalancada pela redugdo de tais eventos adversos e pela possivel diminui¢do do consumo

de medicamentos tromboprofilaticos pela individualizacdo da posologia.

6.3 LIMITACOES

Apesar de termos realizado uma avaliacdo prospectiva dos casos (pelo Protocolo
TARGET), os pacientes seguiam a rotina propria de tratamento e avaliagdo disponiveis nos
servicos hospitalares em que estavam sendo assistidos. Logo, ndo foi possivel coletar dados
clinicos mais apurados como escores de SOFA, escore de Berlin e parametros laboratoriais
comumente estudados no campo das coagulopatias, como D-dimeros e outros mais complexos
como niveis de anti-trombina, fator de von Willebrand, proteinas C e S.

Como a amostra foi calculada com vistas a determinacao do aumento da cinética de
formacdo do coagulo (CFT), o nimero de individuos avaliados ¢ insuficiente para utilizarmos
alguma variavel do ROTEM® como preditor de prognéstico em individuos infectados pelo
SARS-CoV-2. Essa caracterizagdo seria uma importante ferramenta, caso pudesse prever quais
individuos evoluiriam pior, permitindo a adequagdo do tratamento.

Nao foram coletados dados quanto a ocorréncia de fendmenos tromboembolicos nessa
populagdo de pacientes.

O fato de percentual elevado de individuos graves estar em uso de heparina fracionada
pode ter levado a alteracdo do exame, notadamente nos valores do CT do teste NATEM, o mais
sensivel a esse medicamento. Nessa situagdo, esperar-se-ia um alargamento desse parametro,
induzido pelo farmaco. Em tese, como o CT ainda se encontrava encurtado, pdde-se deduzir
que a quantidade de medicagdo administrada ndo foi suficiente para contrabalangar os efeitos
da propria doenga. Assim sendo, caso os pacientes estivessem sem a terapia, esperar-se-ia uma

diferen¢a ainda mais evidente em relagdo aos ndo-graves e sadios.
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7 CONCLUSAO

e Os pacientes com COVID-19 grave exibiram um perfil de tromboelastometria com
disfuncdo da hemostasia, caracterizada por hipercoagulabilidade e que foi
significativamente diferente dos perfis de pacientes com COVID-19 ndo-grave e
controles saudaveis. Os resultados mostraram que a analise de dados TPI de EXTEM,
INTEM e NATEM foram significativamente diferentes nas formas nao-graves em

comparagdo com as formas clinicas graves;

e Os dados do NATEM sugeriram que os pacientes com COVID-19 grave e ndo-grave
apresentaram ativagdo endogena da coagulag¢do (CT e CFT reduzidos), possivelmente

pela indugdo da expressao de moléculas de Fator Tecidual;

e Os dados de nossa amostra ndo se mostraram diferentes entre os grupos graves € nao-

graves quanto a ocorréncia de fibrinolise ou mesmo de shutdown fibrinolitico;

e O perfil FIBTEM-MCF foi selecionado como um biomarcador para diferenciar
pacientes com COVID-19 grave de pacientes ndo-graves e controles saudaveis, e
apresentou acuracia moderada / elevada. Foi possivel a utilizagdo de parametros
tromboelastométricos para construgdo de Arvores de Decisdo com aplicabilidade

clinica.
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8 PERSPECTIVAS

e (Capacidade de lise do codgulo ainda constitui um campo pouco explorado nas
coagulopatias pro-tromboticas. Estudos mais amplos poderiam tentar determinar qual o
nivel de fibrindlise ou de redugdo da fibrindlise se relaciona com ocorréncia de

fendmenos tromboembolicos;

e Relacionar algum pardmetro tromboelastométrico como preditor de fendmenos

tromboembodlicos;

e Avaliar CT do NATEM ou CT do INTEM como referéncias de tromboprofilaxia

adequada.
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Abstract

In patients with severe forms of COVID-19, thromboelastometry has been reported to dis-
play a hypercoagulant pattern. However, an algorithm to differentiate severe COVID-19
patients from nonsevere patients and healthy controls based on thromboelastometry
parameters has not been developed. Forty-one patients over 18 years of age with positive
gRT-PCR for SARS-CoV-2 were classified according to the severity of the disease: nonse-
vere (NS, n=20) or severe (S, n=21). A healthy control (HC, n = 9) group was also
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examined. Blood samples from all participants were tested by extrinsic (EXTEM), intrinsic
(INTEM), non-activated (NATEM) and functional assessment of fibrinogen (FIBTEM)
assays of thromboelastometry. The thrombodynamic potential index (TPI) was also calcu-
lated. Severe COVID-19 patients exhibited a thromboelastometry profile with clear hyperco-
agulability, which was significantly different from the NS and HC groups. Nonsevere
COVID-19 cases showed a trend to thrombotic pole. The NATEM test suggested that non-
severe and severe COVID-19 patients presented endogenous coagulation activation
(reduced clotting time and clot formation time). TPI data were significantly different between
the NS and S groups. The maximum clot firmness profile obtained by FIBTEM showed mod-
erate/elevated accuracy to differentiate severe patients from NS and HC. A decision tree
algorithm based on the FIBTEM-MCF profile was proposed to differentiate S from HC and
NS. Thromboelastometric parameters are a useful tool to differentiate the coagulation profile
of nonsevere and severe COVID-19 patients for therapeutic intervention purposes.

Introduction

Patients with coronavirus disease 2019 (COVID-19) caused by severe acute respiratory syn-
drome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) have shown an increased frequency of thromboembolic
phenomena since the beginning of the pandemic, which represents a high morbidity-mortality
burden [1-3]. The pathophysiology of these findings is not fully established, although informa-
tion available to date shows that the changes in the hemostasis system seem to be triggered by
the high production of proinflammatory cytokines [1-5]. The massive production of IL-1B,
IL-6 and TNF-o, among others, leads to a parallel increase in fibrinolysis inhibitors, such as
plasminogen activator inhibitor (PAI-1) and thrombin activated fibrinolysis inhibitor (TAFI),
increased expression of tissue factor by circulating mononuclear cells and release of neutrophil
extracellular traps (NETS) [1, 4-6].

The standard tests for the evaluation of coagulopathies are activated partial thromboplastin
time (APTT), prothrombin time and activity (PTA), d-dimer and platelet count [4, 7]. How-
ever, these methods present several limitations because they only cover the initial phase of
coagulation and do not evaluate the different components involved in the dynamics of clot for-
mation. In this sense, viscoelastic methods traditionally used to monitor hemorrhagic distur-
bances have emerged as a possible tool for assessing the hemostasis profile in the thrombotic
pole of blood coagulation disorders [8, 9]. Indeed, reduced clotting time (CT) and increased
maximum clot firmness (MCF) have been used to characterize hypercoagulability conditions
[10-12]. In this scenario, the thrombodynamic potential index (TPI) [10] constitutes an alter-
native parameter for monitoring the risk of thromboembolic events by representing the global
coagulation process [8, 9, 13].

Few thromboelastometry studies have evaluated the coagulopathic process in COVID-19,
with most being performed in critically ill patients, where a prothrombotic profile is character-
ized by reduced CT and CFT along with increased MCF of functional fibrinogen (FIBTEM),
extrinsic (EXTEM) and intrinsic (INTEM) assays [14-16]. To date, whether nonsevere
patients also develop coagulation derangements, that could increase their risk of thrombotic
complications, remains undetermined. Even in severe patients, the effects of pathophysiologic
alterations on the initial stages of hemostasis have not been determined. In this regard, the use
of nonactivated temogram (NATEM) could be used as a complementary method to evaluate
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the participation of circulating tissue factor, which has been observed in patients with bacterial
sepsis [17-20].

Thromboelastometry could be a useful tool for better assessing the coagulation profile of
nonsevere and severe patients, which would help clinicians choose the most appropriate
thromboprophylaxis intervention. The aim of this study was to characterize the coagulation
process in nonsevere and severe forms of COVID-19 compared to that of healthy controls.

Our study was able to demonstrate that even nonsevere patients already show coagulation
derangements.

Patients and methods
Experimental design

The present study is part of a major investigation protocol named the TARGET project
(http://dx.doi.org/10.2196/24211): a longitudinal observational study carried out at tertiary
hospitals responsible for the care of COVID-19 patients during the pandemic in midwestern
Brazil (Hospital Regional da Asa Norte and Hospital Universitario de Brasilia, Brasilia, DF,
Brazil) [21]. This study was registered on the Brazilian Registry of Clinical Trials Platform
(ReBEC, RBR-62zdkk) and approved by the National Commission for Ethics in Research in
Brazil (CONEP, CAAE 30846920.7.0000.0008). STROBE recommendations for observational
studies were followed.

In order to avoid unnecessary manipulation of objects between healthy and sick individuals
in a pandemic situation, all study participants signed an electronic informed consent, which
was approved by our institutional review board.

Study population

Forty-one patients over 18 years of age with positive QRT-PCR for SARS-CoV-2 were recruited
and classified into two groups according to the severity of the disease. The nonsevere (NS,

n = 20) group included patients with no need for hospitalization, and the severe (S, n = 21)
group included patients with a need for hospital care due to [22]:

1. dyspnea (respiratory rate >30 respiratory incursions per minute), S
2. Sp0O2 <93% in room air,

3. PaO2/FiO2 <300 mmHg,

4. admission to the intensive care unit (ICU) or

5. need for mechanical ventilation.

Nine healthy controls (HCs, n = 9) with SARS-CoV-2-negative gRT-PCR from 5 to 7 days
before blood collection were enrolled to establish local thromboelastometric reference values
for ROTEM. The demographic parameters (age and sex) as well as the clinical records (weight,
body mass index, comorbidities, use of angiotensin receptor blockers, symptoms, chest CT,
ICU admission and treatments prescribed) are detailed in Table 1.

Peripheral venous blood (4 mL) was collected from each participant in vacuum tubes, with
3.8% citrate used as an anticoagulant. Blood sampling of COVID-19 patients was carried out
from 7 to 10 days after the diagnostic confirmation of the disease. The hemostasis assessment
included only thromboelastometric tests in a single evaluation. All tests were performed within
4 hours after blood sampling.
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Table 1. Baseline characteristics of the study participants.

Parameter” Healthy Control Non-Severe Severe
HC,n=09 NS, n =20 S,n=21
Age, Median, Min-Max 40, 23-51 39,19-70 ‘ 50, 26-76
Gender, F/M (%) 9/0 (100) 8/12 (40) 12/9 (57)
Weight, kg, mean+SD 7448 78+19 ‘ 90+16
BMI 1
<249 3(33) 6 (30) 2(9)
25-29.9 3(33) 11 (55) 6(29)
>30 3(33) 3(15) 13 (62)
Hypertension 0 (0) 0(0) ‘ 10 (48)
Obesity 3(33) 3(15) 13 (62)
Use of ARB 0(0) 4(0) | 9.(43)
Symptoms (%) ¥ — Anosmia 12 (63)
Ageusia 12 (63) Dyspnoea 17 (81)
Asthenia 12 (63) Cough 14 (67)
Headache 12 (63) Asthenia 12 (57)
Cough 11 (58) Fever 11 (52)
Chest CT (%) §
<25% 0(0) 3(15) 6(29)
25-50% 0(0) 0 (0) 8 (38)
>50% 0(0) 0 (0) 7 (33)
ICU admission (%) 0(0) 0(0) 5(24)
Treatment (%) — Azythromycin 14 (70) Corticoid 21 (100)
Corticoid 12 (60) Azithromycin 20 (95)
Enoxaparin 4 (20) Enoxaparin 19 (90)

* Data are reported as number of subjects (%), except for age (median-Min-Max), sex (F/M, %) and weight (kg, mean+SD

‘+ BMI, Body Mass Index, calculated as the ration between weight in kilograms by the square of the height in meters, considering <24.9 as healthy weight, 25-29.9 as
overweight and >30 as obese. ARB, Angiotensin Receptor Blockers.

1 Only symptoms that were present in more than 50% of the subjects were listed. Only the most frequent treatments offered to the subjects were listed.

§ Chest CT = Computed Tomography, considering the radiologist subjective evaluation of pulmonary parenchyma compromise (ground glass opacity), categorized as:
25%, 25-50% and >50%. ICU, Intensive Care Unit.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262600.t001

Inclusion criteria

COVID-19 patients treated during the pandemic in midwestern Brazil (Hospital Regional da
Asa Norte and Hospital Universitdrio de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil (between August 1* and
September 30™, 2020) were included. Confirmatory diagnosis was based on positive SARS-
CoV-2 infection results in oropharyngeal swabs by quantitative real-time polymerase chain
reaction (QRT-PCR).

Exclusion criteria

The exclusion criteria were as follows:

1. under 18 years old.

2. pregnancy.

3. thrombophilia or previous thromboembolic events.

4. previous use of anticoagulants.
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5. previous use of antiplatelet drugs
6. surgical procedures in the last 4 weeks.
7. hereditary coagulopathies and

8. psychiatric diseases that impaired the understanding of the informed consent form.

Thromboelastometry

Briefly, the ROTEM®) Delta device (Werfen, Barcelona, Spain) was used to perform the
thromboelastometric analysis following the manufacturer’s instructions (protocol available:
dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bwvbpe2n).

All tests were performed by the same experienced laboratory technician at the DASA clini-
cal laboratory, Brasilia, Brazil. The EXTEM, INTEM and NATEM outputs were analyzed to
yield the following parameters:

1. CT = clotting time, expressed in seconds.

2. ALPHA = alpha angle, expressed in %

3. CFT = clot formation time, expressed in seconds.

4. MCF = maximum clot firmness, expressed in mm; and
5. ML = maximum lysis, expressed in %.

6. The thrombodynamic potential index (TPI) was calculated as [(100 x MCF)/(100-MCF)]/
CFT [10]. In the FIBTEM assay, only MCF was considered, provided that the main function
of this test is to analyze the participation of fibrinogen in clot firmness. An illustrative over-
view of the thromboelastometry principles and parameters measured in the temograms is
displayed in Fig 1.

Statistical analysis

The sample size calculation was carried out based on a previous study of NATEM curves in
septic patients and healthy controls [23]. The G*Power software version 3.1.9.6 was used and,
considering a power of 95%, effect size d = 1.664 and a maximum type I error of 5%, yielded a
minimal sample of 11 patients in each group [24]. No data was excluded.

GraphPad Prism version 8.0.0 for Windows software (GraphPad Software, San Diego, Cali-
fornia USA, www.graphpad.com) was used for the descriptive statistical analysis. A Normal
distribution was tested with the Shapiro-Wilk test. Categorical variables were described as
absolute and relative frequencies and analyzed with the Chi-square or Fisher exact test. Con-
tinuous variables were described as the mean + SD. Multiple comparisons among groups were
performed using one-way ANOVA followed by Tukey’s test for pairwise comparisons. Two-
tailed Student’s t test was used for comparisons between nonsevere and severe patients. In all
cases, p values < 0.05 indicated statistical significance.

ROC curves were constructed using MedCalc software, Version 7.3.0.0 (Ostend, Belgium,
URL https://www.medcalc.org/), to define the cutoff values and estimate the global accuracy
based on the area under the ROC curve (AUC). Performance indices expressed as percentages
(sensitivity and specificity) were obtained for each thromboelastometric parameter in all
ROTEM tests. TG-ROC curves were assembled to confirm the selected cutoffs.

Decision trees were built using WEKA software (Waikato Environment for Knowledge
Analysis, version 3.6.11, University of Waikato, New Zealand, URL https://www.cs.waika to.
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Fig 1. Thromboelastometry method for clot evaluation. A pin that spins around its own axis is put in contact with a
citrated blood sample inside a cuvette. After recalcification and addition of a specific activator (depending upon the
test), the clotting starts, and as it becomes firmer, the spinning capacity of the axis is reduced, which is transformed by
the system in a graphic representation of the clot, with increasing amplitude. As fibrinolysis starts, the clot becomes
less firm, which is represented as a decreasing amplitude on the monitor. EXTEM: thromboplastin is the activator, and
it evaluates the extrinsic activation of coagulation; INTEM: elagic acid is the activator, and it evaluates the intrinsic
activation of coagulation; FIBTEM: thromboplastin and cytochalasin D (which inhibits platelet activity) are added, and
it only depicts the participation of fibrinogen in the clot; and NATEM: recalcified blood with no activator, it performs
a nonactivated evaluation of coagulation. Circulating tissue factors, such as those expressed on monocytes in
inflammatory states, will start the coagulation process. CT represents the clotting time (expressed in seconds), which is
the timeframe from activation until an amplitude of 2 mm, and indicates thrombin formation; ALPHA (expressed in
°) is defined as the angle between the middle axis and the tangent to the clotting curve through the 2 mm amplitude
point and represents the dynamic polymerization of fibrin; CFT represents clot formation time(expressed in seconds)
and indicates the dynamic polymerization of fibrin, and it is the timeframe between 2 mm and 20 mm of clot
amplitude; MCF represents maximum clot firmness (expressed in mm), and it indicates the maximum amplitude of
the clot and represents its main constituents, namely, fibrinogen and platelets; ML represents maximum lysis
(expressed in %), and it indicates the percentage of clot reduction after initiation of fibrinolysis. Therefore,
thromboelastometry analyzed 60 minutes after initiation depicts important information about every phase of the
coagulation process.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262600.9001

ac.nz/ml/weka/) to classify COVID patients and healthy controls based on selected thromboe-
lastometric parameters. Leave-one-out cross-validation (LOOCV) was applied to estimate the
classification accuracy and test the generalizability of the model.

The graphics (bar diagrams, scatter charts and decision trees) were generated using Micro-
soft Office Package version 2012 and GraphPad Prism software, Version 8.0.

Results
Population characteristics

Age and sex distributions were similar between the nonsevere and severe groups (p = 0.1683 and
p = 0.354, respectively). Severe patients showed significantly higher weight (21% higher) than
HCs. For BMI>30, the severe forms differed from the nonsevere forms (62% vs 15%). The per-
centage of hypertensive patients was higher in the severe than the nonsevere patients (48% vs
0%). Dyspnea, cough, and asthenia were the most frequent symptoms in severe patients, while
anosmia, ageusia and asthenia were more frequent symptoms in nonsevere patients (Table 1).

Thromboelastometry parameters in COVID-19 patients and healthy controls

A comparison of the thromboelastometric profiles of COVID-19 patients (NS+S) and healthy
controls (HC) is shown in Fig 2. The data analysis demonstrated a significant increase in CT

PLOS ONE | https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0262600 January 14, 2022 6/19

137



PLOS ONE

Thromboelastometry in COVID-19 patients

values from the EXTEM temogram of COVID-19 patients compared to HCs. Moreover,
COVID-19 patients exhibited significantly shorter CT values and higher ALPHA angle, MCF
and TPI results from the NATEM test in comparison with healthy controls. Higher MCF val-
ues from FIBTEM were also reported for COVID-19 patients compared with HCs. Regardless
of the thromboelastometric assay, differences were not observed for CFT or ML. Moreover,
the INTEM parameters did not differ between the COVID-19 patients and HCs (Fig 2). A
detailed description of the viscoelastic tests is provided in S1 Table.

Thromboelastometry parameters in COVID-19 patients according to the
disease severity

A comparative analysis of the temograms from COVID-19 patients with nonsevere or severe
forms of the disease is presented in Fig 3. The data analysis demonstrated that patients with
severe disease exhibited EXTEM results characterized by increased CT, ALPHA angle and
MCEF values and reduced CFT values compared to nonsevere patients and healthy controls.
Notably, higher TPI values from EXTEM were observed in severe patients. No difference in
the ML parameter was observed among the NS, S and HC patients (Fig 3).

An analysis of the INTEM thermogram in patients with severe disease, indicated a hyperco-
agulability profile with an increased ALPHA angle and MCF along with reduced CFT but
unaltered CT and ML compared to the nonsevere patients and healthy controls. The TPI val-
ues from the INTEM assay were also increased in the S patients compared to the NS and HC
patients (Fig 3).

Data from the NATEM thromboelastogram showed that regardless of disease severity, CT
was significantly lower in COVID-19 patients than in HCs. However, the CFT value was lower
in the S patients than the NS and HC patients. The ALPHA angle and MCF values were higher
in the S group than in the NS and HC groups. In the NATEM test, the TPI values were higher
in the S group than in the NS and HC groups (Fig 3).

The FIBTEM test showed a clear elevation of MCF values in severe patients relative to the
NS and HC groups (Fig 3).

Performance of thromboelastometry parameters as complementary
biomarkers to classify COVID-19 patients

To further explore the applicability of thromboelastometry parameters from EXTEM, INTEM,
NATEM and FIBTEM to cluster COVID-19 patients from healthy controls as well as sub-
groups of COVID-19 patients according to disease severity, the global accuracy (AUC) of each
parameter was evaluated along with other performance indices (sensibility, specificity, negative
and positive likelihood ratios) obtained from the ROC curve attributes. The results are pre-
sented in Tables 2 and 3.

A panoramic overview analysis was carried out based on AUC values higher than 0.7 as an
indicator of moderate or elevated global accuracy. Based on these criteria, thirteen parameters
were preselected for further analysis to classify COVID-19 vs HC: CT, ALPHA angle, CFT,
MCF and TPI from EXTEM; MCF and TPI from INTEM; CT, ALPHA angle, CFT, MCF and
TPI from NATEM and MCF from FIBTEM (Table 2). Additionally, thirteen attributes were
used to cluster NS from S with moderate or elevated global accuracy (AUC>0.7): including
ALPHA angle, CFT, MCF and TPI from EXTEM; ALPHA angle, CFT, MCF and TPI from
INTEM; ALPHA angle, CFT, MCF and TPI from NATEM and MCF from FIBTEM (Table 2).

Further comparisons between the HC and NS patients indicated that three parameters
exhibited moderate or elevated global accuracy (AUC>0.7): CT from EXTEM and CT and
MCEF from NATEM (Table 3). Additionally, sixteen parameters showed the ability to cluster
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Fig 2. Thromboelastometry parameters in COVID-19 patients and healthy controls. Extrinsic (EXTEM) and
intrinsic (INTEM) coagulation activity assays, nonactivated coagulation assays (NATEM) and functional assessments
of fibrinogen assays (FIBTEM) were carried out as described in the Materials and Methods. The results for COVID-19
patients (COVID, n = 41, color bars) and healthy controls (HC, n = 9, white bars) are presented as the mean

values + standard error. CT = clotting time, expressed in seconds; ALPHA = alpha angle, expressed in “; CFT = clot
formation time, expressed in seconds; MCF = maximum clot firmness, expressed in mm; ML = maximum lysis,
expressed in % and TPI = thrombodynamic potential index, calculated as [(100 x MCF)/(100-MCF)]/CFT. Significant
differences are highlighted by connecting lines and * or ** for p values <0.05 and <0.01, respectively.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262600.9002
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| Thromboelastometry Parameters in COVID-19 Patients According to the Disease Severity
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Fig 3. Thromboel Iy p s in COVID-19 patients according to disease severity. Extrinsic (EXTEM)

and intrinsic (INTEM) coagulation activity assays, nonactivated coagulation assays (NATEM) and functional
assessments of fibrinogen assays (FIBTEM) were carried out as described in the Patients and Methods. The results for
nonsevere (NS, n = 20, light color bars) and severe (S, n = 21, dark color bars) COVID-19 patients and healthy controls
(n =9, white bars) are presented as the mean values + standard error. CT = clotting time, expressed in seconds;
ALPHA = alpha angle, expressed in *; CFT = clot formation time, expressed in seconds; MCF = maximum clot
firmness, expressed in mm; ML = maximum lysis, expressed in % and TPI = thrombodynamic potential index,
calculated as [(100 x MCF)/(100-MCF)]/CFT. Significant differences are highlighted by connecting lines and *, ** or
*** for p values <0.05, <0.01 and <0.001, respectively.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262600.9003
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Table 2. Performance of thromboelastometry parameters as complementary biomarkers to segregate COVID-19 patients.

PARAMETERS DIAGNOSIS PROGNOSIS
HC x COVID COVID (NSx§)

AUC Se (%) Sp(%)  |LRC) | LR() AUC Se (%) Sp (%) RO | LR
EXTEM \ \
cr 0.7 (0.6-0.9) | 46(31-63) | 100(66-100) = 0.5 | +o0 | 06(05-0.8) | 86(64-97) | 40(19-64) | 04 |14
ALPHA 07(05-08) | 51(35-67) | 89(52-98) | 0.6 | 46 | 08(07-09) | B1(58-94) | 80(56-94) | 02 40
CFT 0.7(0.6-08) | 78(49-80) | 78(40-97) | 04 | 30 | 0.8(06-09) | 62(39-82) | 90(68-99) | 04 62
MCF 07(05-08) | 44(29-60) | 89(52-98) | 0.6 | 40 | 08(0.6-09) | 62(39-82) | 85(62-97) | 05 |41
ML 0.6(04-07) | 15(6-29) | 100(66-100) | 09 | +oc | 0.6(04-08) | 14(3-36) | 100(83-100) | 09 |40
TPI 0.7(05-08) | 61(45-76) | 78(40-97) | 05 27 | 08(06-09) | 62(39-82) | 90(68-99) | 04 62
INTEM
cr 0.6(05-0.8) | 76(60-88) | 56 (21-86) 0.4 17 | 06(04-08) | 62(39-82) | 70(46-88) | 05 |21
ALPHA 06(05-08) | 68(52-82) | 67(30-92) 05 21 | 0700609 | 91(70-99) | 55(32-77) | 02 |20
CFT 0.6(05-08) | 71(55-84) | 67(30-92) 0.4 21 | 08(06-09) | 91(70-99) | 55(32-77) | 02 |20
MCF 0.7 (05-0.8) | 76(60-88) | 56(21-86) | 04 | 17 | 0.8(0.6-0.9) | 67(43-85) | 80(56-94) | 04 |33
ML 0.6(04-07) | 22(11-38) | 100(66-100) | 08 | +oo | 05(04-07) | 95(76-99) | 25(9-49) 02 |13
TPI 07(05-08) | 73(57-86) | 67(30-92) | 04 | 22 | 08(0.6-09) | 71(48-89) | 70(46-88) | 04 |24
NATEM \ \
cr 0.8(0.6-0.9) | 56(40-72) | 89(52-98) | 05 | 51 | 05(04-07) | 57(34-78) | 60(36-81) | 07 |14
AA 0.8(0.6-09) | 42(26-58) & 100(66-100) = 0.6 | +oo | 0.8(0.6-09) | 81(58-94) | 70(46-88) | 03 27
CFT 0.8(0.6-0.9) | 44(29-60) | 100(66-100) | 0.6 | +o0 | 0.8(0.6-0.9) | 91(70-99) | 60(36-81) | 02 |23
MCF 0.8(0.6-09) | 76(60-88) | 67(30-92) | 04 | 23 | 0.8(07-09) | 86(64-97) | 65(41-85) | 02 25
ML 0.6(04-07) | 15(6-29) | 100(66-100) | 09 | +oc | 05(03-07) | 86(64-97) | 25(9-49) 06 |11
TPI 0.8(0.6-09) | 47(31-63) | 100(66-100) = 05 | +oo | 0.8(07-09) | 71(48-89) | 90(68-99) | 03 7.1
FIBTEM
MCE 0.8(0.6-09) | 68(52-82) & 89(52-98) | 04 | 62 | 09(08-10) | 76(53-92) | 90(68-99) | 03 7.6

HC = Healthy controls (n = 09); COVID = Patients with SARS-Cov-2 infection (n = 41); NS = Non-Severe COVID patients (n = 20); S = Severe COVID patients
(n=21); AUC = Area under the ROC curve; Se = Sensitivity; Sp = Specificity. Extrinsic (EXTEM) and Intrinsic (INTEM) coagulation activity assay, Non-Activated

coagulation assay (NATEM) and functional assessment of Fibrinogen assay (FIBTEM). CT = clotting time, expressed in seconds; ALPHA = alpha angle, expressed in o;

CFT = clot formation time, expressed in seconds; MCF = maximum clot firmness, expressed in mm; ML = maximum lysis, expressed in % and TPI = thrombodynamic
potential index, calculated as: [(100 x MCF) / (100-MCF)] / CFT.*Cut-offs HC x COVID: EXTEM = CT>66; ALPHA >78; CFT<70; MCF>69; ML>9; TP1>2.9;
INTEM = CT<196; ALPHA>77; CFT<63; MCF>63; ML>11; TPI>2.8; NATEM = CT<255; ALPHA>75; CFT<72; MCF>63; ML>11; TPI>2.9 and

FIBTEM = MCF>22. *Cut-offs NS x S: EXTEM = CT>57; ALPHA>78; CFT<56; MCF>70; ML<2; TPI>4; INTEM = CT<175; ALPHA>77; CFT<62; MCF>67;
ML<12; TPI>3.4; NATEM = CT<252; ALPHA>74; CFT<90; MCF>64; ML>4; TPI>3.1 and FIBTEM = MCF>27. Attributes with AUC >0.7 were highlighted by

bold underline format and pre-selected for further analysis.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262600.t002

severe patients from HC with moderate/elevated global accuracy (AUC>0.7): CT, ALPHA
angle, CFT, MCF and TPI from EXTEM; CT, ALPHA angle, CFT, MCF and TPI from
INTEM; CT, ALPHA angle, CFT, MCF and TPI from NATEM and MCF from FIBTEM
(Table 3). The preselected parameters underscored in Tables 2 and 3 were considered for fur-
ther analysis.

Decision tree algorithm proposed to classify COVID-19 patients according
to disease severity

Considering the preselected thromboelastometry attributes with moderate/elevated global
accuracy, decision tree algorithms were constructed to classify COVID-19 patients, and the
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Table 3. Performance of thromboelastometry parameters as complementary biomarkers to prognosis of SARS-Cov2 infection according to disease severity.

PARAMETERS’ PROGNOSIS PROGNOSIS
HCxNS HCxS

AUC Se (%) Sp (%) LR() | LR(+) AUC Se (%) Sp (%) LR() | IR(+)
EXTEM \
cr 0.7(0.5-0.8) | 40(19-64) | 100(66-100) | 0.2 | +oo | 0.8(0.6-0.9) | 52(30-74) | 100(66-100) | 05 | +oo
ALPHA 05(03-07) | 10(2-32) | 100(66-100) | 09 to0 | 09(07-10) | 81(58-94) | 89(52-98) 02 7.3
CFT 0.6(04-08) | 55(33-77) | 78 (40-97) 06 25 | 08(0.6-09) | 90(70-99) | 67(30-92) | 0.1 27
MCF 05(03-07) | 10(2-32) | 100(66-100) | 09 tco | 08(0.6-09) | 67(43-85) | 89(52-98) | 04 6
ML 0.6(04-0.8) | 20(6-44) | 100(66-100) | 08 +00 | 05(0.3-07) | 57(34-78) | 56(21-86) 08 L3
TPI 0.6(04-07) | 50(27-73) | 78 (40-97) 06 23 | 08(06-09) | 67(43-85)  89(52-98) | 04 6
INTEM
cr 0.6(04-08) | 70(46-88) | 56 (21-86) 02 t00 | 07(05-08) | 81(58-94)  56(21-86) | 03 18
ALPHA 05(03-07) | 85(62-97) | 33(8-70) 05 13 | 08(06-0.9) | 90(70-99) | 67(30-92) | 01 27
CFT 05(03-07) | 85(62-97) | 33(8-70) 05 13 | 08(0.6-0.9) | 90(70-99) | 67(30-92) | 0.1 27
MCF 05(03-07) | 45(23-68) | 67 (30-92) 08 14 | 08(06-0.9) | 95(76-99) | 56(21-86) | 0.1 21
ML 0.6(04-08) | 25(9-49) | 100(66-100) | 08 too | 05(04-07) | 19(6-42) | 100(66-100) | 0.8 +00
TPI 05(03-07) | 55(32-77) | 67 (30-92) 07 17 | 08(06-0.9) | 90(70-99) | 67(30-92) | 01 27
NATEM |
cT 0.8(0.6-0.9) | 40(19-64) | 100(66-100) | 0.6 | +oo | 0.8(0.6-0.9) | 48(26-70) | 100(66-100) | 05 | +oo
ALPHA 0.6(04-08) | 95(75-99) | 33(8-70) 02 14 | 09(07-10) | 81(58-94)  78(40-97) | 02 3.6
CFT 0.6(04-0.8) | 85(62-97) | 44 (14-79) 03 15 | 09(07-10) | 62(39-82) | 100(66-100) | 04 | +oo
MCF 0.7(0.5-08) | 85(62-97) | 44(14-79) | 03 15 | 09(07-10) | 86(64-97) | 78(10-97) | 02 3.9
ML 0.6(04-0.8) | 20(6-44) | 100(66-100) | 02 +00 | 05(04-07) | 86(64-97) |  33(8-70) 0.4 13
TPI 0.6(05-0.8) | 85(62-97) | 56 (21-86) 03 19 | 09(07-1.0) | 71(48-89) | 100(66-100) @ 0.3 | +o0
FIBTEM
MCF 0.6(04-0.8) | 40(19-64) | 89 (52-98) 07 36 | 10(08-10) | 95(76-99) = 89(52-98) | 0.1 86

HC = Healthy controls (n = 09); COVID = Patients with SARS-Cov-2 infection (n = 41); NS = Non-Severe COVID patients (n = 20); S = Severe COVID patients

(n = 21); AUC = Area under the ROC curve; Se = Sensitivity; Sp = Specificity. Extrinsic (EXTEM) and Intrinsic (INTEM) coagulation activity assay, Non-Activated
coagulation assay (NATEM) and functional assessment of Fibrinogen assay (FIBTEM). CT = clotting time, expressed in seconds; ALPHA = alpha angle, expressed in o;
CFT = clot formation time, expressed in seconds; MCF = maximum clot firmness, expressed in mm; ML = maximum lysis, expressed in % and TPI = thrombodynamic
potential index, calculated as: [(100 x MCF) / (100-MCF)] / CFT. *Cut-offs HC x NS: EXTEM = CT>66; ALPHA <65; CFT<70; MCF<53; ML>9; TPI>2.9;

INTEM = CT<191; ALPHA<79; CFT>49; MCF<61; ML>11; TPI>2.8; NATEM = CT<223; ALPHA>61; CFT<130; MCF>59; ML>11; TPI>1.1 and

FIBTEM = MCF>22. *Cut-offs HC x S: EXTEM = CT>66; ALPHA>78; CFT<72; MCF>69; ML<6; TPI>3.7; INTEM = CT<196; ALPHA>77; CFT<62; MCF>63;
ML>11; TPI>2.8; NATEM = CT<240; ALPHA>74; CFT<72; MCF>64; ML>4; TPI>2.9 and FIBTEM = MCF>22. Attributes with AUC >0.7 were highlighted by

bold underline format and pre-selected for further analyses.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262600.t003

data are presented in Fig 4. A data analysis was carried out to identify root and branch attri-
butes to classify patients with higher accuracy as follows: HC vs COVID-19 (Fig 4A), HC vs NS
(Fig 4B), HC vs S (Fig 4C) and NS vs S (Fig 4D). The decision trees were constructed using the
cutoff values defined by the ROC curve analysis (Tables 2 and 3). The decision tree algorithm
for HC vs COVID classification proposed the use of FIBTEM-MCEF (22 mm) and EXTEM-CT
(66 seconds) as the root and first branch attributes, respectively, to yield elevated accuracy
(80%, LOOCV = 80%) (Fig 4A). Classification of HC vs NS with elevated accuracy (83%,
LOOCYV = 83%) was obtained by using EXTEM-CT (66 seconds) and NATEM-CT (223 sec-
onds) as the root and first branch attributes, respectively (Fig 4B). Differentiation of S from
HC was achieved with high accuracy (93%, LOOCV = 93%) using FIBTEM-MCF (22 mm) as
a single root attribute (Fig 4C). Additionally, differentiation between NS and S COVID-19
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Proposal of Decision Tree Algorithm for Thromboelastometry Parameters to Differentiate
COVID-19 Patients According to Disease Severity

A

HC 89% (08/09)
COVID 22% (09/41)

HC x COVID

<22mm

<66sec >66sec

COVID 10% (0s/a1

>22mm

COVID 68% (28/a1)
HC 11% (01/09)

Accuracy=80%
LOOCV=80%

B HC vs NS

c

N 7/2

NS 25% (0s/20)
Accuracy=83%

LOOCV=83%

<66sec >66sec
<22mm >22mm
HC 0% (00/09) e g
89% (08/09) 95% (20/21)
<223sec >223sec NS 40% (08/20)

S 5% (01/21) HC 11% (01/09)
Accuracy=93%

HC 0% 0or0s) ~ HC 100% (09/09) LOOCV=93%

D

<27mm >27mm
NS 90% (18/20) S 76% (16/21)
S 24% (05/21) NS 10% (02/20)
Accuracy=83%
LOOCV=83%

Fig 4. Proposed decision tree algorithm for thromboelastometry parameters to differentiate COVID-19 patients

according to disease severity. Decision tree algorithm using thromboelastometric parameters was generated to

classify: (A) COVID-19 patients from healthy controls (HC x COVID); (B) nonsevere patients from healthy controls
(HC x NS); (C) severe patients from healthy controls (HC x S); and (D) severe patients from nonsevere COVID-19
patients (NS x S). The numbers at branches indicate the cutoff values used to classify each group. The global accuracy
and leave-one-out-cross-validation (LOOCYV) scores are provided in the figure.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262600.g004
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patients was possible by applying a simple algorithm based on the use of FIBTEM-MCEF (27
mm) with elevated accuracy (83%, LOOCYV = 83%) (Fig 4D).

Stepwise and one-step analysis to classify COVID-19 patients

The proposed decision tree algorithms for classifying subgroups of COVID-19 patients and
healthy controls were further presented as stepwise and one-step scatter plot analyses, as
shown in Fig 5. The stepwise analysis to classify HC vs COVID-19 comprises two consecutive
analyses, including FIBTEM-MCEF followed by EXTEM-CT. In the first round of analysis, it
was possible to precisely classify 28 out of 41 COVID-19 patients with one misclassification of
HC as COVID-19. Samples with FIBTEM-MCEF below or equal to 22 mm were further ana-
lyzed for the EXTEM-CT profile. The results of EXTEM-CT below or equal to 66 seconds clas-
sified 08/08 as HC and misclassified 09/13 COVID patients (Fig 5A). Overall, the stepwise
analysis correctly classified 40 out of 50 subjects.

The stepwise algorithm for classifying HC vs NS consists of EXTEM-CT followed by
NATEM-CT. In the first step, the decision tree accurately classified 08 out of 20 nonsevere
COVID-19 patients with no misclassification. Samples with EXTEM-CT below or equal to 66
seconds were moved forward to the NATEM-CT analysis. NATEM-CT results below or equal
to 223 seconds were used to classify 07/12 as NS, with no misclassification. Samples with
NATEM-CT higher than 223 seconds were categorized as HC, with 5 misclassifications (Fig
5B). The final analysis correctly classified 24 out of 29 subjects.

I Step-wise Analysis for Using Thromboelastometry Parameters to Classify COVID-19 Patients According to Disease Severity

‘E‘w-
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20 240
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Fig 5. Stepwise analysis for using thr ry parameters to classify COVID-19 patients according to
disease severity. Scatter plot distributions illustrate the stepwise and one-step analysis proposed to classify: (A)
COVID-19 patients from healthy controls (HC x COVID); (B) nonsevere patients from healthy controls (HC x NS);
(C) severe patients from healthy controls (HC x S); and (D) severe patients from nonsevere COVID-19 patients (NS x
S). The dotted lines represent the cutoff values selected by ROC curve analysis with the highest global accuracy (AUC).
In the stepwise analysis, the gray background underscored the samples used in the second round of analysis. The
proportions of accurate classifications and T are provided in the figure.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262600.9005
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The algorithm proposed to classify HC vs S based on the single use of FIBTEM-MCEF. The
classification tree accurately classified samples with FIBTEM-MCF higher than 22 mm as
severe COVID-19 patients, with 20 out of 21 hits and one misclassification of HC as severe
COVID-19 (Fig 5C).

A one-step analysis was also proposed to differentiate S from NS COVID patients using
FIBTEM-MCEF as a single parameter. The algorithm precisely classified 16 out of 21 severe
COVID-19 patients with FIBTEM-MCEF higher than 27 mm, with only two misclassifications
of NS as severe COVID-19 (Fig 5D).

Discussion

The assessment of coagulation derangement is not an easy task, especially in the prothrombo-
tic pole. In this regard, viscoelastic tests have emerged as a promising technique to enable the
detailed analysis of all coagulation stages, including initiation (CT), fibrin polymerization
(ALPHA and CFT), fibrinogen and platelet contributions (MCF) and fibrinolysis (ML) [7, 8,
11, 12]. Few studies have characterized the coagulopathic process in COVID-19 patients, and
of these studies, most are performed in critically ill patients. Knowledge of the specific alter-
ations of thromboelastometric parameters in nonsevere and severe COVID-19 patients may
allow for the future characterization of biomarkers useful for thromboprophylaxis or decision
making in patients with low-risk of thromboembolic events.

In the present work, we characterized the thromboelastometric profile of nonsevere and
severe forms of COVID-19 compared to healthy controls. Our findings showed a clear hyper-
coagulant profile in severe forms of COVID-19 based on the evaluation of EXTEM parame-
ters, as previously described [7, 16]. A single parameter (EXTEM-CT) did not fulfill the
hypercoagulability diagnosis, with values in the normal range [14]. However, all INTEM
parameters, even CT, which is known to be more heparin-sensitive, support a clear hypercoa-
gulant pattern in severe COVID-19 [26]. Since heparin thromboprophylaxis was administered
to 90% of severe patients included in the present investigation and they still presented a clear
INTEM hypercoagulability profile, we hypothesize that heparin therapy in usual doses may
not have been sufficient to control the thrombotic tendency in severe COVID-19 patients and
that INTEM analysis may represent a relevant biomarker to predict and adjust thrombopro-
phylaxis management in COVID-19 patients, even knowing that INTEM is not highly sensi-
tive to LMWH [25-27]. Further studies with a larger number of patients are necessary to
confirm the applicability of INTEM-CT as a biomarker for insufficient anticoagulation
therapy.

Previous evaluations of NATEM parameters have not been performed in COVID-19
patients. Altered NATEM profiles have been well described in patients with bacterial sepsis
[17-19]. In septic patients, the induction of tissue factor (TF) expression in circulating mono-
nuclear cells may explain the occurrence of disseminated thrombi and multiple organ failure
[17-19]. As no specific activator is added in the NATEM assay, the production of thrombin
will be triggered by pre-existing circulating TF. Our results showed that both severe and non-
severe COVID-19 patients presented altered NATEM profiles, which were characterized by
shortening of CT. As the nonsevere patients exhibited this thromboelastometric parameter
(NATEM-CT) suggestive of incipient hypercoagulopathy, our results suggested that even
patients not hospitalized with nonsevere forms of COVID-19 may present a risk of developing
thromboembolic events, which is probably due to increased levels of circulating TF expression.
Additional studies of nonsevere patients may confirm whether altered NATEM-CT would rep-
resent a thromboelastometric parameter useful as a predictor of worse clinical evolution,
thereby allowing for earlier intervention to avoid evolution to more severe clinical forms.
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Moreover, as NATEM is more sensitive to LMWH than INTEM, it is possible to postulate that
this parameter could be used to manage anticoagulation dosing [27]. To the best of our knowl-
edge, this is the first study in the literature to show endogenous coagulation activation using
the NATEM test in COVID-19 nonsevere and severe forms and to describe the coagulation
derangement of nonsevere patients.

The analysis of the FIBTEM results reinforces the abovementioned hypercoagulant findings
observed for severe COVID-19 patients. Moreover, the FIBTEM-MCF parameter was able to
differentiate nonsevere and severe patients. Our data corroborate previous reports in which
higher FIBTEM-MCEF results were found for severely ill COVID-19 patients than healthy con-
trols and patients in regular wards [14]. As fibrinogen is an acute phase protein that is progres-
sively elevated, this finding is further supported by previous data that severe patients exhibited
higher fibrinogen levels than nonsevere patients [4, 28].

The TPl is calculated from the CFT and MCF thromboelastometric parameters and repre-
sents a robust measure of thrombogenic potential [8, 10]. In our study, TPI was able to differ-
entiate severe from nonsevere patients and healthy controls in the EXTEM, INTEM and
NATEM assays. Multiple clinical trials have evaluated thromboinflammatory biomarkers asso-
ciated with poor prognosis among COVID-19 patients. To our knowledge, previous reports
have not evaluated the TPI parameter in COVID-19 patients. Our findings of a hypercoagula-
ble profile measured by TPI represent novel insights for the application of biomarkers in per-
sonalized antithrombotic therapy for COVID-19 [29].

Fibrinolysis shutdown has been hypothesized to occur during COVID-19 progression [30-
32], and a local pulmonary hyperfibrinolysis process may also occur in COVID-19 patients
[33]. In general, fibrinolysis potential has been associated with D-dimer levels. However, the
increased D-dimer levels observed in COVID-19 patients are not necessarily associated with a
higher fibrinolysis profile, as only about 0.02 to 0.2% of the fibrinogen mass is cleaved [14].
Our data did not demonstrate any significant differences in ML between severe and nonsevere
COVID-19 patients or relative to the healthy controls.

To date, thromboelastometry cutoff values for defining hypercoagulability remain contro-
versial. In the present study, we presented a decision tree algorithm based on cutoff values
derived from a ROC curve analysis to classify COVID-19 patients according to clinical status.
The proposed algorithm uses a stepwise or single-step approach and represents an objective
tool for application as a complementary laboratory method to classify COVID-19 patients
according to disease severity. Additionally, the same principles of the decision tree could be
used to help attending physicians identify patients requiring further enhancement of antith-
rombotic prophylaxis.

As per current critical care guidelines, most of our patients were receiving some form of
heparin during blood collection. Thus, some of our results could have been influenced by its
anticoagulant properties, nevertheless thromboelastometric tests are less affected than other
conventional coagulation tests. In addition, our reduced sample size prevents us from assessing
coagulability differences in the broad spectrum of COVID-19 severity. Further studies are nec-
essary to get into detail of the specific coagulability status presented by severe patients with dif-
ferent levels of organ dysfunctions.

Altogether, our findings demonstrate that patients with severe COVID-19 exhibited a
thromboelastometry profile with clear hypercoagulability dysfunction, and it was significantly
different from the profiles of nonsevere COVID-19 patients and healthy controls. Of note, the
FIB-MCEF profile was selected as a putative biomarker to differentiate patients with severe
COVID-19 from nonsevere patients and healthy controls, and it presented moderate/elevated
accuracy. The results showed that the TPI data analysis from EXTEM, INTEM and NATEM
were significantly different in nonsevere forms compared to severe clinical forms.
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Additionally, the NATEM data suggested that nonsevere and severe COVID-19 patients pre-
sented endogenous coagulation activation (reduced CT and CFT times).

Conclusion

Our work demonstrated in our population, that thromboelastometry is useful to detect endog-
enous coagulation activation in both severe and nonsevere COVID-19 patients (reduced CT
and CFT in NATEM). That TPI is enhanced in severe patients and that selected thromboelas-
tometric parameters may be used to separate severe from nonsevere patients with moderate/
high accuracy.

Supporting information

S1 Table. Detailed thromboelastometric results. EXTEM = Extrinsic coagulation activity
assay; INTEM = Intrinsic coagulation activity assay; NATEM = Non-Activated coagulation
assay and FIBTEM = functional assessment of Fibrinogen assay. CT (expressed in seconds) =
clotting time: refers to thrombin formation, timeframe from activation until an amplitude of
2mm; ALPHA (expressed in °) = defined as the angle between the middle axis and the tangent
to the clotting curve through the 2mm amplitude point; CFT (expressed in seconds) = clot for-
mation time: refers to the dynamic formation of fibrin, timeframe between 2 mm and 20 mm
of clot amplitude; MCF (expressed in mm) = maximum clot firmness: refers to the maximum
firmness of the clot, proportional to the amount of fibrinogen and platelets; ML (expressed in
%) = maximum lysis: represents the percentage of clot reduction after initiation of fibrinolysis.
§ Data are expressed as Mean+SD. t P values were calculated with independent-samples Stu-
dent’s t-tests for continuous variables. Significant differences are underscored by letters “a”,
“b” and “c” for pairwise comparisons between NS vs HC, S vs HC and S vs NS, respectively.
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ABSTRACT

Autoimmune and autoinflammatory diseases are associated with
severe morbidity, and represent an impactful health and economic
burden worldwide. The treatment of these diseases can include a
course with detrimental side effects. Immunosuppression in-
creases the risk of opportunistic infections, but in some cases, the
abrupt discontinuation of these medications can result in immune
reconstitution inflammatory syndrome. Special attention must be
directed to endemic tropical infections, such as leishmaniasis,
Chagas disease, malaria, arbovirosis, yellow fever, leprosy, para-
coccidioidomycosis, disseminated strongyloidiasis, and ectopar-
asitosis. These endemic diseases of developing countries can be
considered as possible emerging diseases in developed regions
partially because of environmental factors and migration. In the
present article, we aim to review the evidence-based aspects of the
most important opportunistic tropical infections in immunosup-
pressed patients. We also aim to review the important aspects of
vaccination, chemical prophylaxis, and treatment for these in-
fections in people with medication-induced immunosuppression.
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Introduction

Autoimmune and autoinflammatory diseases are associated with severe morbidity and decreased
quality of life. Over the last several decades, an increased prevalence of autoimmune-mediated dis-
eases has been observed, which can be explained mostly by population aging [1]. Epidemiological data
indicate that this increasing incidence is continuing, although new efforts for prevention and early
treatment are being developed [1].

The chronic immune-mediated inflammatory disease (CIMID) concept describes a group of het-
erogeneous diseases that share common inflammatory pathways. The most frequent CIMIDs are
rheumatoid arthritis (RA), ankylosing spondylitis (AS), psoriasis, psoriatic arthritis (PsA), multiple
sclerosis, systemic lupus erythematosus (SLE), and inflammatory bowel diseases. CIMIDs affect
approximately 5—8% of the world population and are associated with a high risk of infection [2,3].

Some CIMIDs require strong immunosuppressive treatment [4]. The prescription of these medi-
cations, in addition to underlying disease-related immune changes, leads to an increased susceptibility
to infections [5]. Usually, immunosuppression increases the general risk of opportunistic infections, but
specific drugs can increase the risk of specific infections, depending on the drug mechanism of action.
On the other hand, the abrupt discontinuation of these medications can result in immune reconsti-
tution inflammatory syndrome [6].

Different treatment options for autoimmune diseases have been developed to increase their ther-
apeutic effect and to reduce undesirable reactions. Corticosteroids are effective for the control of
diseases that were once considered fatal. Methotrexate, cyclosporine, azathioprine, and cyclophos-
phamide, for example, also have wide and strong immunosuppressive effects. New immunobiological
drugs are intended to act on very specific targets of the human immune response.

Disease-modifying antirheumatic drugs (DMARDSs) are important for the treatment of patients with
CIMIDs. Given the lack of consensus regarding the definition of immunosuppression degrees among
international experts, Brazilian medical societies involved in the treatment of patients with CIMIDs
assembled to discuss and vote on a definition, aiming for standardization. The immunosuppression
degree of patients with CIMIDs was categorized, and Table 1 summarizes the position of this consensus
[7].

The popularization of immunobiologics implies that healthcare providers living in tropical coun-
tries will also experience more frequent contact with these medications. Additionally, migration and
climate change are expected to change the epidemiological behaviors of infections [8]. We must also
consider that infectious processes can be triggering factors of CIMIDs [9]. Viruses are the pathogens
most commonly related to SLE. More specifically, Leishmania and Mycobacterium leprae infections can
stimulate classical SLE and RA [9]. This delicate interaction makes safe immunosuppression a difficult
task. Special attention must be directed to endemic tropical infections, such as leishmaniasis, Chagas

Table 1

The degree of immunosuppression conferred by drugs used to treat patients with chronic immune-mediated inflammatory
diseases: Position of the Brazilian Societies of Rheumatology and Dermatology and Study Groups on Inflammatory Bowel
Diseases.

Nonimmunosuppressed

Patients who are clinically stable under the following conditions: no drug treatment; using only sulfasalazine,
hydroxychloroquine, mesalazine, or acitretin; or using topical, inhaled, peri- or intra-articular corticosteroids.

Low degree of immunosuppression

Patients using: Methotrexate at a dosage of <0.4 mg/kg/week or <20 mg/week; leflunomide at a dosage of <20 mg/day; or
corticosteroids at a dosage of <20 mg/day (or 2 mg/kg/day for patients weighing < 10 kg) prednisone or equivalent.

High degree of immunosuppression

Patients using: Corticosteroids at a dosage of >20 mg/day (or >2 mg/kg/day for patients weighing < 10 kg) prednisone or
equivalent for a period >14 days; pulsed therapy with methylprednisolone; immunosuppressants, such as mycophenolate
mofetil or sodic, cyclosporine, cyclophosphamide, tacrolimus, or azathioprine; JAK inhibitors, such as tofacitinib;
bDMARDs

bDMARD:s: biological disease-modifying antirheumatic drugs and JAK inhibitors: Janus kinase inhibitors.
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disease, malaria, arbovirosis, yellow fever, leprosy, paracoccidioidomycosis, disseminated strongyloi-
diasis, and ectoparasitosis. These diseases are endemic in countries where immunobiologics are now
widely used.

We aim to review the evidence-based aspects of the most important opportunistic tropical
infections in immunosuppressed patients. We also aim to review the important aspects of vaccination,
prophylaxis, and treatment for these infections in people with medication-induced
immunosuppression.

Protozoan infections

Leishmaniasis

Leishmaniasis is considered a public health problem in 64 countries [10]. Approximately 1-1.5
million new cases of tegumentary leishmaniasis (TL) are reported every year [11], together with
approximately 0.2—0.4 million annual cases of visceral leishmaniasis (VL) [12].

The disease is caused by several species of flagellated protozoa of the genus Leishmania, which are
transmitted by insects of the genus Lutzomyia [13]. In highly endemic areas, more than 30% of the
inhabitants may have asymptomatic infections [11]. Clinical manifestations of the disease depend on
the geographical distribution, Leishmania species, and host immune response. According to the
geographical distribution, leishmaniasis can be divided into Old World leishmaniasis and New World
leishmaniasis. In both regions, VL is a severe disease that can be fatal.

In immunocompetent patients, TL usually presents as a single granulomatous ulcer called a local-
ized cutaneous form. The mucous form can be the first presentation of TL or can also be a result of
untreated cutaneous leishmaniasis. Mucous leishmaniasis can occur in the New World and in the Old
World, but it is most frequent in South America, where Leishmania (Viannia) braziliensis is endemic. The
diffuse form of TL also occurs most frequently in Latin America and is caused by Leishmania (Leish-
mania) amazonensis. Diffuse leishmaniasis is an anergic form of TL that manifests with verrucous
cutaneous and mucous membrane lesions [13].

Leishmania infantum is the causal agent of VL in the Old World and in the New World. Also known as
kala-azar, the disease course involves malaise, fever, arthralgia, weight loss, hepatosplenomegaly, and
anemia. A reticuloendothelial system invasion and diffuse bone marrow infestation can result in
pancytopenia. Sepsis and coagulation problems can result in fatal outcomes. VL can be rarely
complicated by secondary hemophagocytic lymphohistiocytosis that can result in demonstrable
hemophagocytosis [14].

Diagnosis is made by parasitological exams (culture or direct examination of bone marrow aspirates
or lesion fragments), by molecular biology techniques, or by immunological techniques (serology and
leishmanin skin testing) [13,15]. The treatment of leishmaniasis most commonly involves brief (<30
days) therapy with parenteral drugs, such as pentavalent antimonials or amphotericin B and pent-
amidine. Miltefosine is the only effective oral therapy for leishmaniasis. The most important form of
disease prevention is the environmental control of vectors and of animal reservoirs, especially in
periurban areas. To date, no effective vaccines or chemoprophylaxis strategies are available.

Most case reports that describe leishmaniasis in people with medication-induced immunosup-
pression describe clinical pictures similar to typical cases. An atypical presentation of the disease and
difficult-to-treat forms have also been reported (Fig. 1), particularly in patients with a high degree of
immunosuppression. The disease can begin with long periods of nonspecific symptoms, including fever
and arthralgia. The clinical picture associated with pancytopenia can simulate SLE [16], and several
unrecognized leishmaniasis patients have been exposed to iatrogenic immunosuppression [16].

Immunosuppression is a recognized factor that influences the onset and reactivation of the disease.
Although human immunodeficiency virus (HIV) infection is the most studied condition, an increasing
number of case reports have been published associating leishmaniasis with immunosuppressive drugs
[12]. Infliximab and methotrexate have frequently been cited in reports that associated leishmaniasis
with immunosuppressive treatments. Methotrexate, even at a dose of less than 20 mg/week (pro-
ducing low degree of immunosuppression), decreases the cellular immune response and inhibits
neutrophil chemotaxis and T lymphocyte proliferation [17]. Antitumor necrosis factor (TNF)-alpha
(TNF-o) therapy induces a high degree of immunosuppression and impairs macrophage activation and
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Fig. 1. An atypical American tegumentary leishmaniasis lesion in a patient using etanercept and methotrexate for psoriatic arthritis.
The patient achieved complete remission of psoriasis lesions, leaving hyperchromic macules. Leishmaniasis manifested as an
infiltrated plaque with border ulceration.

granuloma formation. In a study conducted on mice infected with Leishmania major, the presence of
anti-TNF-o antibodies was related to a significant decrease in the leishmanicidal action of macrophages
[18].

Interestingly, the majority of cases related to leishmaniasis and immunosuppression have been
found in European countries bordering the Mediterranean Sea, which is an endemic region for
leishmaniasis. Although leishmaniasis in Europe accounts for no more than 2% of cases worldwide,
autoimmune diseases are relatively more prevalent in developed countries than in developing coun-
tries, and immunosuppressors, especially modern immunobiologics, are expensive and consequently
may not be widely available in developing countries.

Treatment with ustekinumab, a monoclonal antibody against IL-12/IL-23, generates a high degree of
immunosuppression and is associated with an increased risk of leishmaniasis. Its association with
leishmaniasis can be explained by studies that have shown that IL-12 is essential to Leishmania
infection control by promoting the Th1 response [19]. The impact of immunosuppression on the
natural progression of leishmaniasis is uncertain, but most reports show that the immunosuppression
of any degree after leishmaniasis diagnosis was immediately discontinued. Reinstituting immuno-
suppression after curing leishmaniasis does not seem to increase the risk of reactivation. There is no
specific consensus regarding the management of leishmaniasis in immunosuppressed patients,
although vector control is essential. The disease is not urbanized in most endemic regions [20].

Chagas disease

Twenty percent of Latin Americans (109 million individuals) are at risk of Chagas disease (or
trypanosomiasis americana), and studies show that approximately 7.7 million to 16 million people
have the disease [21,22]. Chagas disease is endemic from the southern USA to the northern parts of
Argentina and Chile, but other nonendemic countries in Europe are reporting an increasing number of
cases due to immigration [23,24].

The disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi [21,22]. Transmission occurs through
triatomine vectors through oral, congenital, and transfusion/transplant-associated routes [24]. The
clinical manifestations of Chagas disease are divided into two phases: the acute phase and the chronic
phase. The acute phase is usually oligo- or asymptomatic, and symptoms include the inflammation of
inoculation site (inoculation skin chancre or chagoma), inflammation of conjunctiva (the Romana sign),
fever, lymphadenopathy, and hepatosplenomegaly [24]. After the acute phase, which usually resolves
spontaneously, patients develop chronic Chagas disease characterized by positive anti-T. cruzi IgG. Most
patients will develop the indeterminant form, which is characterized by no clinical manifestations. The
remaining patients will develop clinical manifestations, including cardiac, digestive, or mixed forms
[24].

Reactivation in indeterminant chronic Chagas disease can be symptomatic or asymptomatic and is
defined by the presence of parasitemia. Parasitemia can be detected by direct parasitological exams or
by molecular techniques [25], although a positive blood polymerase chain reaction (PCR) test is not
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always representative of reactivation (indicating instead dead parasites or transitory parasitemia). In
addition, in chronic disease, the appearance of malaise, fever, anorexia, panniculitis, myocarditis,
meningitis, and encephalitis represent a more severe phase of reactivation [25].

In the acute phase, the diagnosis is made using direct parasitological methods and molecular
techniques. Serology has limited utility during this phase of the disease. In the chronic form, the
detection of IgG antibodies against T. cruzi can be considered the definition of a case [26]. In this phase,
molecular detection techniques have low sensitivity [24,26]. Patients with acute, congenital, or reac-
tivated disease as well as children with chronic disease, must be treated with antitrypanosomal drugs
(benznidazole or nifurtimox) [24]. Compulsory testing of blood donors and vector and ingestion
control are the most effective preventive strategies. There are no recommended vaccination strategies
or chemoprophylaxis for immunocompetent patients.

The effects of immunomodulatory drugs on the dynamics of T. cruzi are not yet known, as there is
only experimental evidence [21]. Evidence of the role of TNF-a in the chronic phase is sparse [27]. An
important question is whether treatment with immunobiological drugs affects long-term outcomes in
chronic phase trypanosomiasis [27,28]. Some evidence indicates that TNF-o and interferon-d are
important for macrophage activation. However, other studies have established that TNF-o. blockade
with infliximab decreases the histopathological damage in infected rats [29]. A study showed that the
use of infliximab, a strong immunosuppressor, leads to low C—C chemokine receptor type 5 (CCR5)
modulation and improves inflammation without interfering with parasitic control in murine models
[22]. On the other hand, infection in CCR5—/— mice results in increased parasitemia, mortality, and
macrophage and T cell influx into cardiac tissue. Thus, it is believed that the total absence of both TNF
receptor 1 (TNFR1) and CCR5 signaling has a negative effect on the cells that control parasite entry into
cardiac tissue, while a partial reduction in these pathways could promote benign effects on cardio-
myopathy. It appears that the TNF/TNFR1 pathway plays a crucial role in the extravasation of in-
flammatory cells into the cardiac tissue [22].

Most cases of Chagas reactivation among immunosuppressed patients have been reported in HIV
patients and transplant patients [27]. In contrast, there is no evidence of an increased risk of clinical
reactivation of Chagas disease in patients taking etanercept or adalimumab for PsA, as determined by
blood PCR [21]. It seems that the degree of immunosuppression is less important than the target of
immunosuppression for the risk of Chagas disease reactivation. Cows et al. [30] observed an increase in
the PCR-quantifiable T. cruzi DNA after the third infliximab infusion, but other studies did not confirm
this result. In a case report of chagasic megacolon in a patient using anti-TNF therapy, the authors
considered the relationship between Chagas disease and the medication to be unlikely, as the average
time to develop this chronic complication is 20—30 years [21].

Chagas disease should be considered in patients staying for more than 3 months in endemic areas,
in patients whose mothers were born in an endemic area, and in patients who have received a blood
transfusion in endemic areas [31]. In these abovementioned situations, clinical evaluation and sero-
logical testing should be performed before starting immunosuppression [31]. In immunosuppressed
patients with symptomatic Chagas disease (acute primary infection or reactivation), trypanocidal
treatment with benznidazole or nifurtimox is indicated. Treatment with trypanocidal drugs is also
reasonable for asymptomatic immunosuppressed patients with detectable parasitemia [25]. The fre-
quency and necessity of Chagas disease evaluation in already immunosuppressed patients who were
not properly screened depends on epidemiological factors that are similar to those indicated for pa-
tients who have not yet begun immunosuppression therapy. In immunosuppressed patients with
chronic disease and no previous trypanocidal treatment, clinical and parasitological monitoring is
mandatory [24]. Some references recommend trypanocidal treatment for all patients receiving
immunosuppressive drugs who have been diagnosed with chronic Chagas disease, as a prophylactic
method. The benefit of preventing future reactivations must be considered.

Malaria

Although malaria incidence is falling, more than 200 million cases of malaria are reported per year,
mostly in Africa [32]. Malaria is caused by parasites of the genus Plasmodium, which are transmitted by
the bite of mosquito vectors [33]. After infection and a latent period, the clinical manifestations of
malaria include malaise and mild fever. In the next stage, the simultaneous rupture of red blood cells
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leads to the typical paroxysms constituted by fever, sweating, and cold stages [34]. Parasites multiply in
erythrocytes, a process during which they alter the cell membrane, making them the target of splenic
clearance and leading to hemolysis. Red blood cell rupture leads to the release of proinflammatory
cytokines, including TNF-a. [35].

Benign tertian malaria is caused by Plasmodium vivax and is represented by a regular 48-h cycle and
rare severe manifestations. Plasmodium ovale causes ovale malaria, which is clinically similar to but
usually less severe than P. vivax disease. Plasmodium malariae causes quartan malaria and is charac-
terized by more severe paroxysms and a longer duration (72 h) of cold and fever stages than other
manifestations. Plasmodium falciparum causes malignant tertian malaria and is characterized by
irregular paroxysms less than 48 h in duration. Severe or fatal complications of P. falciparum malaria
can occur at any stage of the disease [34]. Problems related to the occlusion of visceral vessels are
responsible for most complications. Disseminated intravascular coagulation can also occur [34].

Conventional light microscopy of blood smears is used for diagnosis. Molecular biology techniques
have also been described [34]. Malaria is a life-threatening condition, and infections in which P. fal-
ciparum or Plasmodium knowlesi is confirmed or cannot be ruled out are considered medical emer-
gencies [34]. The prompt diagnosis of malaria and treatment are imperative to avoid undesirable
complications. Several drugs for the treatment of malaria can be used, and the effectiveness of these
drugs depends on the stage of the disease. The most important action for malaria prevention is vector
avoidance. Chemoprophylaxis with atovaquone-proguanil, doxycycline, mefloquine, primaquine, or
tafenoquine is performed in patients who visit endemic areas, depending on local recommendations
[34]. There is no vaccination scheme recommended in clinical practice.

Antimalarials have considerable immunomodulatory effects and no immunosuppressant effect and
are largely used to control CIMIDs. Quinine synthetic forms, chloroquine and hydroxychloroquine,
inhibit lymphocyte proliferation and may prevent joint damage [36]. Other DMARDs with low and high
immunosuppressive action also have an inhibitory effect on Plasmodium proliferation. In vitro studies
have shown that methotrexate, azathioprine, and mycophenolic acid are potentially useful for the
treatment of malaria [37—39]. We can conclude that patients taking these drugs are probably not at a
great risk of developing malaria, but can actually be protected from the disease. The effects of medi-
cation dosages still need to be defined [40].

TNF appears to play many roles in the pathophysiology of malaria. At lower concentrations, it has an
antimalarial effect, and is thus important in defending against parasitemia. Higher concentrations lead
to increased vascular release of nitric oxide, causing interference with neurotransmission and vaso-
dilation, and increasing the risk of cerebral edema [41]. Some authors have shown that the use of
murine monoclonal antibodies directed against TNF in the treatment of Plasmodium infections with the
involvement of central nervous system is beneficial [41]. However, some case reports have described
intense parasitemia and disease reactivation with therapeutic doses of infliximab and adalimumab
[35,42,43]. Thus, patients using anti-TNF biologicals should be cautioned to avoid malaria-endemic
areas because of the high degree of immunosuppression involved. No specific regimens of chemo-
prophylaxis exist for patients with drug-induced immunosuppression.

Viral infections

Arbovirosis (dengue, Zika, and Chikungunya)

The increasing incidence and widening geographic distribution of arbovirosis pose important public
health challenges [44]. Dengue, Zika, and Chikungunya fever have acquired epidemic behavior. In
addition, previously unrecognized clinical manifestations of these diseases are being described. This
problem is well exemplified by the magnitude of congenital abnormalities generated by Zika virus
infection. These diseases are considered very difficult to control because of their urban transmission
chain in a tropical climate.

Dengue is a febrile infection caused by viruses of the family Flaviviridae and is transmitted through
the bite of the Aedes aegypti mosquito. There are 4 types of dengue, as the disease-causing virus has 4
serotypes: DEN-1, DEN-2, DEN-3, and DEN-4 [33]. Clinically, dengue can occur as an inapparent
infection, classical dengue fever, hemorrhagic fever, or dengue shock syndrome [33].
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Classical dengue resembles influenza and is characterized by fever, retro-orbital pain, skin rash,
vomiting, and joint pain. The onset of dengue hemorrhagic fever is similar to that of the classic form,
but a sudden onset of vascular leakage, thrombocytopenia, mental confusion, and difficulty breathing
may occur and progress to shock [45]. Dengue hemorrhagic fever is an immune-mediated disease. The
immune response eliminates the virus, but also induces shock syndrome. Previous infection and
consequently preexisting antibodies to different types of dengue virus are considered risk factors for
bleeding. In a study with mice, Astrasheuska et al. observed a large contribution of TNF in triggering
hemorrhagic symptoms and shock; the authors suggested that the use of anti-TNF therapy could be
beneficial [45].

Little is known about the prognosis of dengue in patients using immunosuppressants. A case report
described hemorrhagic dengue in a child who was treated with infliximab and azathioprine [46]. A
study evaluating the records of 293 patients treated with immunobiologics for different autoimmune
diseases in Martinique found 8 cases of classical dengue, 1 probable case, and no cases of hemorrhagic
fever [47].

Zika virus has been neglected for over 60 years because of previous low incidence rates, geographic
restriction, and the lack of recognition. However, since 2007, this infection has been reported in the
Pacific Islands, Latin America, USA, and Southeast Asia [48]. In addition to mosquito transmission,
sexual and transplacental transmissions have been reported, making the control of epidemic more
complicated [48]. Recently, it has been observed that infected pregnant women can transmit the virus
through the placenta, causing congenital malformations. In addition, some infected adults may develop
severe neurological complications, including Guillain-Barre syndrome and meningoencephalitis. Some
cases of death have also been related to the virus; most of these patients were immunosuppressed for
the treatment of diseases such as SLE [49].

Chikungunya virus is epidemically found in Africa and Asia and has recently affected America. A.
aegypti and Aedes albopictus are the main vectors, and the clinical picture is characterized by fever,
headache, myalgia, skin rash, and symmetric polyarthritis. Some patients may experience musculo-
skeletal symptoms for up to 5 years [50]. In chronic arthritis related to Chikungunya, the medical
authorities in endemic countries advise clinicians to ascertain the possibilities of coexisting RA or
spondyloarthritis [51].

The differential diagnosis of dengue, Zika, and Chikungunya is not easy. Testing for IgM antibodies
against dengue and Chikungunya viruses can be useful. Molecular detection of circulating viruses can
also be done, but is rarely available for clinical decision-making in acute cases. To date, specific antiviral
drugs are not available for treatment or prophylaxis [44]. A recombinant, live, attenuated, tetravalent
dengue vaccine (CYD-TDV; three-dose schedule: 0, 6, and 12 months) is already commercially available
[52]. There are no clinically available vaccines for Zika or Chikungunya. Patients treated at any degree of
immunosuppression who live in endemic regions or patients visiting these regions, must always be
advised about protective measures because vaccines with live pathogens are not recommended.

Yellow fever

Yellow fever is still prevalent in Africa, South America, and Central America, with an annual estimate
of 84,000 to 170,000 severe cases. The disease can be transmitted in different ways depending on the
interaction of the mosquito and human host: a sylvatic cycle (transmission in the jungle), intermediate
cycle (transmission in the African savannah), and urban cycle (transmission in cities) [53].

Yellow fever is a serious disease caused by a flavivirus of the Flaviviridae family and is found in
nonhuman primates. Transmission is maintained by bites of Aedes or Hemagogus mosquito species
[33,53]. Clinical manifestations can vary in intensity, as some patients are asymptomatic, and some will
present with malaise, fever, back pain, and myalgia [53]. A minority of patients (15%) develop symp-
toms of severe disease, including bleeding diatheses, renal failure, cardiovascular instability, liver
failure, and neurological complications [53]. The diagnosis of the disease relies on the demonstration of
IgM antibodies and/or molecular techniques. No specific antiviral therapies are available [53]. The most
important measures for disease prevention are vector avoidance and environmental control. The
yellow fever vaccine formed by live and attenuated viruses is a safe strategy for disease control and is
used in populations living in or visiting endemic areas.
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Although there are no concrete data on yellow fever infections in patients using immunosup-
pressants of any degree, there is ongoing discussion about vaccination in this population. It is agreed
that vaccination with live virus (the only currently available approach) is contraindicated in patients
using immunosuppressants because of the risk of severe vaccine-related disease [54]. However, Oli-
veira et al. evaluated 31 patients who were inadvertently revaccinated for yellow fever during the use
of immunosuppressants, such as methotrexate, leflunomide, and immunobiologicals. The protective
immune response to the virus at 2 years after vaccination proved to be effective [55]. This result was
also observed in other studies [56,57]. Yellow fever vaccination is still considered unsafe for immu-
nosuppressed patients until new data are available.

Mycobacterial infections

Leprosy

Leprosy is a public health problem in many countries, such as Brazil, India, Nepal, Myanmar,
Madagascar, and Mozambique, and over 208,000 new cases were diagnosed in 2018 [58]. Leprosy is a
chronic infectious disease caused by M. leprae. The clinical manifestations of the disease are strongly
dependent on host-pathogen interactions [59]. Depending on the degree of cellular immune response,
the disease is divided into two poles: the tuberculoid pole, which is represented by a well-formed
granuloma with few bacilli, and the lepromatous pole, which is characterized by less organized le-
sions and a high number of bacilli [20]. There are intermediate clinical forms, also known as dimorphic
or borderline leprosy, with clinical characteristics of both poles.

The diagnosis of leprosy is based on clinical evaluation. According to the World Health Organization,
a case of leprosy is defined by one or more of the following: (1) hypopigmented skin lesions with the
loss of sensation; (2) impairment or involvement of the peripheral nerves, as demonstrated by a)
definite loss of sensation, b) weakness of the hands/feet or face, or ¢) autonomic function disorders,
such as anhidrosis (dry skin); (3) the presence of visible deformities; and (4) signs of the disease, with a
demonstrated presence of bacilli in a skin smear or histopathological confirmation, and the need for
leprosy treatment, as decided by a clinician [60]. However, clinical evaluation is not always precise [61].
Complementary techniques are not useful for screening situations [59]. The treatment of leprosy in-
volves the long-term use of antibiotics, mainly rifampicin, dapsone, and clofazimine. Leprosy reactions
are managed with corticosteroids and thalidomide. Bacille Calmette-Guerin (BCG) vaccination is used
for the prophylaxis of household contacts in several endemic countries [61]. Additionally, different
regimens of chemoprophylaxis, usually using schemes containing rifampicin have been studied, but
their use as a public health measure is still under debate [62].

Few cases have been reported in patients using immunosuppressors. The manifestations of leprosy
after a short period of immunobiological treatment can reflect a previous subclinical infection as the
typical incubation period of M. leprae infection is 3—5 years [63,64]. Importantly, in most cases of
leprosy in patients using immunobiologics, patients had previously used other immunosuppressants,
such as methotrexate and corticosteroids. Methotrexate is known to inhibit the development of contact
hypersensitivity and tuberculin hypersensitivity [65]. The drug affects the induction of granuloma
formation due to lepromin exposure. This inhibition of reactivity is relatively long, persisting even after
drug discontinuation [65].

Some immunosuppressed patients develop multibacillary forms. Other reports related to other
autoimmune diseases, mainly RA, have demonstrated the development of paucibacillary forms [66,67]
or leprosy reactions [64,67]. Leprosy reactions are characterized by malaise and exacerbation of pre-
existing lesions usually accompanied by neuritis edema, occurring in 40% of borderline patients [64].
The onset of disease after discontinuation of immunobiologicals can be interpreted as a result of the
rapid restoration of immunity transiently affected by immunosuppressive treatment, similar to that in
patients with leprosy and HIV after receiving antiretroviral treatment (Fig. 2) [64].

There is a complex relationship between leprosy and rheumatological diseases, particularly RA.
First, chronic immunosuppressive treatment can reduce host protection. The suppression of clinical
manifestations can result in asymptomatic, highly transmissible, and multibacillary leprosy. Second,
leprosy can mimic RA manifestations, including polyarthritis, and produce false-positive results for
diagnostic antibodies (anticyclic citrullinated peptide and rheumatoid factor) [68]. In endemic regions,
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Fig. 2. Leprosy type I reactive state as the first manifestation of leprosy after infliximab discontinuation.

leprosy should be cautiously ruled out and periodically screened for inpatients requiring immuno-
suppression. Leprosy usually involves an asymmetrical mononeuritis multiplex. Third, leprosy re-
actions can reproduce diverse rheumatological manifestations, including vasculitis and arthralgia.
Specific leprosy treatment is the most common triggering factor for leprosy reactions. Bacillus
destruction exposes antigens and ultimately results in autoimmune reactions. Other factors, such as
vaccination, viral coinfections, and pregnancy, can also be triggering factors for leprosy reactions. As
mentioned earlier, in some immunosuppressed patients, leprosy reactions are the first clinical mani-
festation after the discontinuation of immunosuppressors [69].

On the other hand, new cases of leprosy reactions that are nonresponsive to corticosteroids and
thalidomide have been managed with other immunosuppressors, including immunobiological drugs,
particularly TNF-o blockers [70]. This advance is a logical association because TNF is an important
cytokine involved in the pathogenesis of leprosy reactions. Although reports have suggested a bene-
ficial effect of TNF-a blockers in leprosy neuropathy, we must remember that leprosy is a demyelin-
ating disease and that these medications can induce exacerbation of demyelinating conditions [71].
While this side effect has not been observed in the treatment of leprosy reactions with TNF blockers,
additional evidence is necessary for safety purposes. New drugs, such as the IL-17A inhibitor secuki-
numab, show no evidence of increased Mycobacterium tuberculosis infections and theoretically may be
a safer option for patients at risk of leprosy [72]. To our knowledge, no evidence of the effectiveness and
safety of these drugs in leprosy reactions has been published. There are no specific recommendations
for leprosy treatment in immunosuppressed patients. Additionally, the target of the immunosup-
pressive treatment seems to be more relevant than the degree of the immunosuppressive treatment.
The BCG vaccine, a live attenuated vaccine, is contraindicated in immunosuppressed patients.

Fungal infections

Pneumocystosis, zygomycosis, aspergillosis, and candidiasis are global concerns and well-described
pathologies in organ transplant recipients and HIV-infected patients. Immunosuppression for CIMIDs
is also related to an increased risk of fungal diseases. In the United States, the incidence and severity of
histoplasmosis have been positively associated with TNF inhibitors [73]. In line with that of other
tropical diseases, the risk of fungal infections in medication-induced immunosuppressed patients is
rising. Targets of newly developed drugs, e.g., IL-17, regulate systemic antifungal immunity, and pa-
tients receiving those drugs are likely to be at an increased risk of developing all types of fungal dis-
eases [74].

Paracoccidioidomycosis
The geographical distribution of paracoccidioidomycosis is restricted to South America, and the
incidence ranges from 0.7 to 40 cases/100,000 inhabitants [75]. This disease is a systemic mycosis
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caused by Paracoccidioides brasiliensis and Paracoccidioides lutzii [75]. The clinical manifestations of the
disease can be divided into two forms. The chronic form represents more than 80% of cases and affects
mostly the lungs. Children and young adults may acquire the acute/subacute form that manifests as
fever, disseminated lymphadenopathy, and hepatosplenomegaly [75]. Imnmunocompromised patients
can present with atypical clinical manifestations, including simultaneous involvement of the lungs and
reticuloendothelial system. Verrucous and molluscum contagiosum-like lesions can also occur. In
endemic areas, clinical and laboratory investigation for paracoccidioidomycosis is required before the
initiation of anti-TNF therapy [75].

Disseminated strongyloidiasis

Disseminated strongyloidiasis is characterized by massive multiplication of larvae, typically in
immunocompromised hosts. Fever and respiratory symptoms are the most common clinical mani-
festations [76]. The use of corticosteroids is the main trigger for the spread of Strongyloides stercoralis
[77]. Treatment for disseminated strongyloidiasis can be performed by oral ivermectin at 200 ug/kg/
day for 2 weeks, with cure confirmed by negative stool tests (expert opinion) [78], and interruption of
immunosuppression is recommended. Control strategies to prevent transmission and complications of
this serious parasitic disease should be reinforced in immunosuppressed patients, but screening tests
for strongyloidiasis are recommended in endemic regions before immunosuppression begins [79].
Some guidelines recommend the institution of chemoprophylaxis before the initiation of corticoste-
roids in immunosuppressive doses [80].

Ectoparasitosis

The most prevalent ectoparasitoses are scabies, pediculosis, tungiasis and hookworm-related
cutaneous larva migrans. Although immunosuppression can lead to an increased susceptibility
to ectoparasite infestation, it can also mask symptoms, resulting in serious infestations and
delayed diagnosis. The dissemination of these diseases is controlled by environmental
intervention.

Scabies and pediculosis are still considered relevant health concerns [81]. Immunosuppressed
patients are naturally more susceptible to ectoparasitosis and are also more susceptible to complica-
tions, such as secondary infections. Severe infestations exemplified by crusted scabies have been re-
ported in patients using immunosuppressors and immunobiologics [82]. It is probable that
medication-induced immunosuppression reduces secondary inflammation and symptoms generated
by ectoparasitosis, reducing itching complaints, which can result in significant delays in the precise
diagnosis of the disease.

Tungiasis is an ectoparasitosis caused by Tunga penetrans and is geographically distributed
throughout Africa, Central America, and South America [81]. The disease has been reported in travelers
returning from countries where disease is endemic. Tungiasis is caused by the penetration of the fe-
male flea in the skin and subcutaneous tissue to form papules. Sparse lesions can be treated with
extraction, but disseminated cases may need topical and systemic medications. Environmental control
is essential for prevention.

Other tropical infections

We have discussed relevant information related to some of the most important tropical infections
occurring in immunosuppressed individuals. Many other infections, mostly related to food and water
consumption such as echinococcosis and infections, such as M. ulcerans infections and endemic
treponematosis, which occur in more restricted and poorer environments, must always also be
considered.

A consensus promoted by the Italian and Spanish societies of rheumatology concluded that no
laboratory preventive screening is necessary for nontuberculosis mycobacterial diseases, brucellosis,
babesiosis, cysticercosis, hepatitis E virus, or HTLV-1 in asymptomatic migrants coming from endemic
areas before the initiation of immunobiological drugs [31]. On the other hand, candidates for biological
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treatment coming from countries with a high prevalence of multidrug-resistant tuberculosis and with
a positive latent tuberculosis test should be evaluated by infectious disease specialists [31].

Chemoprophylaxis for opportunistic tropical infections in immunosuppressed patients

Immunosuppressed patients should not receive live vaccines, making chemoprophylaxis an
important tool for disease prevention. Malaria, Chagas disease, leprosy, and disseminated strongy-
loidiasis are examples of infections for which immunosuppressed patients can benefit from
chemoprophylaxis.

For malaria (Table 2), recommendations for chemoprophylaxis depend on local recommendations,
and no specific regimens exist for drug-induced immunosuppression. For Chagas disease, trypanocidal
treatment can be applied in patients with asymptomatic chronic Chagas disease who are also taking
immunosuppressors. Chemoprophylaxis for leprosy has been studied in household contacts, but
conflicting results exist [62,83]. Chemoprophylaxis for disseminated strongyloidiasis using ivermectin
and albendazole is recommended for patients using high-dose corticosteroids in endemic environ-
ments, where early and sensitive detection of infection is not possible [84].

Vaccination

Ideally, vaccination should be performed before initiating immunosuppressors (Table 2). This
approach prevents severe side effects of vaccination with live attenuated pathogens and provides
improved protection. Because of the severity of some rheumatological diseases, this approach is not
always possible.

Table 2
Considerations for the most important tropical infections regarding vaccination and chemoprophylaxis in patients receiving
immunosuppressive therapy.

Disease Vaccination Chemoprophylaxis Other types of prevention

Vector avoidance and vector
and animal reservoir control in
periurban/urban areas
Trypanocidal treatment for patients Vector and ingestion

receiving immunosuppressive contamination control

drugs who have been diagnosed Compulsory testing for blood
with chronic Chagas disease donors

Depends on local country Vector avoidance
recommendations: atovaquone-
proguanil, doxycycline, mefloquine,
primaquine or tafenoquine

Not available

Leishmaniasis Experimental Not available

Chagas disease Not available

Malaria Controversial utility

Arbovirosis Dengue: CYD-TDV - Vector control
implementation questions
remain unsolved. Chikungunya

and Zika: experimental

Yellow fever

Leprosy

Disseminated
strongyloidiasis

Before the initiation of
immunosuppressive therapy

BCG - before the initiation of
immunosuppressive therapy
for household contacts of
leprosy patients
Experimental

Not available

Different regiments using
rifampicin, ofloxacin, minocycline,
or moxifloxacin

Ivermectin, albendazole

Vector avoidance and vector
control in periurban/urban
areas

Early treatment of leprosy

A sensitive parasitological exam
is mandatory before
immunosuppressive therapy
initiation

Legend: CYD-TDV: recombinant, live, attenuated, tetravalent dengue vaccine with a three-dose schedule: 0, 6, and 12 months;

BCG: bacille Calmette-Guerin.
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BCG is a live attenuated vaccine derived from a Mycobacterium bovis strain. In some countries, BCG is
recommended for household contacts of leprosy patients. The vaccine is contraindicated in immu-
nosuppressed patients, and no recommendations exist for the discontinuation of immunosuppressive
medication for the purpose of vaccination.

Administration of the yellow fever vaccine has been a safe strategy for disease control for more than
80 years. The vaccine is constituted by a live and attenuated virus form and should not be administered
to immunosuppressed patients. Thus, in endemic areas, vaccination before the initiation of immu-
nosuppression is strongly recommended.

A recombinant, live, attenuated, (CYD-TDV; three-dose schedule: 0, 6, and 12 months) is already
commercially available [52]. Additional dengue vaccines are already in phase 3 trials. The cost effec-
tiveness of dengue vaccination in endemic countries is still being studied, particularly the necessity of
serological screening before vaccine administration. The development of effective Zika and Chi-
kungunya vaccines is still being pursued by the scientific community.

Necessity of discontinuing immunosuppression for infection treatment

Considering that almost all tropical infections can have their clinical courses drastically changed by
the use of potent immunosuppressors, immediate suspension of the involved immunosuppressor
appears to be a logical decision. The temporary cessation of immunosuppression is certainly appro-
priate for leishmaniasis, malaria, yellow fever, and disseminated strongyloidiasis, which have effective

cures and short treatment durations (Table 3).

Table 3

Possible benefits, risks, and clinical considerations regarding the discontinuation of immunosuppressive therapy after the

diagnosis of the most important tropical infections.

Beneficial effects of
discontinuing
immunosuppression

Disease

Risks of discontinuing
immunosuppression

Considerations

Leishmaniasis Improved treatment

response

Chagas disease Improved treatment

response in the acute

phase

Malaria Uncertain

Arbovirosis Improved treatment
response

Yellow fever Improved treatment
response

Leprosy Improved treatment
response

Disseminated Improved treatment
strongyloidiasis response

Leishmaniasis as a
manifestation of immune
reconstitution inflammatory
syndrome

Possible increased risk of
chronic complications, such as
cardiac and gastrointestinal
Chagas disease

Uncertain

Possible control of dengue

hemorrhagic fever

Occurrence of reactive states

As the treatment of leishmaniasis is
performed in relatively short periods, most
studies recommend that
immunosuppressors should be
discontinued and reinitiated after curing
leishmaniasis

Anti-TNF drugs appear to control cardiac
inflammation without posing an increased
risk of disease reactivation in chronic
Chagas disease

Several immunosuppressors show anti-
Plasmodium effects

As multidrug therapy for leprosy is
considered bactericidal,
immunosuppression can be maintained,
especially in the first months of treatment,
when reactive states are most common
Gram-negative bacterial sepsis is a possible
complication of disseminated
strongyloidiasis, making
immunosuppressive treatment
discontinuation mandatory

TNF: tumor necrosis factor.
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For chronic infections, infections that need long treatment courses, those that involve immune
reconstitution inflammatory syndromes, and those that present a high risk of reactivation, the risk of
infectious complications needs to be weighed against the risk of autoimmune disease reactivation.

This decision can be challenging for chronic Chagas disease and leprosy. In chronic Chagas disease,
some medications, particularly TNF blockers, do not seem to have any deleterious effects on the risk of
disease activation and may possibly help in the control of cardiac and gastrointestinal inflammation. In
leprosy cases, in which multidrug therapy is considered bactericidal, the sudden interruption of
immunosuppression can lead to reactive states. Future studies specifically addressing this issue are
necessary.

Future perspectives and final considerations

Improved access to CIMIDs in developing countries makes the study of opportunistic tropical in-
fections in immunosuppressed patients an essential task. More severe clinical presentations of tropical
infections make the association with immunosuppression a separate topic for clinical management and
safety considerations.

Broadened screening for infections in patients under medication-induced immunosuppression, and
an improved prevention strategy including vaccination and chemoprophylaxis may avoid undesirable
adverse events. In addition, regional recommendations, including the use of new and safer drugs, must
be developed or improved.

Summary

Immunosuppression increases the risk of opportunistic infections. Special attention must be
directed to endemic tropical infections, such as leishmaniasis, Chagas disease, malaria, arbovirosis,
yellow fever, leprosy, paracoccidioidomycosis, disseminated strongyloidiasis, and ectoparasitosis. In
the present article, we aim to review evidence-based aspects of the most important opportunistic
tropical infections in immunosuppressed patients. We also aim to review important aspects of
vaccination, chemical prophylaxis, and treatment for these infections in people with medication-
induced immunosuppression.

Practice points. Leishmaniasis

e Immunosuppression is a recognized factor that influences the onset and reactivation of
leishmaniasis, particularly in severe cases.

e In most reported cases, immunosuppression was stopped immediately after the leishmani-
asis diagnosis was made.

e Reinstituting immunosuppression after curing leishmaniasis appears to be safe.

Research agenda. Leishmaniasis

e The development of new immunosuppressors that do not increase the risk of leishmaniasis is
an important goal for the treatment of patients living in endemic areas.

e New prophylactic alternatives, including vaccination, are interesting and important protec-
tive measures for severe leishmaniasis prevention in immunosuppressed individuals.

e An improved understanding of the epidemiology and immunological mechanisms of leish-
maniasis in immunocompromized patients will inform safer selection of immunosuppressive
drugs in endemic regions.
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Practice points. Chagas disease

e Clinical evaluation and serological testing should be performed before starting immuno-
suppression in patients living or staying for more than 3 months in endemic areas, in patients
whose mothers were born in an endemic area, and in patients who have received a blood
transfusion in endemic areas.

Treatment with trypanocidal drugs is reasonable for asymptomatic immunosuppressed
patients with detectable parasitemia.

In immunosuppressed patients with chronic disease and no previous trypanocidal treatment,
clinical and parasitological monitoring is mandatory.

Some references recommend trypanocidal treatment for all patients, receiving immuno-
suppressive drugs, who have been diagnosed with chronic Chagas disease. The benefit of
preventing future reactivations must be considered.

Research agenda. Chagas disease

e In regions endemic to Chagas diseases, new observational studies must evaluate whether
immunosuppressors, especially TNF-a. blockers, increase the risk of reactivation in chronic
Chagas disease patients.

e New research should also evaluate whether immunomodulators can control inflammation
without interfering with parasitic control, to reduce the risk of cardiac and gastrointestinal
complications in chronic Chagas disease.

Practice points. Malaria

e After infection and a latent period, the simultaneous rupture of red blood cells leads to the
typical malaria paroxysms constituted by fever, sweating, and cold stages.

e Malaria is a life-threatening condition, and infections in which P. falciparum or P. knowlesi are
confirmed or cannot be ruled out are considered medical emergencies.

e It is unclear whether patients taking methotrexate, azathioprine, or mycophenolic acid are at
increased risk of developing malaria.

e Patients using anti-TNF biologicals should be cautioned to avoid malaria-endemic areas.

Research agenda. Malaria

e Some evidence suggests that the use of anti-TNF agents in the treatment of Plasmodium
infections with central nervous system involvement is beneficial, although this finding needs
to be further studied.

e New observational studies must assess the real risk and magnitude of malaria in patients
using immunosuppressants, particularly immunobiologicals.
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Practice points. Arbovirosis

e The increasing disease incidence and widening geographic distribution of arbovirosis are
important public health problems in the 21st century.

e Arbovirosis is considered very difficult to control the disease because of the urban trans-
mission chain in tropical climates.

e The differential diagnosis of dengue, Zika, and Chikungunya is difficult.

Research agenda. Arbovirosis

e Preclinical and clinical trials are necessary to assess whether immunosuppression, including
anti-TNF therapy, has beneficial effects in the treatment of dengue hemorrhagic fever.

e Safer immunosuppressants must be developed and applied in regions endemic to
arbovirosis.

Research agenda. Yellow fever

e Future studies must assess the real risk of yellow fever and the clinical disease manifesta-
tions in patients using immunomodulatory drugs.
e New recommendations for prophylaxis, including vaccination, must be developed.

Practice points. Leprosy

e Leprosy in the immunosuppressed patient can be minimally symptomatic with multibacillary
disease or can be characterized by severe leprosy reactions upon sudden immunosuppres-
sion discontinuation.

e There is a complex relationship between rheumatological diseases, particularly RA and
leprosy because leprosy can mimic rheumatological disease manifestations, and leprosy
reactive states can lead to the development of rheumatological manifestations, including
vasculitis and arthralgia.

Research agenda. Leprosy

e New controlled trials must evaluate whether immunosuppression discontinuation is bene-
ficial after leprosy diagnosis to assess the risks of treatment failure and of inducing a leprosy
reactive state.

e Immunobiological drug use for the treatment of reactive states must be better studied to
assess its effectiveness and side effect profile.
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Abstract

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) was first officially described in Brazil on February 26", 2020. The accumulation of reports of
concomitant infections with severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and pathogens that cause diseases endemic
to tropical countries, such as dengue and chikungunya fever, has started to draw attention. Chagas disease and leprosy remain public
health problems in many developing countries, such as Brazil. In this manuscript, we describe a case of concomitant leprosy, Chagas
disease, and COVID-19, highlighting the cutaneous manifestations of SARS-CoV-2 infection and the clinical behavior of household
contacts who previously received prophylactic Bacillus Calmette-Guérin vaccines.

Keywords: Coinfections. COVID-19. Leprosy. Chagas disease.

INTRODUCTION

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) was first officially
described in Sdo Paulo, Brazil on February 26", 2020, and since
then, the country has experienced a concerning increase in the
incidence of COVID-19. As of June 10™, 2020, 772,416 positive
cases had been identified, with 39,680 deaths'. The growing
number of reports of concomitant infections with SARS-CoV-2 and
pathogens that cause diseases endemic to tropical countries, such
as dengue and chikungunya fever, has drawn attention’. Chagas
disease and leprosy continue to remain public health problems in
many developing countries, including Brazil’. In this manuscript, we
describe a case of concomitant leprosy, chronic Chagas disease, and
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COVID-19, highlighting the cutaneous manifestations of SARS-
CoV-2 infection and the clinical behavior of household contacts
who had previously received prophylactic Bacillus Calmette-Guérin
(BCG) vaccines. Patient inclusion was approved by the Ethics
Committee of the Faculty of Medicine of Universidade de Brasilia
after informed consent was obtained (95411718.2.0000.0030).

CASE REPORT

The patient, a 43-year-old female resident of Paranoa, in
the Federal District of midwestern Brazil, was diagnosed with
dimorphic leprosy in 2010 via positive smear microscopy and
the presence of asymmetric multiple mononeuritis. She started
treatment with multibacillary multidrug therapy (MDT-MB) in
August 2010. However, she experienced multiple interruptions in
treatment due to adverse reactions, until the therapy was finally
terminated in April 2020 after the administration of dapsone caused
hemolytic anemia. She was also diagnosed with Chagas disease
in 2013 via serology (chemiluminescence), and because she had
cardiac involvement and arrhythmia, she required a pacemaker
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as well as treatment with propranolol (80 mg/day) and Marevan
(5 mg/day). The patient was scheduled to start a monthly treatment
regimen with rifampicin, ofloxacin, and minocycline. However, she
returned in May 2020 with complaints of fatigue, odynophagia,
anosmia, ageusia, and headache for the prior 3 days. Reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) for SARS-CoV-2
was performed from a nasopharyngeal swab sample, and the result
was positive. Her condition progressed, and she developed diarrhea
and rectal bleeding in addition to cheilitis and painful, ulcerated
lesions on her genital (Figure 1) and oral mucosae; however, the
patient did not experience worsening of her leprosy symptoms,
nor did she develop reactional states. No fever or respiratory
symptoms were observed. The patient lived with her husband, who
was also using MDT-MB treatment for leprosy, and her daughter,
who had received BCG vaccine chemoprophylaxis in January
2020. Although her husband and daughter were classified as close
household contacts, neither presented with symptoms, nor did they
test positive for SARS-CoV-2 using RT-PCR or anti-SARS-CoV-2
antibodies using serology.

FIGURE 1: Ulcerated vulvar lesion.

DISCUSSION

Leprosy is a chronic, infectious, granulomatous disease
that affects the skin and peripheral nerves and is caused by
Mycobacterium leprae and Mycobacterium lepromatosis. The
majority (90%) of current leprosy cases are found in Brazil, India,
Nepal, Myanmar, Madagascar, and Mozambique, and 80% of the

2/3

cases that occur in the Americas are concentrated in Brazil®. There
are no current data regarding cases of concomitant COVID-19
and leprosy. However, information about the possible effects of
these concomitant diseases and the effects of the drugs used for
the treatment of either COVID-19 or leprosy may be important.
Another important focus is the possible increase of the frequency
and intensity of the reactional state, as would be expected in cases
in which leprosy patients contract other viral infections®. Leprosy
reactions are characterized by malaise and the exacerbation of
preexisting lesions, with subsequent erythema and pain that
are usually accompanied by neuritis and severe edema of the
extremities, occurring in 40% of borderline lepromatous patients®.

In the present case, the patient was in the chronic phase of Chagas
disease, characterized by congestive cardiac failure, arrhythmia (not
controlled by drugs), and right bundle branch block, which were
treated with a pacemaker, propranolol, and an anticoagulant®.

Recent data from the COVID-19 pandemic have shown that
the virus can affect the cardiovascular system. The damage due
to COVID-19 is probably multifactorial, and can result from an
imbalance between high metabolic demand and low cardiac reserve,
systemic inflammation, and/or thrombogenesis. Direct cardiac
damage from the virus also occurs, primarily in patients with
cardiovascular risk factors or preexisting cardiovascular diseases’.

Although the patient was classified as having borderline leprosy
and Chagas cardiomyopathy, she did not experience a recrudescence
of leprosy symptoms, worsening of previous cardiovascular
manifestations, or a severe case of COVID-19. Although the vast
majority of patients with COVID-19 have a good clinical outcome,
we hypothesize that leprosy treatment, due to its immunomodulatory
properties, could also have protected this patient. Moreover,
exposure to M. leprae itself, due to its immunogenic similarities
to M. bovis, could conceivably confer protection against the
severe manifestations of COVID-19, given that the BCG vaccine
has already been postulated to possess such properties®. These
hypotheses are worth testing directly in future studies.

The present patient also developed mucosal manifestations,
likely related to SARS-CoV-2 infection, as reported elsewhere.
Initial studies from China reported low frequencies of cutaneous
manifestations in COVID-19 patients (0.2%), but reports are
increasing, including acro-ischemia, chilblain-like eruptions,
petechiae or purpuric rash, chickenpox-like rash, urticaria, erythema
multiforme, maculopapular rash, mottling, and pityriasis rosea-
like rash®. Ulcerative mucosal lesions, similar to those seen in
our patient, were also described by Carreras-Presas et al’. These
mucosal ulcers are common primary lesions observed in other viral
infections, such as herpes and hand, foot, and mouth disease. It is
worth noting that our patient had no fever or cough but initially
presented with mucosal manifestations.

It is important to highlight the hypothesis raised by the scientific
community that the BCG vaccine may mitigate the effects of
COVID-19, as it could explain why the patient’s daughter did
not contract COVID-19 despite being in close contact with her.
Recent studies have demonstrated an inversely proportional
relationship between the number of COVID-19 cases in countries
with widespread BCG vaccine use and the relatively high numbers
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of COVID-19 cases in countries that have suspended the universal
administration of the BCG vaccine, such as Italy, Spain, and the
United States'’. Interestingly, in Brazil, the BCG vaccine, in addition
to being standard for newborns, is also used as prophylaxis for
leprosy in household contacts. It is possible that a specific sub-
analysis of this particular coinfection could add further information
about the natural history of COVID-19 and leprosy.
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Abstract

Badkground: Since the beginning of the COVID-19 pandemic, the world’s attention has been focused on better understanding
the relation between the human host and the SARS-CoV-2 virus, as its action has led to hundreds of thousands of deaths.
Objective: In this comext, we decided to study certain consequences of the abundant cytokine release over the innate and
adaptive immume systems, inflammation, and hemostasis, comparing mild and severe forms of COVID-19.

Methods: To accomplish these aims, we will analyze demographic characteristics, biochemical tests, immune biomarkers,
leukocyte phenotyping, immunoglobulin profile, honmonal release (cortisol and prolactin), gene expression, thromboehstometry,
neniralizing antibodies, metabolic profile, and neunirophil fimction (reactive oxygen species production, neatrophil extracellnlar
trap production, phagocytosis, migration, gene expression, and protcomics). A total of 200 reverse transcription polymerase chain
reaction—confirmed patients will be enrolled and divided into two groups: mild/moderate or severe/critical forms of COVID-19.
Blood samples will be collected at different times: at inclusion and after 9 and 18 days, with an additional 3-day sample for severe
patients. We believe that this information will provide more knowledge for future studies that will provide more robust and useful
clinical information that may allow for better decisions at the front lines of health care.

Resulis: The recruitment began in me 2020 and is still in progress. It is expected to continue until February 2021. Data analysis
is scheduled to start after all data have been collected. The coagulation study branch is complete and is already in the analysis
phase.
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Condusions: This study is original in terms of'the different parameters analyzed in the same sample of patients with COVID-19.
The project, which is currently in the data collection phase, was approved by the Brazilian Committee of Ethics in Human Research

(CAAE 30846920.7.0000.0008).

Trial Registration: Brazilian Registry of Clinical Trials RBR-62zdkk; https://ensaiosclinicos.gov br/rg/RBR-62zdkk
International Regjistered Report Identifier (IRRID): DERR1-10.2196/24211

(JMIR Res Protoc 2021:10(3):e24211) doi: 10.2196/24211

KEYWORDS

COVID-19; TARGET; cytokine profile; neutrophil fimction; thromboclastometry; neuiralizing antibodies; metabolomics;
proteomics; biomarker; prognosis; design; cohort; virus; immunology; immune system; genetics

Introduction

COVID-19 emerged in the city of Wuhan, Hubei, China and
spread worldwide over the next several momnths [1]. Originally
reparted by the World Health Orpanization (WHO) as a
pneomonia outbreak of ondetermined origin, COVIT-19 had
its epidemiclogical statos revised by the WHO as a Public
Health Emergency of Imternational Concern by the end of
January 2020 and as a pandemic at the beginning of March 2020
[2]. The etiologic agent was identified as a new coronavirus of
the Betacoronavirus genus, named SARS-CoV-2, due to its
structural similarity to severe acute respiratory syndrome-—related
coronavirus (SARS-CoV), which also accoumted for an outbreak
in China in 2002-2003 [3]. The disease is characterized by fever,
cough, and dyspnea, and can progress to pulmonary failure and
lead to hiver, heart, and kidney damage. Clinical management
of severe cases requires respiratory assisiance [4].

Angiotensin  converting enzyme-2 (ACE2) mediates
SARS-CoV-2 (and other coronaviruses) entty wvia
clathrin-mediated endocytosis imto type-2 pneumocytes and
macrophages of the hmg milien [5,6]. ACE2 is a
membrane-bound enzyme that converts active angiotensin 11 to
inactive angirensin (1-7). Thus, ACE2 blocks the unfavorable
cffects of angiotensin I  action, mchding classic
vasoconstriction in addition to inflammation and thrombosis.
SARS-CoV-2binding markedly impairs ACE2 catalytic activity
by competitive inhibition, with increased in situ pulmonary
inflammation and coagultion as detrimental cutcomes of
weakened counter regulation of the angictensin II/AT 1 receptor
axis [7].

Hence, COVID-19 resembles a hyperimmume syndrome defmed
by potentially lethal hypercytokinemia due to overproduction
of a set of proinflaimmatory mediators, incloding interlenkins
(IL-1p, IL-2, IL7), pranulocyte colony stimulating factor,
interferon-gamma (IFN-y), monocyte chemoatiractant protein-1
(MCP-1), and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), which
culminates in multi-organ failwe [8,9]. In addition, the
Thl7-type response plays an important role in severe cases due
to an additional promflimmatory overflow resulting from
supraphysiological IL-1B, IL-6, and TNF-a Jevels that contribute
to edema formation [10]. The rok of cortisol and prolactin in
the modulation of the Inmune system has long been described
[11,12], but their participation (if any) in the COVID-19-related
“cytokine storm™ remains wknown. Moreover, given the
imtimate imterplay of inflammation with blood clotting, severe
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patients usually show a hypercoagulable profile that leads toan
increased frequency of pulmonary thromboembolism, deep vein
thrombaosis, and even heart and brain ischemia events [13,14].

In this context, it is also no surprise that the first treatment that
reduced COVIT-19 mortality, in a large randomized controlled
toal (RECOVERY [Randemised Evaluation of COVID-19
Therapy[) [12,15], was dexamecthasone, a corticosteroid [12].
However, it also showed that the effect seems to depend on the
clinical stage of the disease, highlighting the need for further
investigations imto the course of the inflammatory response.
Other anti-inflammatory treatments such as tocilizumab, an
IL-6 receptor-blocking humanized antibody used to treat
theumatoid arthritis, were used (out of compassion) in patients
with severe COVID-19 in China and Italy [16-18], with some
clinical improvement. Similarly, another drug under evaluation
is baricitinib, a JAK 2 inhibitor approved for myeloproliferative
neoplasms and rheumatoid arthritis that reduces Thl7-type
cytokine secretion by blocking AP2-associated protein kinase
1 [19]. However, the clinical efficacy of bancitinib against
COVID-19 has vet to be proven. These studies support the
assumption that a cytokine “storm™ not only plays a role in
COVID-19 pathophysiology but also has predictive prognostic
value to monitor the evolution of mild and severe cases.

New metabolomics protocols can characterize metabolic
pathways and provide a broad view of the impact of
SARS-CoV-2 on the body. Both metabolome and protecme
compaosition are dynamic and reflect genome expression onder
specific conditions [20-22]. Furthermore, these inmovative
combination protocols can help in understanding the metabolic
profile of a given patient or group of patients [23] from unine,
saliva, and blood samples [24]. The chemical profile
substantially contributed to biological and medical research,
leading to advancements in clinical medical practice [23].

This paper describes the design and rationale of a multicenter
prospective cohort study aimed at evaluating the molecular and
cellular immune signature of COVID-19 by assessing serum
inflammatory mediators and regulatory chemokines of Brazilian
patients with different clinical forms of the disease.

Methods

Study Design and Population

TARGET & registered in the Brazilian Clinical Trials database
with registty code RBR-62zdkk and constitutes a multicenter,
prospective cohort study of consecutive COVID-19 cases,
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consisting of participants recruited from secondary and tertiary
health care facilities in Brazil, namely, the University Hospital
of Brasilia (University of Brasilia [UnB]) and the public regicnal
hospitals of Asa Norte, Gama, Santa Maria, and Taguatinga
(Brasilia, Disiritoe Federal). Clmical procedures will be
conducted according to a standard protocol approved by local
institutional review boards under accession number CAAE
30846920.7.0000.0008, with participants included after
volmtary signing of an informed consent form. The study
protocol follows the recommendations of the STROBE
(Strengthening the Reporting of Observational Studies in
Epidemiology) statement for cbservational studies [16].

Figure 1. Inclosion and exclwion enena flowch

The T-branch group is paticnis rek

Kurizky et al

Reauitment

Inchsion criteria will inchude the following: laboratory
confirmation of COVID-19 by reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR; KIT Molecular SARS-CoV2 [E/RP];
Bio-Manguinhos), a signed informed consent form, and older
than 18 years. The exclusion criteria are as follows: patients
with inconclusive, unavailable, or solely serological laboratory
diagnosis of COVII-19; a dementia condition (Alzheimer,
Parkinson, vascular frontotemporal, Lewy body, or others);
schizophrenia or schizoaffective disorders with psychotic
characteristics; and patients with previously known congenital
hemorthagic diseases or thrombophihia or use of anticoagulants
(for coagulation tests; Figure 1).

d to the gency oom with mild or moderate forms of

COVID-19 not requiring hospitalization. The D-branch group is paticnis

ferred 1o the ¥ Toom with scvere or aitical forms of COVID-19

Patients with respiratory symptoms at the
Emergency Room

Inclusion criteria:

* Confirmed SARS-CoV-2 RT PCR
® Over 18 years of age
o Informed consent

Mild cases:

#Enrolled in T-branch group

Clinical Assessment Protocol

The clinical evaliation aims to identify the signs and symptoms
associated with COVID-19 and moniter the status
(mild/moderate or scverc/critical) of the disease. Clinical
assessments  include idemtification of comorbidities,
COVII-19-associated symptoms and treatment, use of
medications in general, clinical chemistry findings, and life
support regimen care. Severe cases are defined for the purposes
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Exclusion criteria:

*Non-COVID-19 caused respiratory
5
to understand and sign

* Previous pulmonary dysfunction
® Previous coagulation disturbances

Moderate/Severe cases:

* Enrolled in D-branch group

of the study by dyspnea (respiratory rate =30 breaths per minute)
coupled with any of the following criteria: pulsed wave oxygen
saturation <93% at rest, Pa0,/Fi0, <300 mmHg, respiratory
failure requiring mechanical ventilation, multiple organ failore,
shock, or admission to the intensive care mit Patients who de
not meet the criteria for severe/ctical forms will be considered
mild/moderate cases. No asymptomatic patients will be included
(Textbox 1 and Table 1).
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Textbox 1. Componenis bang d for ck zzation of the following domams: symptoms, rbiditi biochemical profile,
I L kers, and lenkocyle phenotype and fimctionality in the TARGET protocol.

Symptoms

Fever, chills, sncezing, sore throat, headache, congh, coryza, anosmia, dysgensia, diard thenia, nansea, vomit, dizzness, and others
Comorbidities

Palmonary chronic di hroni diopathy, yp diabetes, chromic kidney di neopl: smoking, alcohol ingestion,

psoriasis, immmmodepression, HIV, Deng'ne, ]mnsﬂn-s, Zika virns, chikemgonya, Chagas dmens:, ye]low fwu', leishmaniasgis, malania, HIN1, and
others

Previons medications
Angiotensin converting enzyme inhibitors, angiotensin IT receptor antagonists, idal anti-infl y drogs, and others
Treatments aimed at COVID-19

Chinical t d 1 in, chloroquine, mbibiotics, 7 I ide. lopinavic. it ir, remdesivir, i Tohud:
plasmaphercsis, anti-1L6, JAK mbabitor, and others

Biochemical tests

Lenkocyte, lymphocyte and platelet conmds, ferritin, lactate d o tropomin, creatine kinase, aspariate anm fe lant h ke
and creatmine

Hormone evaluation

Prolactin and cortisol

Thorax computed tomography
Ground-glass opacity (<25%, 25-50%, >50%)
Consolidation

Sernm immune biomarkers

Chemokines: CXCL8, CCL11, CCL3, CCLA, CCL2, CCLS, and CXCL10; inflammatory cytokines: IL-1B, IL-6, TNF-ct, IL-12p70, IFN-gamma,
IL-17A, and IL-15; rcgulatory cytokines: [L-1Ra, IL-4, [L-5, IL-9, IL-10, and IL-13; and cell growth factors: IL-2, IL-7, FGF-basic, PDGF, VEGF,
G-CSF, and GM-CSF

Gene expression assays

IFN-y, IL-12, IL-17a, TNF-tx, IL-6, IL-4, IL-5, IL-10, IL-1b, RANTES, MCP-1, MIP, MIG, IP-10, and IL-8

Lenkocyte phenafyping

CD3, CD4, CD8, HLA-DR, CD25, CD19, D5, CD27, CD38, PD-1, CD28, CD14, CD16, and CDS6

Lenkocyte fanctionality

IL-1B, IL-6, TNF-tx, IFN-ot, IL-5-PE, and IL-10

Metabolomic analysis

Metabolic profile/pathroays

Nemtrophils

Isolation, reactive oxygen specics production, phagocyloss, docrine fumors production, migrition assay, neutrophil protcomics
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Table 1. The TARGET profocol will collect imformation about a series of charactaristics and fests along the climical evolution of patients wath COVID-19.

At cach time point, the following data will be asscesed.

Day0 Day 9 Day 18

Age, gender, weight, and height
Symptoms

Contact with SARS-CoV-2 patient
Time of symptoms
Medications inuse

spo2

Thorax computed tomography
Biochemical tests
Supplementary oxygen
Mechanical ventilation

Death

COVID-19 treatment

Immmme biomarkers
Lenkocyte phenotyping
Cortisol/prolactin levels
Immmmoglobulin profile
D-dimer

Thromboelastometry
Nentralizing antibodies
Metabolomic analysis
Neotrophils

w
L
-

W oW W W W W W W

W W W W W W W W W W W W W W W W

W W oW W W W W W W W W

W W W W W W W W W W W W
w

|
|
[Z )
|

\

mm‘

mmm‘
|

*Indicates datn was registered at this time point.
bpndicates data was nol registered at this tme poind

Timeline

The TARGET protocol comprises two amms, referred to as the
timehne (T)-branch and the days of hospitalization (D)-branch.
Far the purposcs of this study, the T-branch refers to patiemts
with mild/mederate forms that did not require hospitalization.
The D-branch refers to patients with severe/critical forms who
required hospital admission. Patients on the T-branch will be
analyzed on days 0, 9, and 18 (T0, T9, and T18), while paticuts
on the T+-branch will be anatyzed on days 0, 3, 9, and 18 (D0,
D3, D9, and D1& Figure 1).
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Biological Samples

The TARGET protocol encompasses the collection of blood
samples in four different types of containers. For these purposes,
whole peripheral blood samples will be collected in vacuum
tubes without an anticoagulant (10 ml.) to obtain serum samples
for metabolomic and biochemical analysis, in sodium citrate (5
mL) for coagulation assays, and i heparin (10 mL) to obtain
plasma samples and to isolate polymorphonnclear and peripheral
bleod mononuclear cells (PBMC). Samples will be collected at
distinct time pomts as follows: day 0, at mclusion by
confimmation of COVII-19; day 3, within 24 days after
inclusion; day 9, within 7-10 days after inclusion; and day 18,
within 15-20 days afier inclusion (Figure 2).
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Figure 2. Timcline showing the times of blood fests and the analysis performed. The upper line represents the duration of symptoms, a parameter msed
m the group of paticnis mo]ledﬁn'pmspechve ﬁ)]lownp,c(mposﬂd]mm:mly of paticniz who will cvolve with mild conditions. The lower line

XS

represents the blood test dates in the hospitalized promp: ¢
the fifth day of symptom onset.

vﬂnhvenhendyﬂmmdﬂlcnhdymﬂlmodemkhmemﬁtm,mmﬂyﬁmn
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+ Gene expression
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Preanalytical Sample Handling and Preprocessing
The whole blood samples will be processed to obtain serom or
plasma samples and PBMC batches. Tubes will be centrifuged
at 1900 g for 10 minutes at 22 °C to obtain serom or heparinized
plasma and processed immediately within-facility for routine
PBMC isolation and cryopreservation [17].

Clinical Biochemisiry and Hematologic Analysis
Plasma samples obtained m ethylenediamine tetraacetic acid
will be immediately analyzed at local clinical laboratory
facilities. Biochemical analysis will be performed with a Rocas
Cobas E411 system using compatible reagents to assess the
level of femitin, troponin T, creatine kinase, creatinine,
aspartate aminotransferase, and alanine aminotransferase. All
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| *Neutralizing antibodies
*[mmunoglobulin profile
+Cortisol/prolactin levels

| Metabolomic analysis
H =

procedures will be performed according to the manufacturer’s
recommendations. Cortisol and prolactin in seram samples will
be quantified at the Sabin Medicina Diagnostica (Brasilia,
Brazil) using the chemiluminescent method (Siemens, Advia
Centaur). Hematological analyses will be performed using whole
blood obtained in sodium citrate tubes in an ABBOTT Cell Dyn
3700 analyzer or equivalent with samples from days 0, 9, and
18.

The coagulation profile will be assessed at the DASA Laboratory
(Brasilia, Brazil) by thromboelastometry tests carned out within
a 3-howr imterval after blood collection [13,25] as follows:
cxirinsic system assay (EXTEM), intrinsic system assay
(INTEM), fibonogen assay (FIBTEM), and nonactivated
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coagulation assay (MATEM; ROTEM, Werfen, Barcelona, Spain; Figore 3).

Figure 3. Thmnhmlashmekymdﬂmdﬁndotwa}mﬁmApmﬂmtspmmmldﬂsmmsmpﬂm miact with a cf d blood sample inside a.

ctic. After Icification and addition of a specils ator ding wpon the fcst), the clotting staris, and as it gets firmar, the spinning capacity
of the axis is red 'w]nc]us fc ‘byﬂlcsyshnmagmphcmlnmmhhmofﬂlcc]@mﬂlmmxmgmplmﬂe As the fibrmolysis starts,
the clot becomes less firm, which is oy dasd iplitude on the monitor. The extrinsic systan assay (EXTEM)'s activator is thromboplastin

and cvalmaics the extrinsic activation of coagmlation. '[‘]lemlmlslcsyntnnamy’sachvamrselapc acid and cvaluates the intrinsic activation of
coagnlation The fibnmogen assay’s activator is the same as EXTEM plus cytochalasm D, \If]lldlm]lM ]iaiﬂet:u:ﬁvﬂy This depicis anlyﬂlcpm‘hm]nhm

of fibrinogen in the clot. The nonactivated coagnlation assay is recalcified blood and is a vated jon of coagnlation. Circul: tissne
ﬁldhnn,xmhuﬁnseeqnmsﬂlmmmocylmmmﬂmmaﬁnysﬂm,ml]mtﬁcmgﬂahmm (.'['lsﬂlcmneﬁmneﬁmnachvnhmm]an
amplitede of 2 mm and nop thrombm i T the dy jon of thrombin and is the time frame between 2 mm and 20
mm of clot amplitnde. A10 rep the clot amplitnd 10 i afler imtiati dnecﬂymlaflndinm ml)lmgﬂlcc]nnciomakempmm
decisions. MCF is the maxinmm amplitade of the clotand rep ils main ¥ 1y, flximog d plaiclets. ML G

of clot reduction after imitistion of fibrinolysis. Therefore, 60 minntes afler nitiation, thromboel. etry d "—lmpmhm: n]xmtew.ry
phasc of the coagulation g A10: amplitodc in 10'mi: CFEmgnlaﬁmﬁmnaﬁmﬁme;CﬁcoﬂgnlahmhonCF maxmmnc]o‘tﬁnmm;
ML: maxinmum lysis.
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Assessment of Molecular and Cellular Inmunological
Biomarkers

Secrum biomarkers will be assessed wsing the Luminex Bio-Plex
Pro platform set for 27 human immune mediators (Bio-Rad
Laboratories, California) for the simultancous assessment of
the following analytes: chemokines (CXCLS8, CCL11, CCL3,
CCL4, CCL2, CCL5, and CXCL10), proinflammatory cytokines
(IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-12p70, IFN-y, IL-17A . and IL-15) and
regulatory cytokines (IL-1Ra, 1L, IL- 5, IL-9, IL.-10, and
IL-13), and cell growth factors (IL-2, IL-7, FGF-basic, PDGF,
VEG, G-CSF, and GM-CSF). All procedures will follow the
manufacturer’s recommendations, with levels obtained at days
0.3,and 9.

The expression levels of immune mediators will be assessed by
TagMan quantitative RT-PCR. (qRT-PCR) assays (Applied
Biosystems, Foster City, CA) for each transcript, with
retro-transcription set up with 1 ng/pl. of RNA from PBMCs
and from neutrophils. The reactions will be camied out on a
QuantiStudio 3 Thermal Cycler (Applied Biosystems, CA) in
standard mode [26]. Altemnatively, qRT-PCR. experiments for
selected genes will be based on the SYBR Green (family of
dyes for molecular biology) detection methodology using the
SYBR Green PCR Master Mix and universal cycling conditions
on the ABI Prism 7000 Sequence Detection System. Expression
levels will be assessed on days 3 and 9.

Immunophenotypic/fimctional profiles of circulating leukocytes
will be assessed upon short-term cultare in vitro. The cell
suspension will be stained with distinct panels of monoclonal
antibodics comprising CD3, CD4, CDE, HLA-DR, CD25, CD19,
CDS5, CD27, CD38, PD-1, CD28, CD14, CD16, and CD56 for
cell surface analysis, and IL-1B, [L-6, TNF-a, [FN-a, [L-5-PE,
and I1.-10 for evaluation of intracytoplasmic fimctional status.
Cells will be mm on a FORTESSA flow cytometer (BD
Bioscience, CA). An average of 100,000 cells will be analyzed
per sample. The phenotypic/fimctional parameters will be
assessed using FlowJo software (BD, New Jersey). Leukocyte
phenotyping will be obtained at days 0, 3, and 9.

The immumoglobulin profile will be assessed by multiplexed
PCR wsing cryopreserved PBMCs [19,27]. Sequencing librarics
'will be produced and sequenced using the Illumina MiSeq 2x300
bp platform. For each sample, 1 million reads coresponding to
IgG and IgA will be produced. The reads will be processed
using pRESTO [28], Ig heavy chain genes will be annotated
using the MIXCR platform [29], and clonotypes will be
determimed as descrbed in [30]. The immunoglobulin profile
'will be assessed in samples obtained on day 3.

Neantrophil Evaluation Experimental Design and
Groups

Neutrophils will be obtained from healthy donors and from
patients at two different times, T9/T 18 and D9/D1 8. Neutrophils
isohted from each donor will be divided inte two aliquots and
incubated i buffer {comrol group) or phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA ; activated group). Cells from each group will
be submitted to the fimctional and molecular analyses described
in the following sections.
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Nentrophil Isolation and In Vitro Activation

Cell isolation will be performed from peripheral venous blood
by centrifugation in Percoll gradients, as previously described
[27]. The remaining erythrocytes will be removed by hypotonic
lysis. Samples containing >95% neutrophils and >98% viable
neutrophils will be prepared in 50% autologous plasma and
divided into aliquats for control or activation in PMA [28].

Evaluation of Reactive Oxygen Species Production and

Phagocytosis

The isolated neutrophils, after incubation i each condition, will
be tested for reactive oxygen species production as described
by Tahir et al [29].

Evaluation of Nentrophil Extracellular Traps
Production

At the final 20 minutes of incubation in each condibon, an
aliquot of neotrophils will be removed and incubated with
SYTOX green (high-affinity nocleic acid stain; 10 pmol/.) and
4’ 6-diamidino-2-phenylindole (blue-fluorescent DNA stain; 1
pg/mL). Fluorescence readings will be performed both by
fluorescence microscopy and on a spectrophotometer [30].

Real-time Migration Assay

Neutrophils from each condition will be apphied to the upper
chamber of a xCELLigence Real-Time Cell Analysis mstrument
and dynamically measored regarding the migration toward the
chemoattractant ~ N-FormylhnethionyHeucyl-phenylalanine
(potent polymorphonuoclear lenkocyte chemaotactic factor) [31].
Neutrophil Proteomics

Neutrophils obtaned in all experimental conditions will be
subjected to cell lysis by ultrasound cavitation and then trypsin
digested. Eluted peptides will be subjected to capillary
chromatography in a two-column online vented system. The
fractions will be cluted directly into the ionization chamber of
an Owbitrap FElite mass spectrometer to be analyzed in
data-dependent acquisition mode. The 20 most intense ions will
be selected for high-energy collision dissociation fragmentation,
and the fragments will be analyzed in the ion-trap detector. Mass
spectra will be analyzed for protein quoantification and
identification using the Progenesis and Peaks software packages,
as well as in-house developed R scripts for statistical analysis
[32].

Metabolomic Profiling

‘We will aim to analyze each serum sample collected from mild
(T-branch group) and severe (D-branch group) case patients
and healthy volunteers at each time point in the same manmer
(Figures 1 and 2) UUntargeted metabolomics will be performed
using a Bruker UPLC-PDA-QqTOF (ulira-performance hiquid
chromatography photodiode array
quadrupole-quadrupole-time-of-flight) compact
(UPLC-MS/MS). The cbtained data will be osed to build
molecular networking using the Global Natural Products Social
Molecular Networking platform, which gives a better averview
of the metabolic profile and group compound classes in clusters.
For statistical validation of the metabolite differences between
the groups, the data will be processed in MZmine and analyzed

TMIR Res Protoc 2021 | vol 10 [iss_3 | 24211 |p_8

182



-

JMIR RESEARCH PROTOCOLS

by means of chemometric tools, as provided by the
MetaboAnalyst phitforn. Based on this broad chemical cutline,
specific metabolites will be quantitatively analyzed using
targeted metabolomics using a CLAE Quadmipole/Quadrupole.
This approach will be used to validate and quantify specific
components of imerest, such as metabolites involved in the
glycolytic and hexosamine pathways, and tricarboxylic acid
cycle, among other possible biomarkers.

Sample Size Calculation

The sample size calculation was based on the assumption that
20% of patients who are critically ill have elevated TNF-a levels
compared to 5% of patients who are noncritically ill [8]. TNF
levels will be normalized according to the study population.
Based on a bilateral 95% significance level, a power of 8024,
and a case-control ratio of 1, a sample size of 200 patients can
be predicted.

Statistical Analysis

Clinical and demographic data between groups of patients
(severe vs nonsevere) as well as treatment profiles and
differences in successive time pomts will be compared. To
compare mean values of soluble biomarkers between groups,
the ¢ student test {(or analysis of variance with post hoc test for
multiple groups) or the nonparametric Mamm-Whitney (or
Kruskal-Wallis for multiple groups) test will be used as
appropriate, according to the observed sample distribution
features. The SAS 9.3 software (SAS Institute Inc) will be used
with a significance level set at .05. The main binary cuicomes
will be analyzed by the estimation of relative nsks using a
log-binomial generalized model or by the area under the curve
using trapezoidal methods. All personnel conduocting laboratory
procedures will be blinded regarding the patient status (severity
of COVID-19). Receiver operating characteristic curves will
determine cutoff points at which individual or combined scores
of the molecular and cellular biomarkers become informative
of the progression of COVID-19 cases, according to optimal
sensitivity and specificity to identify the signature that best
characterize each clinical status.

Results

This protocol is in the data collection phase. Study recroitment
started in June 2020. At the end of July 2020, 30 T-branch and
85 D-branch patients were enrolled.

We expected to complete all patient inclusion by June 2020,
‘but with the continuous increase in COVID-19 cases in Brazil,
the authors decided to continue incloding patients until February
2021.

TData analysis is scheduled to start afier all inclusion data have
been collected.

The coagulation study branch, with thromboclastometry, has
already becn completed Preliminary resuls  confirm
deregulation in initiation of the hemostasis process. The results
are currently being analyzed and prepared for publication.
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Discussion

This TARGET protocol was desipned to standardize the
cvaluation of cellular and mokcular immune biomarkers to
evaluate their potential as prognosis tools during COVID-19
infection at different degrees of clinical severity. As the host
immune respomse impacts COVID-19 progression,
understanding the behavior of immune biomarkers at the
different phases of the illness constitutes a crucial step in the
idemtification of patients who will deteriorate and those who
'will benefit most from treatment. A simultanecus comprehensive
assessment of the different aspects of the immune response was
the approach adopted for this protocol.

An early study in China showed that the elevation of certain
biomarkers soch as D-dimer, together with inflaimmatory
markers incloding ferritin, was associated with the worst
outcomes after SARS-CoV-2 ifection [33]. These
measurements have been incorporated in some clinical practice
cemters, but their course during discase and actoal value in
prognosis are not yet fully described. Higher levels of a series
of other mterleukins were also described in severe forms of the
disease [34], contnbuting to the concept of a cytokine storm,
but their exact significance remains unclear. A thorough
cvaluation of different immune aspects could help to clarify
their role.

Less information regarding the cellular immune response has
been published, but its role is progressively gaiming more
attention from the scientific community, as some evidence notes
that lmmoral immunity does not appear to be sufficiently
devcloped after the first SARS-CoV-2 infection [35]. A
simulianeous evaluation of these two kinds of tnmune responses
in the TARGET study could help to understand this interface.

Thromboembolism 1s a recurrent finding among patients with
COVII-19, which has made thromboprophylaxis a vital part
of the available supportive treatment options. Unfortmately,
there is considerable uncertainty about the degree of coagulation
derangement, the possible association with the inflimmatory
respanse elicited including neutrophil extracellular traps [36],
and the consequences of these alterations [13]. Fuorther
Imowledge is needed to better understand COVID-19-associated
coagulopathy to provide fronthne clinicians with better treatment
opticns to manage the ensuing clinical manifestations.

A metabolomics study of serum from patients with COVID-19
annotated 941 metabolites. The authors identified metabolic
paiterns i severe cases that could be used to propose diagnostic
maodels capable of predicting progression to severe infection
and assist in the treatment strategy [37]. Observed changes in
the lipid profile (>100 hipids) cause hiver damage, as reflected
by abnormal serum levels of bilirubin and bile acids [37].
Another study revealed the consequences of treating patients
with SARS-CoV with methy lprednisolone. Disturbances in the
serum lipid profile 12 years post mfection were associated with
long-term systemic damage caused by high doses of
methylprednisolone [38]. Metabolomics is therefore a powerful
tool for identifying and monitoring the prognosis and markers
at different stages of a disease, particularly for unknown
infections [24].

TMIR Res Protoc 2021 | vol 10 [iss_3 | 24211 |p_9

183



-

JMIR RESEARCH PROTOCOLS

Similarly, neutrophil fimctional and molecular assays have been
performed in patients with COVID-19 [39], clearly indicating
the participation of these cells m the pathogeny, although no
specific molkecular model has yet been proposed [10]. Therefore,
the proteomic approach coupled with firther analysis at the
transcription and functional level will provide evidence to
correlate neutrophil activity to the disease severity and time
course.

Only two treatments have shown substantial beneficial effects
to date in randomized trials in COVID-19, with both exhibiting
heterogeneity of treatmemt effect between subgroups. A
preliminary report from Beigel et al [41] showed that remdesivir
shortened the median recovery in a trial from 15 days i the
phlacebo group to 11 days, but those on mechanical ventilation
were less likely to benefit. On the other hand, dexamethasone

Kurizky et al

demonstrated a reduction in mortality at 28 days, but mainly in
those on mechanical ventilation [42]. One possible explanation
for these findings is that an adequate immune response to stop
viral replication is needed at the onset of the disease. The excess
of inflammation presenting is detrimental. As the time when
these treatments are initiated could be key, immune biomarkers
that signal phases of disease to guide the timing of treatments
could be extremely useful in clinical practice.

In summary, TARGET 1 a translational study that aims to verify
the rok of cellular and molecular immune biomarkers in the
prognosis of COVID-19, opening up avenues for their use in
clinical practice. The results that will be achieved are not meant
tobe resiricted to the description of the disease pathophysiology,
‘but to form a basis for future clinical studies that will ultimately
help the clinicians on the front line.

Acknowledgments

The authors thank the financial support privided by Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolgico (CNPg),
Coordenagiio de Aperfeiqoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), under process no. 88887.506611/2020-00 and
88887.504120/2020-00 and Fundacio de Amparo 4 Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG), under process no. REDE-00140-16.
The authors thank the ArboConirol Brazil Project fimded by the Ministry of Health, under process no. TED 74/2016 and TED
42/2017 for financial support. The study has been supported by Hospital Universitirio de Brasilia (HuB) from Universidade de
Brasilia (UnB), Hospital Regional da Asa Norte (HRAN). LAN, LFE, OTN, WF and OAMF thank the CNPq for PQ-fellowship
Program. The funders had ne contribution in the study design, data collection and analysis, decision to publish or manuscript
preparation. We thank the “Nucleus of Support on Research from Iustitute Sabin — Brasilia for performing hormonal tests and
sample pre-analytical handling, the DASA L aboratory for performing the ROTEM analysis and the Werfen Medical for supplying
reagents for ROTEM analysis.

Conflicts of Inferest
None declared.

References

1. GuoY, CaoQ, Hong 7, Tan Y, Chen 8, Jin H, ct al. The origin, transmission and clinical therapies on coronavirus disease
2019 (COVID-19) outbreak - an update on the status. Mil Med Res 2020 Mar 13:7(1):11 [FREE Full text] [doi
10.1186/540779-020-00240-0] [Medline: 32169119]

2. Wang TT, Moon HS, Le A, Panchal N. Proceedings of the OMS COVID-19 response conference. J Oral Maxillofac Surg
2020 Aug:78(8):1268-1274 [FREE Full text] [doi: 10.1016A.joms.2020.05.003 | [Medline: 32422197]

3. Yang Y, Peng F, Wang R, Yange M, Guan K, Jiang T, ct al. The deadly coronaviruses: the 2003 SARS pandemic and the
2020 novel coronavirus epidemic in China. J Autoimmun 2020 May;109:102434 [FREE Full text] [doi:
10.1016/.jaut 2020.102434 | [Medline: 32143990

4.  Agparwal 8, Garcia-Telles N, A ggarwal G, Lavie C, Lippi G, Henry BM. Clinical features, laboratory characteristics, and
ouicomes of patients hospitalized with coronavins disease 2019 (COVID-19): eardy report from the United States. Diagnosis
(Berl) 2020 May 26;7(2):91-96. [doi: 10.151 5/dx-2020-0046 ] [Medline: 32352401]

5.  Comner SD, Schimid SL. Identification of an adaptor-associated kinase, AAK]1, as a regulator of clathrm-mediated endocytosis.
J Cell Biol 2002 Mar 04;156(5):921-929 [FREE Full text] [doi: 10.1083/jcb.200108123 ] [Medline: 11877461]

6. Verdecchia B, Cavallini C, Spanevello A, Angeli E. The pivotal link between ACE2 deficiency and SARS-CoV-2 infection.
Eur J Intern Med 2020 Jun; 76:14-20 [FREE Full text] [doi: 10.1016/A.€11m.2020.04.037] [Medline: 32336612]

7.  Sodhi CP, Wohlford-Lenane C, Yamaguchi Y, Prindle T, Fulton WB, Wang S, et al. Attenuation of pulmonary ACE2
activity impairs inactivation of des-Arg bradykinin/BKBI1R axis and facilitates LPS-induced neutrophil infiltration. Am J
Physiol Lung Cell Mol Physiol 2018 Jan 01;314(1)L 17-L.31 [FREE Full text] [doi: 10.1152/ajplung.00498.201 6] [Medlne:
28935640

8. Huang C, Wang Y, LiX, Ren L, Zhao J, Hu Y, et al Climical features of patients infected with 2019 novel coronavirus in
‘Wuhan, China. Lancet 2020 Feb 15:395(10223):497-506 [FREE Full text] [doi: 10.1016/50140-6736(20)30183-5 ] [Medline:
31986264

9. Mchta P, McAuley DFE, Brown M, Sanchez E, Tattersall RS, Manson JJ, HL.H Across Speciality Collaboration, UK.
COVID-19: consider cytokine stonm syndromes and immunosuppressicn. Lancet 2020 Mar 28;395(10229):1033-1034
[FREE Full text] [doi: 10.1016/80140-6736{20)30628-0 | [Medline: 32192578]

hitps {fwrww researchproto cols arg /202 1/3/e 24211

O

TMIR Res Protoc 2021 | vol. 10| iss 3 | €24211 | p_ 10

IFRercien 3L

184



IS

-

L

JMIR RESEARCH PROTOCOLS Kurizky etal

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

24

25.

27.

28

29.

30.

31

hitps {fwrww researchproto cols arg /202 1/3/e 24211

0

oy 4

Wu D, Yang XO. TH17 responses in cytokine storm of COVID-19: an emerging target of JAK?2 inhibitor Fedratinib. J
Microbiol Immunol Infect 2020 Jun; 53(3):368-370 [FREE Full text] [doi- 10.10164jmi1.2020.03.005 ] [Medlme: 32205092]
Bennarde F, Buffone C, Giudice A. New therapeutic oppartunities for COVID-19 patients with Tocilizumab: possible
cormrelation of interleukin-6 receptor inhibitors with osteonecrosis of the jaws. Oral Oncol 2020 Ful;106:104659 [FREE Full
text] [do1: 10.1016/.crmloncolopy.2020.104659] [Medlme: 32209313]

RECOVERY Collaborative Group, Horby P, Lim W8, Emberson JR, Matham M, Bell L, et al. Dexamethasone in
hospitalized patients with Covid-19. N Engl JMed 2021 Feb 25;384(8):693-704 [FREE Full text] [doi:
10.1056/NEJM0a2021436] [Medhine: 32678530]

Mortus JR, Manek SE, Brubaker 1.8, Loor M, Cniz MA, Trautner BW, et al. Thromboclastographic resulis and
hypercoagulability syndrome in patients with coronavirus disease 2019 who are critically ill. JAMA Netw Open 2020 Jun
01;3(6):¢2011192 [FREE Full text] [doi: 10.1001 famanetworkopen. 2020.11192] [Medline: 32501489]

Zhang C, Wu Z, Li X, Zhao H, Wang G. Cytokine release syndrome in severe COVIT-19: interleukin-6 receptor antagonist
tocilizumab may be the key to reduce mortality. Int J Antimicrob A gents 2020 May; 55(5):105954 [FREE Full text] [doi:
10.1016/j.ijantimicag. 2020.105954 | [Medline: 32234467

Xuo X Han M, Li T, Sun W, Wang I, Fu B, ct al. Effective treatment of severe COVII-19 patients with tocilizumab. Proc
Natl Acad SciU S A 2020 May 19;117(20):10970-10975 [FREE Full text] [doi: 10.1073/pnas. 2005615117] [Medline:
32350134

wvon Elm E, Altman TG, Egger M, Pocock 8J, Getzsche PC, Vandenbroucke JP, STRORBE Initiative. The Sirengthening
the Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) Statement: puidelines for reporting observational
studies. Int J Surg 2014 Dec;12(12):1495-1499 [FREE Full text] [doi: 10.1016/.1150.2014.07.013 ] [Medline: 25046131]
Fuss 1J, Kanof ME, Smith PD, Zola H. Isclation of whole mononuclear cells from peripheral bleod and coard blood. Curr
Protoc Immunol 2009 Apr;Chapter 7-Unit7.1. [doi: 10.1002/0471142735.im0701s85 | [Medline: 19347849]

Favalli EG, Biggioggero M, Maioli G, Caporali R. Baricitinib for COVII-19: a suitable treatment? Lancet Infect Dis 2020
Sep:20(9):1012-1013 [FREE Full text] [doi: 10.1016/51473-3099(20)30262-0] [Medline: 32251638]

McDaniel JR, DeKosky BY, Tanno H, Ellington AD, Georgiou G. Ultra-high-throughput sequencing of the immune receptor
tepertoire from millions of lymphocytes. Nat Protoc 2016 Mar; 11(3):429-142. [doi: 10.1038/nprot. 201 6.024 | [Medline:
26844430

Yang PL. Chapter 14 - metabolamics and lipidomics: yet more ways your health 1s influenced by fat. In- Katze MG, Korth
MJ, Law GL, Nathanson N, editors. Viral Pathogenesis: From Basics to Systems Biology. Cambndge, MA: Academic
Press; 2016:181-198.

Bantos MCD, Morais CL.M, Nascimento YM, Aragjo JMG, Lima KMG. Spectroscopy with computational analysis in
virological studies: a decade (2006-2016). Trends Analyt Chem 2017 Dec;97:244-256 [FREE Full text] [doi:
10.1016/.trac.2017.09.015 ] [Medline: 32287542]

Teng W, Rao J, Chen X, LiT), Zhang 7, Lin D, et al. Metabolomics study of serum and urine samples reveals metabolic
pathways and biomarkers associated with pelvic organ prolapse. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci 2020
Jan 01;1136:121882. [doi: 10.1016/.jchromb.2019.121882] [Medline: 318099640]

Kosskounmvekaki I, Panagictou G. Navigating the homan metabolome for biomarker identification and design of
pharmaceutical molecules. J Biomed Bigtechnol 2011;2011. [doi: 10.1155/2011/525497] [Medline: 20936122]
Martin-Blizquez A, Diaz C, Gonzilez-Flores E, Franco-Rivas 1), Jiménez-1.una C, Melguizo C, et al. Untargeted
LCHRMS-based metabolomics to identify nowvel biomarkers of metastatic colorectal cancer. Sci Rep 2019 Dec 27:9(1):20198.
[doi: 10.1038/541598-019-55952-8 ] [Medline: 31882610]

Calatzis AGK, Spannag]l M, Varweg M. Tarpeted treatment of acute haemostatic disorders. ROTEM Analysis. URL: hitps-/
fororw rotem de/fwp-comientuploads/201 6/09/ROTEM_Analysis delta platelet EN_2016-09-website.pdf [accessed
2020-07-20]

Zhang T,LiL, Shang ), Lv C, Wang C, Su B. Circulating miR-126 is a potential biomarker to predict the onset of type 2
diabetes mellitus in susceptible individuals. Biochem Biophys Res Commun 201 5;463(1-2):60-63. [doi:

10.1016/.bbrc. 2015.05.01 7] [Medline: 25986735]

Carvalho 1.O, Aquine EN, Neves ACD, Fontes W. The neutrophil nucleus and its role in newtrophilic function. T Cell
Biochem 2015 Sep;116(9):1831-1836. [doi: 10.1002/cb.25124] [Medline: 25727365]

Aquino EN, Neves ACD, Santos KC, Urnibe CE, Souza PEN, Carea JR, et al. Proteomic analysis of neutrophil priming by
PAF. Protein Pept Lett 2016;23(2):142-151. [doi: 10.2174/09298665236661 51202210604 | [Medline: 26631175]
Tahir M, Arshid §, Fontes B, Castro MS, Luz IS, Botelho KLR, et al. Analysis of the effect of imtestinal ischemia and
reperfusion on the rat neatrophils proteome. Front Mol Biosci 2018;5:89. [doi: 10.3389/finolb.2018.00089] [Medline:
30555831]

Hule GP, Bargir UA, Kulkarni M, Kambli P, Taur P, Desai M, et al. Does pioglitazone lead to neutrophil extracellular traps
formation in chronic granulomatous disease patients? Front Immunol 2019;10:1739. [ded: 10.3389/fimmu 201901739
[Medline: 31428088]

Cano PM, Varpas A, Lavoie J. A real-time assay for neutrophil chemotaxis. Biotechniques 2016;60(5):245-251 [FREE
Full text] [doi: 10.2144/000114416] [Medline: 27177817]

TMIR Res Protoc 2021 | vol. 10| iss 3 | €24211 | p_ 11

185



JMIR RESEARCH PROTOCOLS Kurizky etal

32,

33.

34.

35.

36.

37.

38

39.

41.

42,

Cury N, Silva R, Andre M, Fontes W, Ricart C, Castro M, et al. Root protcome and metabolome reveal a high muritional
dependency of aluminium in Qualea prandiflora Mart. {Vochysiaceae). Plant Soil 2019 Nov 14;446(1-2):125-143. [doi:
10.1007/511104-019-04323-3 ]

ZhouE, Ya T,DuR, Fan G, Lin Y, Lin Z, et al. Clinical course and risk factors for mortality of adult inpatients with
COVID-19 in Wuhan, China: a retrospective cohort study. Lancet 2020 Mar 28;395(10229):1054-1062 [FREE Full text]
[doi: 10.1016/S0140-6736(20)30566-3 | [Medlinc: 32171076]

Velavan TP, Meyer CG. Mild versus severe COVID-19: laboratory markers. Int J Infect Dis 2020 Jun:95:304-307 [FREE
Full text] [doi: 10.1016/A.17id.2020.04.061 ] [Medline: 32344011]

Siracuosano G, Pastori C, Lopalcoe 1.. Humoral immune responses in COVID-19 patients: a window on the state of the art.
Front Immunal 2020:11:1049. [doi: 10.3389/fimmu 2020.01049] [Medline: 32574261]

Middleton EA, He X, Denorme F, Campbell RA, Ng D, Salvatore SP, et al. Neutrophil extracellular traps contrbute to
immunothrombosis in COVIT-19 acuie respiratory distress syndrome. Blood 2020 Sep 05;136(10):1162-1179 [FREE Full
text] [doi: 10.1182/blood 2020007008 ] [Medline: 32597954]

Song I, Yin (), Kang M, Ma N, Li X, Yang Z, et al. Untargeted metabolomics reveals novel serum biomarker of renal
damage in theumnatoid arthritis. Y Pharm Biomed Anal 2020 Feb 20;180:113068. [doi: 10.1016/.jpba 2019.113068] [Medline:
31884392]

WoQ, Zhou I, 8un X, Yan Z, Ho C, Wu J, et al. Altered lipid metabolism in recovered SARS patients twelve years after
infection. Sci Rep 2017 Aug 22;%1)9110. [doi: 10.1038/541598-017-09536-z | [Medline: 28831119]

Didangelos A. COVID-19 hyperinflammation: what about neutrophils? mSphere 2020 Jun 24;5(3). [doi:
10.1128/mSphere.00367-20] [Medline: 32581077]

Laforge M, Elbim C, Frére C, Hémadi M, Massaad C, Nuss P, et al. Tissue damage from neutrophilinduced oxidative
stress in COVID-19. Nat Rev Immunol 2020 Sep:20(9):515-516 [FREE Full text] [doi: 10.1038/541577-020-0107-1 |
[Medline: 32728221]

Beigel JH, Temashek KM, Dodd LE, Melta AK, Zingman BS, Kalil AC, ACTT-1 Study Group Members. Remdesivir fir
the treatment of Covid-19 - final report. N Engl J Med 2020 Nov 05:383(19):1813-1826 [FREE Full text] [doi:
10.1056/NEIMoa2007761 | [Medline: 32445440]

RECOVERY Collabomative Group. Dexamethasone for COVID-19: preliminary findings. Drug Ther Bull 2020 Sep; 58(9):133.
[doi: 10.1136/dtb.2020.000045] [Medline: 32690491

Abbreviations

ACE2: angiotensin converting enzyme-2

CNPyq: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico € Tecnolagico
D: days of hospitalization

EXTEM: exirinsic system assay

FIBTEM: fibrnogen assay

IFN-y: interferon-gamma

INTEM: inirinsic system assay

MCP-1: monocyte chemoatiractant protein-1

NATEM: nonactivated coagulation assay

PBMC: penpheral blood mononuclear cells

PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate

qRT-PCR: quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
RECOVERY: Randomised Evaluation of COVID-19 Therapy

RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction

SARS-CoV: severe acute respiratory syndromerelated coronavirus
STROBE: Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology
T: timeline

TNF-a: tumor necrosis factor-alpha

UnEB: University of Brasilia

UPLC PDA QqTOF: ulira-performance liquid chromatography photodiode array
quadrupole-quadrupole-time-of-flight

‘WHO: World Health Organization

hitps {fwrww researchproto cols arg /202 1/3/e 24211 JMIR Res Protoc 2021 | vl 10| iss 3 | €24211 | p_ 12

IS

O

L

oy 4

-

186



IS

-

L

oy 4

JMIR RESEARCH PROTOCOLS Kurizky etal

Edited by G Eysenbach; submitted 09.09.20; peer reviewad by A Allam, E Soto Vega; comments fo aithor 02.12.20; revised version

ived 13.12.20; epted 19.02.21; published 64.03.21
Please cite as:
Krizky P, Nobrega OT, Soares AADSM, Aires RB, Albugquerque CPD, Nicola AM, Albugquerque P Teiceira Carvalho A, Naves LA,
Fortes W, Luz IS, Felicori L, Gomides APM, Mendonga Silva DI, Espindola LS, Martins Filho OA, de Lima SMB, Mota LMH, Gomes

CM

Molecular and Cellular Biomarkers of COVID-19 Prognosis: Protocol for the Prospective Cohort TARGET Study
JMIR Res Protoc 2021;10(3):e24211

URL: https-/fwww.researchprotocols.org/2021/3/e24211

dot: 10.2196/24211

PMID: 33661132

©Patricia Kurizky, Otivie T Nobrega, Alexandre Anderson De Sousa Munhoz Soares, Rodrige Barbosa Aires, Cleandro Pires
De Albuquerque, André Moraes Nicola, Patricia Albuquerque, Andréa Teixeira-Carvalho, Luciana Ansancli Naves, Wagner
Fomtes, Isabelle Souza Loz, 1.iza Felicon, Ana Paulo Momnicire Gomides, Dayde Lane Mendonca-Silva, Laila Salmen Espindola,
Olindo Assis Martins-Filho, Sheila Maria Barbosa de L.ima, Licia Maria Henrique Mota, Ciro Martins Gomes. Originally published
in JMIR. Research Protocoks (hitp-//www.researchprotocols.org), 04.03.2021. This is an open-access article distributed under the
terms of the Creative Commons Attribution License (hitps://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits imrestricted
use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work, first published in JMIR Research Protocols, is
properly cited. The complete bibliographic information, a link to the original publication on http-//www.researchprotocols.org,
as well as this copyright and license information must be included.

Titps /fwrww reseachprotocols arp/202 1/3/e242 11 TMIR Res Protoc 2021 | vol. 10 |iss 3 | €24211 | p_ 13
T .(O) {pags rum bar not for citation purpases)
B

187



188

ANEXO A — Parecer da CONEP

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Biomarcadores imunoldgicos como preditores de prognodstico em
pacientes com formasleves e graves de COVID-19

Pesquisador: PATRICIA SHU KURIZKY

Area Tematica:

Versio: 3

CAAE: 30846920.7.0000.0008

Instituicio Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES -
EBSERH

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.077.252

Apresentacao do Projeto:

As informagdes elencadas nos campos “Apresentagdo do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e
“Avaliacdo dos Riscos e Beneficios” foram retiradas do arquivo Informagdes
Basicas da Pesquisa
(“PB_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO 1536698.pdf”, datado de
14/04/2020).

INTRODUCAO
A Organizagdo Mundial de Saude declarou a pandemia de COVID-19 em 12 de margo de
2020.1 A doenga se caracteriza por febre, tosse, dispneia, podendo evoluir para edema e

faléncia pulmonar, além de ter danos hepatico, cardiaco e renais.2 O manejo clinico €
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principalmente sintomadtico, entretanto casos graves podem necessitar de assisténcia
respiratoria.1 O SARS-CoV-2, patégeno responsavel pelo quadro, liga-se as células epiteliais
alveolares, entrando via enzima conversora da angiotensina-2, e assim, ativa o receptor toll-
like-7 (TLR-7).3,4 A ativagdo do TLR-7 leva a producdo de alfa-interferon, TNF-a, ¢ a
secrecdo de IL-12 e IL-6. Isso resulta na formacao de células T citotoxicas CD8-especificas e
células T-helper CD4, levando a formacao de células B antigeno-especificas e producido de
anticorpos.4 Essa resposta imune adaptativa controla a infec¢do viral e determina o
restabelecimento clinico.4 Ao mesmo tempo, parece que quando o organismo nao ¢ capaz de
produzir uma resposta adaptativa adequada ao virus, a inflamagdo persistente induzida pela
imunidade inata leva a uma liberagdo excessiva de citocinas (cytochine storm).2-4 Hung et al
sugeriram que essa “tempestade” de citocinas se manifestaria por altos niveis de IL-1b, IL-2,
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-17, G-CSF, GMCSF, IFNg, TNFa, IP10, MCP1, MIPIA e
MIP1B. Comparado com os pacientes ndo internados em unidades intensivas, os pacientes
criticos tendem a apresentar niveis mais altos de IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF, 1P10, MCPI,
MIPI1A e TNFa.5 Outro estudo avaliando pacientes com COVID-19 mostrou uma diminui¢ao
das células CD4 e CD8, mas um aumento na proporcao de células Th17.6 A diferenciacdo de
células Th17 se da pelo estimulo de IL-6 e IL-23. Estudo de Jing Liu et al, ainda a ser publicado,
sugeriu que casos graves mostrariam uma diminui¢ao sustentada na proporc¢ao de linfocitos
quando comparado com os casos moderados, além de mostrarem também diminuigao de células
T CD8 e aumento de citocinas inflamatorias no sangue periférico (IL-6, IL-10, IL-2 e IFN-).3
A IL-6 apresenta um papel central na inflamac¢do aguda.3 Ela pode ser produzida por quase
todas ascélulas estromais e do sistema imune, como linfécitos B, T, macrofagos, mondcitos,
células dendriticas, mastocitos e outras células ndo linfocitarias, como fibroblastos, células
endoteliais, queratindcitos, células mesangiais glomerulares e células tumorais.3 Os principais
ativadores da expressao da IL-6 sdo a IL-1B e o fator de necrose tumoral (TNF-a), mas também
pode ocorrer pelos receptores Toll-like, prostaglandinas, adipocinas, resposta ao estresse e
outras citocinas.3 Nas fases iniciais da inflamacao infecciosa, a IL-6 ¢ produzida por mondcitos
e macrofagos, estimulados pelos receptores Toll-like. Essa expressao aguda de IL- 6 tem um
papel central na defesa do organismo ao estimular varias populacdes celulares.3 Além disso, a
resposta do tipo TH17 parece ter um papel importante nos casos graves de COVID-19.2 A IL-

Ib e TNFa estimulam a resposta de Thl7, promovendo permeabilidade vascular e
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extravasamento. As células Th17 produzem IL-17, GM-CSF, IL-21 e IL-22. Dentre estas, a IL-
17 tem amplo efeito proinflamatério na indugdo de citocinas G-CSF (responsaveis pela
granulopoiese e recrutamento de neutrofilos), IL-1b, IL-6, TNFa (esses 3 ultimos envolvidos
em sintomas inflamatdrios, como a febre), quimiocina KC, MIP2A, IL-8, IP10, MIP3A (atraem
e recrutam mais infiltrado imune); e metaloproteinases da matriz (participando do dano tecidual
e remodelamento).2 J4 a IL-22 estimula a producdo de mucina, fibrinogénio, proteinas
antiapoptoticas, amiloide A sérico e proteina ligadora LPS, podendo assim contribuir para a
formacao do edema encontrado nos pacientes com SARS-CoV-22 e SARS-CoV.2 Finalmente,
Xu et al mostraram que o sangue periférico de pacientes com COVID-19 grave apresentava um
alto nimero de células Th17 CCR6D, reforcando a importancia destas células na fisiopatogenia
da doenga.7 Considerando que at¢ o momento ndo hd uma droga especifica para o tratamento
de COVID-19, uma gama de terapias direcionadas ao hospedeiro t€ém sido potencialmente
redirecionada para suprir essa auséncia.l O tocilizumabe é um anticorpo monoclonal
humanizado que atua bloqueando os receptores de interleucina-6 (IL-6), usado no tratamento
da artrite reumatoide e arterite de células gigantes, e recentemente empregado (por compaixao)
no tratamento de pacientes com quadros graves de COVID19 na China e na Italia.1,3 O estudo
chinés avaliou 21 pacientes, ndo havendo complica¢des com o uso da medicacdo nem historia
de piora da doenga ou morte, sendo que todos os pacientes apresentaram melhora clinica. Os
autores defenderam que o fato do tocilizumabe ter um baixo risco de infec¢des favorece seu
uso e a limitagdo principal do estudo foi que a IL-6 foi quantificada no sangue periférico apenas
antes do tratamento.3 Outra droga sugerida foi o Fedratinibe (SAR302503, TG101348), um
inibidor da JAK?2, aprovada pelo FDA para neoplasias mieloproliferativas, que age na produgao
das citocinas das células Th17, entretanto ainda nao existem estudos mostrando sua a¢ao no
COVID-19.2 Outro inibidor da JAK, aprovado no Brasil, e que tem sido estudado ¢ o
Baricitinibe. Além de diminuir a cascata inflamatdria potencializada pelas citocinas, essa droga
também seria capaz de diminuir a entrada e aglomeragdo intracelular do virus nas células do
hospedeiro,em especial nas células pulmonares, pelo bloqueio da proteina quinase 1 associada
a AP2 (AAK1).8 Esses dados apoiam a hipdtese que uma “tempestade” de citocinas apresente
um papel importante nos casos graves, de forma que a neutralizacdo de fatores inflamatdrios
chaves na sindrome de liberagdo de citocinas teria grande valor na reducdo da mortalidade de

casos graves.
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HIPOTESE

Qual o perfil de citocinas e quimiocinas séricas encontrado nos pacientes portadores de
COVID-19 brasileiros?

Existe relagdo entre o perfil de citocinas e quimiocinas apresentado e a gravidade do quadro de

COVID- 19?

METODOLOGIA

Estudo analitico prospectivo com pacientes e profissionais de saude do Hospital Universitario
de Brasilia, que tenham diagnodstico de COVID-19. Esses pacientes serdo submetidos a coleta
de sangue no dia 1, 3, 10e 15. O sangue serd processado para obtengao plasma e de células
mononucleares do sangue periférico, que serdo avaliados quanto a presenca de quimiocinas,
citocinas, fatores de crescimento, a expressdo de biomarcadores fenotipicos de memodria,
produgdo de citocinas intracitoplasmaticas bem como, quantificacdo do nivel de expressdo de

genes para citocina.

CRITERIOS DE INCLUSAO
Capacidade de compreensao e preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Diagnostico de COVID-19

CRITERIO DE EXCLUSAO

Doenga mental orgénica, funcional ou oligofrenia, que comprometam a qualidade da
informacao fornecidapelo paciente

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Analisar a resposta imune celular por meio da assinatura de quimiocinas e citocinas pro-

inflamatoérias e reguladoras em pacientes brasileiros com COVID-19.

OBJETIVO SECUNDARIO

- Relacionar os dados obtidos com a gravidade do quadro apresentado pelo paciente.



- Avaliar o perfil fenotipico / funcional de subpopulagdes de células mononucleares
circulantes. Analisar a expressdo de genes envolvidos na resposta inata e adaptativa ao

COVID-19

- Analisar o repertério da regido hipervariavel de imunoglobulinas

- Avaliar a presenca de anticorpos neutralizantes desencadeados pela doenca e possivel
imunidade contra reinfecgao
Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Por se tratar de trabalho envolvendo coleta de sangue, os pacientes estdo expostos ao risco
de flebite, equimoses e hematomas nos locais da pungdo. A escolha de profissionais bem
treinados pode diminuir a ocorréncia de efeitos. O uso de luvas e materiais estéreis

descartaveis evita a ocorréncia de possiveis infec¢des associadas ao procedimento.

BENEFICIOS

Alguns estudos tém enfocado a relagdo entre os niveis séricos das quimiocinas e das
citocinas inflamatériase o quadro critico de faléncia respiratéria nos pacientes com
COVID-19, avaliando seus papéis como biomarcadores. Um biomarcador, conforme
definicio do US National Institutes of Health, ¢ um fator que pode ser medido
objetivamente e que serve como marcador de processos biologicos fisiologicos ou
patologicos ou de respostas farmacoldgicas de intervencdes terapéuticas. Os
biomarcadores apresentam aplicacdes clinicas importantes no diagndstico, estadiamento
ou classificagdo da doenga, bem como no monitoramento da resposta ao tratamento. Este
estudo visa esclarecer a assinatura de quimiocinas e citocinas envolvidas na patogénese
do COVID-19 em pacientes brasileiros e analisar sua relacdo com a gravidade do quadro,
auxiliando na avaliagdo de fatores prognosticos e na escolha de tratamentos
personalizado. O trabalho também vaiauxiliar no esclarecimento da possivel obtenc¢ao

de imunidade pos-infecgao.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Emenda 1

192
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Inclusdo de 4 centros coparticipantes para auxiliar na captagao dos pacientes:
- Hospital Regional da Asa Norte

- Hospital Regional de Taguatinga

- Hospital Regional do Gama
-Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM - UFES).

Inclusdo dos exames de dosagem de prolactina e cortisol, relacionados as alteragdes do sistema
imune; e da tromboelastometria, para avaliar formacao de coagulos, descrita nas formas graves
da doenca. As alteragdes estdo presentes na nova versao do projeto e TCLE.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes".

Recomendagdes:

Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes".

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao foram identificados obices éticos na emenda.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as
atribuicdes definidas na Resolucdo CNS n°® 466 de 2012 e na Norma Operacional n° 001 de

2013 do CNS, manifesta-sepela aprovacao da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situacdo: Emenda aprovada.
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ANEXO B — Ficha Clinica

Ficha Clinica

Pront. Data de preenchimento da ficha  / /

Nome:

Sexo: 1.( ) Masc 2.( )Fem

Data de nascimento: / /  idade atual :

Tel:

Cep:

Profissao:

Comorbidades: () Doenca pulmonar cronica ( ) Cardiopatia cronica () HAS

( ) Diabetes () Doenga Renal cronica ( )Gestacdo () Neoplasia ()Tabagismo ( ) Etilismo ()
Psoriase () imunodepressao () HIV () dengue ( ) hanseniase ( ) zika (') chicungunya

() doenga de Chagas () febre amarela ( ) leishmaniose ( ) malaria () HIN1 () Nenhuma ()
Outras

Outras comorbidades:

Medicamentos (na ultima semana): ( ) IECA () BRA () Ibuprofeno ( ) Outros AINEs ()
imunossupressor - se sim: qual: ( ) Nenhum medicamento
() Outros medicamentos

Outros medicamentos em uso:

O paciente tem sintomas: ( ) Sim /(') Nao / Assintomatico

Data do inicio dos sintomas:

Duragao: (dias)

Que sintomas vem apresentando: () Febre () Tosse () Falta de ar (dispneia)

() Coriza () Espirros () Cefaleia ( ) Diarreia ( ) Dor de garganta (odinofagia)

() Astenia () Diminui¢do do paladar (ageusia) ( )Diminui¢ao do olfato (anosmia)
() Nauseas ( )VOmitos ( )Tonturas (vertigem) ( ) Outros sintomas

Outros sintomas:
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Houve contato domiciliar com pessoa com COVID-19 suspeita ou confirmada nos ultimos 14
dias: Nao () sim ()

O contactante domiciliar teve confirmagado laboratorial da COVID-19: Nao () Nao sabe() sim
O

Qual a data do inicio dos sintomas do contactante domiciliar: (se houver mais de um contactante

domiciliar com COVID-19, langar a data mais antiga)

Peso: Altura: Saturacao de O2:

Confirmagao do diagnoéstico de COVID-19 () sim () ndo
M¢étodo: RT-PCR () sorologia ()
TC: () vidro fosco <25% () vidro fosco 25-50% (') vidro fosco > 50% (') consolidacao

Achados laboratoriais:
Anemia () Linfopenia ( ) Leucopenia () trombocitopenia ( ) elevagdo de ferritina () elevagao
de DHL () elevagdo de troponina () elevagcdo de CPK () elevacao de transaminases () elevagao

da creatinina ()

Paciente em: () Isolamento domiciliar ( ) Pronto-Socorro () Internacao hospitalar

Observacoes:

Tratamento para COVID-19:

() apenas suporte () corticoide ( ) enoxaparina ( ) cloroquina (') antibiotico — qual:

( ) ivermectina ( ) nitazoxanida ( ) antiviral (lopinavir / ritonavir / remdesivir) ( )
imunoglobulina () plasmaférese ( ) anti-IL6 (tocilizumabe) () inibidor de JAK

() outro — qual:

Houve necessidade de ventilagdo mecanica do paciente? () Sim ( ) Nao () Nao sabe
Houve necessidade de oxigénio suplementar: () Sim ( )Nao ( )Nao sabe

Houve 6bito do paciente por COVID-19: () Sim () Nao () Nao sabe



198

Ficha D7:

Data de preenchimento da ficha:

Houve resolucdo dos sintomas: () sim ( )ndo ( ) ndo se aplica
Surgiram novos sintomas: () sim ( ) ndo
Se sim, quais: ( ) febre () tosse ( ) dispneia ( ) coriza ( )espirros ( ) cefaleia ( ) diarreia

()odinofagia ( ) astenia ( ) ageusia ( ) anosmia ( ) nduseas ( ) vOmitos () tonturas () outros

Saturagao de O2:

Confirmacgao do diagnodstico de COVID-19 () sim () ndo
Meétodo: RT-PCR () sorologia ()
TC: () vidro fosco <25% () vidro fosco 25-50% (') vidro fosco > 50% () consolidacdo

Achados laboratoriais:
Anemia () Linfopenia ( ) Leucopenia ( ) trombocitopenia ( ) elevagdo de ferritina ( ) elevacao
de DHL () elevagdo de troponina () elevagdo de CPK () elevacao de transaminases ( ) elevagao

da creatinina ()

Paciente em: () Isolamento domiciliar ( ) Pronto-Socorro () Internag@o hospitalar

Houve mudanca do tratamento para COVID-19: ( )ndo ( )sim — qual:

() apenas suporte () corticoide ( ) enoxaparina ( ) cloroquina (') antibiotico — qual:

( ) ivermectina ( ) nitazoxanida ( ) antiviral (lopinavir / ritonavir / remdesivir) ( )
imunoglobulina () plasmaférese () anti-IL6 (tocilizumabe) () inibidor de JAK

() outro — qual:

Houve necessidade de ventilagdo mecanica do paciente? () Sim ( ) Nao () Nao sabe
Houve necessidade de oxigénio suplementar: () Sim ( )Nao ( )Nao sabe

Houve 6bito do paciente por COVID-19: () Sim () Nao () Nao sabe
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Ficha D15

Data de preenchimento da ficha:

Houve resolucao dos sintomas: () sim () ndo () ndo se aplica
Surgiram novos sintomas: ( ) ndo () sim
Se sim, quais: ( ) febre () tosse ( ) dispneia ( ) coriza ( )espirros ( ) cefaleia ( ) diarreia

()odinofagia ( ) astenia ( ) ageusia ( ) anosmia ( ) nduseas ( ) vOmitos () tonturas () outros

Saturagao de O2:

TC: () vidro fosco <25% () vidro fosco 25-50% (') vidro fosco > 50% (') consolidacao

Achados laboratoriais:
Anemia () Linfopenia ( ) Leucopenia () trombocitopenia ( ) elevagdo de ferritina () elevagao
de DHL () elevagdo de troponina () elevagcdo de CPK () elevacao de transaminases () elevagao

da creatinina ()

Paciente em: () [solamento domiciliar ( ) Pronto-Socorro () Internacao hospitalar () alta

Houve mudanca do tratamento para COVID-19: () ndo se aplica ( )ndo ( )sim — qual:

() apenas suporte () corticoide ( ) enoxaparina ( ) cloroquina (') antibiético — qual:

( ) ivermectina ( ) nitazoxanida ( ) antiviral (lopinavir / ritonavir / remdesivir) ( )
imunoglobulina () plasmaférese ( ) anti-IL6 (tocilizumabe) () inibidor de JAK

() outro — qual:

Houve necessidade de ventilagdo mecanica do paciente? () Sim () Nao () Nao sabe
Houve necessidade de oxigénio suplementar: ( ) Sim ( )Nao ( )Nao sabe

Houve 6bito do paciente por COVID-19: (') Sim () Nao ( ) Nao sabe
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ANEXO C-TCLE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — via do paciente

Participacdo no Projeto “Biomarcadores imunoldgicos como preditores de prognostico em
pacientes com formas leves e graves de COVID-19”

I - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ...ccoiiiiiniiiinieieicneenne. SEXO: M1l FU
DATA NASCIMENTO. ........ [ R

TELEFONES: DDD(........ ettt ettt et nt e he et e nt e he e teena e te et e enteeae e teeneeeaeenbeeneas
1Y N 5SS

Convido vocé a participar do estudo chamado “Biomarcadores imunologicos
como preditores de prognostico em pacientes com formas leves e graves de COVID-19”.
O objetivo desse estudo ¢ avaliar a diferenca do sistema de defesa dos pacientes com as formas
leves e graves da infec¢do por COVID-19.

O estudo trata apenas de coleta de informagdes e coleta de amostra de sangue. O
seu sangue sera analisado para avaliar as alteragdes do seu sistema imune, sendo necessario a
coleta de 12 ml de sangue, o equivalente a 1 colher de sopa, em até 4 momentos: no primeiro
dia, no sétimo dia e no 15° dia do quadro de infec¢do pelo COVID-19, caso voce esteja apenas
em isolamento em casa, ou no primeiro dia, no terceiro dia, no sétimo dia e no décimo quinto
dia, caso vocé precise ficar internado pelo quadro de COVID-19. O sangue coletado sera
utilizado nas seguintes analises: a) biomarcadores imunoldgicos circulantes, b) perfil fenotipico
e funcional de leucdcitos, c) repertorio de imunoglobulinas e d) quantificacdo de anticorpos
neutralizantes. As 3 primeiras analises tém como objetivo avaliar as células e anticorpos
produzidos pelo organismo contra o COVID-19. A quantificacdo de anticorpos neutralizantes
avalia se ha possibilidade de imunidade apods a infeccdo. Essas analises ndo fazem parte do
tratamento da sua doenca, sendo usadas apenas para os fins desta pesquisa.
Nao existem muitas informacgdes a respeito da diferenca do sistema de defesa de pacientes que

evoluem com a forma leve e a forma grave de COVID-19. Assim este estudo ¢ importante para
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que se possa conhecer um pouco mais sobre esses efeitos. Isso pode ser ttil para que os médicos
possam ter mais informagdes no futuro na escolha do melhor tratamento de cada paciente.
Entretanto, o seu tratamento para a doenca nao serd modificado pela pesquisa € ndo serdao
testados novos remédios para a doenga por essa pesquisa. Seu atendimento ndo sera
prejudicado, independentemente de sua decisdo de participar ou ndo da pesquisa. A pesquisa se
restringird ao preenchimento de uma ficha clinica e a coleta de exames de sangue nas datas
citadas acima, mas vocé seguird no fluxo assistencial (atendimento de rotina do servigo), com
acompanhamento médico e realizagdo de exames necessarios para sua recuperacao,
independente de optar por participar ou nao desta pesquisa.

Por se tratar de trabalho envolvendo coleta de sangue, os pacientes estdo expostos ao risco de
hematomas e infec¢ao nos locais da pun¢ao. A escolha de profissionais bem treinados pode
diminuir a ocorréncia de efeitos. O uso de luvas e materiais estéreis descartaveis evita a
ocorréncia de possiveis infecgdes associadas ao procedimento. O paciente pode se sentir
desconfortavel quanto a possibilidade de exposi¢ao de seus dados, porém a informacao obtida
serd de uso cientifico e ndo sera divulgada para outros fins. Todos os dados referentes aos
pacientes sdo confidenciais, e isso sera garantido através do anonimato (ndo identificacao) do
participante quando do repasse dos dados, os quais serdo utilizados exclusivamente para os fins
deste estudo. Em nenhum momento havera liberagdo de identidade ou quaisquer dados que
possam levar a sua identificagdo.

A sua participacdo neste estudo ¢ totalmente voluntéria, garantindo-se ao profissional plena
liberdade de se recusar a participar. Uma vez que vocé aceite participar do estudo, permanecera
com o direito de retirar seu consentimento a qualquer momento, sem nenhuma penalizagao.
Todas as despesas da pesquisa serdo de responsabilidade do pesquisador, de forma que vocé
ndo arcard com qualquer custo referente aos procedimentos e exames do estudo. Fica garantido
0 acesso aos resultados dos exames ao seu médico ou ao proprio participante sempre que
solicitado e/ou indicado. O participante lesado terd direito a solicitar indenizag¢do diante de
eventuais danos decorrente diretamente da pesquisa.

Para qualquer duvida ou esclarecimento adicional, vocé pode entrar em contato com o Dra.
Patricia Shu Kurizky, pelo telefone 20285324, ou contacté-lo diretamente no endereco SGAN
604/605, Avenida L2 Norte, Hospital Universitario de Brasilia, Ambulatorio de Dermatologia,
CEP:70919970. A dra. podera ser encontrada no corredor vermelho, sala B, as sextas feiras,
das 8h as 12 horas. Podera ser feito contato também com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, que tem como objetivo defender os

interesses dos participantes da pesquisa e contribuir para o desenvolvimento da pesquisa dentro
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dos padroes éticos. Esse contato pode ser feito através do telefone 31071918 ou pelo email
cepfm@unb.br, ou pessoalmente no enderego: Faculdade de Medicina da UnB - Campus
Universitario Darcy Ribeiro — Asa Norte — DF cep 70910-900, de 8:30-12:30 e de 14:30-16h
de segunda a sexta-feira.

Afirmo que recebi uma via deste termo de consentimento para ler antes de assina-lo, que os
detalhes do projeto foram explicados e que manterei uma copia deste consentimento em meu

poder.

Assinatura do participante ou representante

Assinatura do Pesquisador

Data Data
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Termo de Consentimento livre e esclarecido de autorizacio para coleta, depésito,

armazenamento e utilizacio de material biologico humano — via do paciente

Projeto “Biomarcadores imunoldgicos como preditores de progndstico em pacientes com
formas leves e graves de COVID-19”

O (A) Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
Biomarcadores imunoldgicos como preditores de prognostico em pacientes com formas leves
e graves de COVID-19.

Pedimos a sua autorizag@o para a coleta, o deposito, o armazenamento, a utilizacdo e descarte
de sangue e seus componentes. A utilizacdo do seu material bioldgico esta vinculada somente
a este projeto de pesquisa, ou se o Sr. (a) concordar, em outras pesquisas futuras.

O (A) Sr. (a) sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre
para participar ou recusar-se a participar, podendo retirar, a qualquer momento, o seu
consentimento de guarda e utilizagdo do material bioldgico armazenado no Biorrepositorio. A
sua participagdo € voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que ¢ atendido pelo pesquisador.

O pesquisador ir4 tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo e privacidade,
sendo que os dados, materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos e apos esse tempo serdo destruidos.
Seu nome ou o material que indique sua participa¢do nao serd liberado sem a sua permissdo. O
(A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.
Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢ao quando finalizada.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma sera arquivada
pelo pesquisador responsavel, no Hospital Universitario de Brasilia e a outra serd fornecida a
(o) Sr. (a).

Caso haja danos decorrentes dos riscos desta pesquisa, o pesquisador assumira a
responsabilidade pelo ressarcimento e pela indenizagao.

Afirmo que recebi uma via deste termo de consentimento para ler antes de assina-lo, que os
detalhes do projeto foram explicados e que manterei uma copia deste consentimento em meu

poder.

Assinatura do participante ou representante



204

Assinatura do Pesquisador

Data Data
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — via do pesquisador

Participacdo no Projeto “Biomarcadores imunoldgicos como preditores de prognostico em
pacientes com formas leves e graves de COVID-19”

I - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o, SEXO: M1 FI[J
DATA NASCIMENTO: ........ [eveonne [

TELEFONES: DDD(........ )ttt et h e et h ettt et nb et nae et eaees

EMALL: .ottt ettt sttt et e at ettt et e bt et e neenees

Convido vocé a participar do estudo chamado “Biomarcadores imunoldgicos como preditores
de progndstico em pacientes com formas leves e graves de COVID-19”.

O objetivo desse estudo ¢ avaliar a diferenca do sistema de defesa dos pacientes com as formas
leves e graves da infec¢ao por COVID-19.

O estudo trata apenas de coleta de informacgdes e coleta de amostra de sangue. O seu sangue
serd analisado para avaliar as alteracdes do seu sistema imune, sendo necessario a coleta de 12
ml de sangue, o equivalente a 1 colher de sopa, em até 4 momentos: no primeiro dia, no sétimo
dia e no 15° dia do quadro de infec¢do pelo COVID-19, caso vocé esteja apenas em isolamento
em casa, ou no primeiro dia, no terceiro dia, no sétimo dia e no décimo quinto dia, caso vocé
precise ficar internado pelo quadro de COVID-19. O sangue coletado serd utilizado nas
seguintes analises: a) biomarcadores imunolédgicos circulantes, b) perfil fenotipico e funcional
de leucdcitos, ¢) repertério de imunoglobulinas e d) quantificagdo de anticorpos neutralizantes.
As 3 primeiras analises tém como objetivo avaliar as células e anticorpos produzidos pelo
organismo contra o COVID-19. A quantificagdo de anticorpos neutralizantes avalia se ha
possibilidade de imunidade apos a infec¢do. Essas andlises ndo fazem parte do tratamento da
sua doenga, sendo usadas apenas para os fins desta pesquisa.

Nao existem muitas informagdes a respeito da diferenga do sistema de defesa de pacientes que
evoluem com a forma leve e a forma grave de COVID-19. Assim este estudo ¢ importante para
que se possa conhecer um pouco mais sobre esses efeitos. Isso pode ser ttil para que os médicos

possam ter mais informagdes no futuro na escolha do melhor tratamento de cada paciente.
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Entretanto, o seu tratamento para a doencga nio sera modificado pela pesquisa ¢ ndo serdo
testados novos remédios para a doenca por essa pesquisa. Seu atendimento ndo serad
prejudicado, independentemente de sua decisdo de participar ou ndo da pesquisa. A pesquisa se
restringird ao preenchimento de uma ficha clinica e a coleta de exames de sangue nas datas
citadas acima, mas vocé seguira no fluxo assistencial (atendimento de rotina do servi¢o), com
acompanhamento médico ¢ realizagdo de exames necessarios para sua recuperacao,
independente de optar por participar ou nao desta pesquisa.

Por se tratar de trabalho envolvendo coleta de sangue, os pacientes estdo expostos ao risco de
hematomas e infec¢do nos locais da puncdo. A escolha de profissionais bem treinados pode
diminuir a ocorréncia de efeitos. O uso de luvas e materiais estéreis descartaveis evita a
ocorréncia de possiveis infeccdes associadas ao procedimento. O paciente pode se sentir
desconfortavel quanto a possibilidade de exposicao de seus dados, porém a informacao obtida
sera de uso cientifico e ndo sera divulgada para outros fins. Todos os dados referentes aos
pacientes sdo confidenciais, e isso sera garantido através do anonimato (ndo identificagdo) do
participante quando do repasse dos dados, os quais serdo utilizados exclusivamente para os fins
deste estudo. Em nenhum momento havera liberacdo de identidade ou quaisquer dados que
possam levar a sua identificagdo.

A sua participacdo neste estudo ¢é totalmente voluntéria, garantindo-se ao profissional plena
liberdade de se recusar a participar. Uma vez que vocé aceite participar do estudo, permanecera
com o direito de retirar seu consentimento a qualquer momento, sem nenhuma penalizagao.
Todas as despesas da pesquisa serdo de responsabilidade do pesquisador, de forma que vocé
ndo arcard com qualquer custo referente aos procedimentos e exames do estudo. Fica garantido
0 acesso aos resultados dos exames ao seu médico ou ao proprio participante sempre que
solicitado e/ou indicado. O participante lesado tera direito a solicitar indenizacdo diante de
eventuais danos decorrente diretamente da pesquisa.

Para qualquer divida ou esclarecimento adicional, vocé pode entrar em contato com o Dra.
Patricia Shu Kurizky, pelo telefone 20285324, ou contacta-lo diretamente no endere¢o SGAN
604/605, Avenida L2 Norte, Hospital Universitario de Brasilia, Ambulatorio de Dermatologia,
CEP:70919970. A dra. podera ser encontrada no corredor vermelho, sala B, as sextas feiras,
das 8h as 12 horas. Poder4 ser feito contato também com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, que tem como objetivo defender os
interesses dos participantes da pesquisa e contribuir para o desenvolvimento da pesquisa dentro
dos padroes éticos. Esse contato pode ser feito através do telefone 31071918 ou pelo email

cepfm@unb.br, ou pessoalmente no enderego: Faculdade de Medicina da UnB - Campus
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Universitario Darcy Ribeiro — Asa Norte — DF cep 70910-900, de 8:30-12:30 e de 14:30-16h
de segunda a sexta-feira.
Ao concordar em participar da pesquisa, em relacdo ao armazenamento das amostras coletadas

no biorrepositorio:

Concordo que minhas amostras sejam armazenadas neste biorrepositorio

Nao concordo que minhas amostras sejam armazenadas neste biorrepositério e que

somente os exames aqui propostos podem ser realizados, com descarte imediato das
amostras ap0s processamento.
Obs_ Sobre as amostras contidas no biorrepositorio, qualquer processamento nao previsto neste
projeto s6 sera feito apds aprovagao por este Comité de Etica em Pesquisa e apds consentimento

assinado por vocé.

Afirmo que recebi uma via deste termo de consentimento para ler antes de assina-lo, que os
detalhes do projeto foram explicados e que manterei uma copia deste consentimento em meu

poder.

Assinatura do participante ou representante

Assinatura do Pesquisador

Data Data
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Termo de Consentimento livre e esclarecido de autorizacio para coleta, depdsito,

armazenamento e utilizacdo de material biologico humano — via do pesquisador

Projeto “Biomarcadores imunologicos como preditores de progndstico em pacientes com
formas leves e graves de COVID-19”

O (A) Sr. (a) estd sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
Biomarcadores imunologicos como preditores de progndstico em pacientes com formas leves
e graves de COVID-19.

Pedimos a sua autorizagdo para a coleta, o deposito, o0 armazenamento, a utilizagdo ¢ descarte
de sangue e seus componentes. A utilizacao do seu material biologico esta vinculada somente
a este projeto de pesquisa, ou se o Sr. (a) concordar, em outras pesquisas futuras.

O (A) Sr. (a) sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre
para participar ou recusar-se a participar, podendo retirar, a qualquer momento, o seu
consentimento de guarda e utilizagdo do material bioldgico armazenado no Biorrepositorio. A
sua participagdo ¢ voluntdria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou
modificacdo na forma em que ¢ atendido pelo pesquisador.

O pesquisador ird tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo e privacidade,
sendo que os dados, materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficarao arquivados com o
pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos e apds esse tempo serdo destruidos.
Seu nome ou o material que indique sua participacao ndo sera liberado sem a sua permissao. O
(A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publica¢do que possa resultar deste estudo.
Os resultados da pesquisa estardo a sua disposi¢ao quando finalizada.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma sera arquivada
pelo pesquisador responsavel, no Hospital Universitario de Brasilia e a outra serd fornecida a
(o) Sr. (a).

Caso haja danos decorrentes dos riscos desta pesquisa, o pesquisador assumird a
responsabilidade pelo ressarcimento e pela indenizacao.

Afirmo que recebi uma via deste termo de consentimento para ler antes de assina-lo, que os
detalhes do projeto foram explicados € que manterei uma copia deste consentimento em meu

poder.

Assinatura do participante ou representante
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Assinatura do Pesquisador

Data Data
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