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RESUMO

A COVID-19 é uma doenga pandémica provocada pelo virus SARS-CoV-2. Em algumas
pessoas, o processo inflamatorio do organismo para combater essa enfermidade ¢ exacerbado,
gerando piora no progndstico e, consequentemente, a morte de milhares de pessoas em todo
mundo. Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento de uma maior gravidade dessa
doenga estd a obesidade e as comorbidades associadas a ela. Assim, a identificacdo do perfil
inflamatorio de acordo com o estado nutricional pode possibilitar a identificagdo de pessoas
com maior risco de internagdo nos primeiros dias de sintomas e possibilitando uma
intervencdo mais rapida. Este trabalho teve, como objetivo, a avaliacdo do impacto do estado
nutricional no desfecho da COVID-19 e, identificar se o perfil inflamatdrio nos primeiros dias
de sintomas, avaliado pela medida de citocinas e quimiocinas no plasma e de proteinas de
fase aguda no soro desses individuos e verificar se esse perfil esta associado ao progndstico
da COVID-19 em adultos das cidades de Belo Horizonte, Governador Valadares e Sdao Paulo.
Neste estudo transversal, foram incluidos 123 voluntarios com COVID-19 e 95 com sindrome
gripal ndo provocada pelo SARS-CoV-2. Esses individuos foram segregados também pelo seu
indice de massa corporal em eutr6ficos, com sobrepeso e obesos. Os resultados deste trabalho
mostram que ha correlagdo entre obesidade e aumento de internagdo e, que ocorrem
alteracdes no perfil inflamatdrio dessas pessoas caracterizada por maiores concentragdes
plasmaticas de IL-2, TNF e IL-6, IL-5 e IL-10 que os grupos com sobrepeso ou eutrofia. Os
individuos com obesidade ou sobrepeso infectadas com o SARS-CoV-2 apresentaram
concentragdes mais altas de CXCL10, CCL2 e ferritina em comparagdo com os eutréficas e
niveis mais altos de IL-1ra que os eutréficos com COVID- 19. Na avalia¢do global pelo
grafico em radar, observamos que aproximadamente metade dos obesos com COVID-19 eram
altos produtores para todas citocinas e quimiocinas avaliadas. Nossos dados mostram, assim,
que a obesidade se associa a producdo exacerbada de citocinas inflamatorias e
anti-inflamatorias que foram avaliadas nos primeiros dias de sintomas de COVID-19. Esses
resultados confirmam que a obesidade ¢ um fator de risco para o desenvolvimento das formas
graves da COVID-19 e sugerem que esse desfecho pode estar associado a hiper-reatividade

imunologica observada na infec¢do pelo SARS-CoV-2.

Palavras-chaves: COVID-19; Inflamagao; Estado nutricional



ABSTRACT

COVID-19 is a pandemic disease caused by the SARS-CoV-2 virus. In some people, the
body's inflammatory process to combat this disease is exacerbated, leading to worse
prognosis and, consequently, the death of thousands of people around the world. Among the
risk factors for the development of a greater severity of this disease is obesity and the
comorbidities associated with it. Thus, the identification of the inflammatory profile
according to the nutritional status can make it possible to identify people with a higher risk of
hospitalization in the first days of symptoms, allowing for a faster intervention. This study
aimed to assess the impact of nutritional status on the outcome of COVID-19 and to identify
whether the inflammatory profile in the first days of symptoms, assessed by measuring
cytokines and chemokines in plasma and acute phase proteins in serum of these individuals
and verify whether this profile is associated with the prognosis of COVID-19 in adults in the
cities of Belo Horizonte, Governador Valadares and Sao Paulo. In this cross-sectional study,
123 volunteers with COVID-19 and 95 with flu syndrome not caused by SARS-CoV-2 were
included. These individuals were also segregated by their body mass index into eutrophic,
overweight and obese. The results of this study show that there is a correlation between
obesity and increased hospitalization, and that changes occur in the inflammatory profile of
these people characterized by higher plasma concentrations of IL-2, TNF and IL-6, IL-5 and
IL-10 than the groups overweight or eutrophic. Obese or overweight individuals infected with
SARS-CoV-2 had higher concentrations of CXCL10, CCL2 and ferritin compared to
eutrophic individuals and higher levels of IL-1ra than eutrophic individuals with COVID-19.
on radar, we observed that approximately half of the obese with COVID-19 were high
producers for all cytokines and chemokines evaluated. Our data thus show that obesity is
associated with the exacerbated production of inflammatory and anti-inflammatory cytokines
that were evaluated in the first days of COVID-19 symptoms. These results confirm that
obesity is a risk factor for the development of severe forms of COVID-19 and suggest that
this outcome may be associated with the immune hyperreactivity observed in SARS-CoV-2

infection.

Keywords: COVID-19; Inflammation; Nutritional status
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1. INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, quando ocorreu um aumento de pacientes gravemente enfermos com
pneumonia na cidade de Wuhan na China, o pais notificou uma infeccdo viral de causa
desconhecida para Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em 31 de dezembro do mesmo ano
e, em nove de janeiro de 2020, a OMS comunicou a identificagdo de um novo coronavirus
(WHO, 2020a). No més seguinte, o0 Comité Internacional de Taxonomia de Virus denominou
o novo virus como SARS-CoV-2 devido a sua semelhanca genética com o SARS-CoV
(Coronaviridae Study , 2020) e a OMS cunhou o termo COVID-19 como nome da doenga
causada pelo virus SARS-Cov-2.

Nas semanas seguintes, ocorreu uma rapida disseminagdo dessa infec¢do e um més depois, a
OMS declarou oficialmente a COVID-19 uma pandemia, que se tornou uma crise sanitaria e

humanitaria em escala global (WHO, 2020a).

Até o momento, acredita-se que os morcegos sao os provaveis hospedeiros naturais do
SARS-CoV-2, existindo também a possibilidade de que os pangolins sejam os hospedeiros
intermediarios entre o morcego ¢ os humanos e que o contrabando de pangolins contribuiu

para o inicio da infec¢do em humanos (LAM, et al., 2020).

A principal via de transmissdo entre humanos ocorre por meio de goticulas secretadas pelo
sistema respiratorio de pessoas infectadas que sdo expelidas pelo espirro, pela tosse ou pela
fala. A transmissdo também acontece pelo contato com goticulas expelidas de individuos
previamente infectados. H4 ainda outras formas menos comuns, como fecal-oral (WHO,

2020b).

Em todo mundo, mais de seis milhdes de pessoas foram a ¢bito em decorréncia da infec¢ao
pelo SARS-Cov-2, o que tornou esta pandemia a mais letal dos ultimos 100 anos. No Brasil,
o primeiro caso de COVID-19 foi registrado em 26 de fevereiro de 2020, na cidade de Sao
Paulo, em um homem que regressava de viagem pela Itdlia (BRASIL, 2022). A primeira

morte pela doenga ocorreu em 12 de mar¢o do mesmo ano e até o momento ja se somam

quase 700 mil mortes no pais (CONASS, 2022).

Dentre os fatores de risco descritos para o agravamento da COVID-19 e maior risco de morte
estdlo a idade avangada, sexo masculino, obesidade, diabetes mellitus, doengas
cardiovasculares (DCV), doenca pulmonar cronica, doenga renal cronica (DRC), cancer e

oenca hepatica cronica (STEFAN et al., 2021).
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1.1. Fisiopatologia do COVID-19

O SARS-CoV-2 ¢ um beta-coronavirus envelopado, com estrutura esférica, composto por
uma fita simples de RNA e quatro proteinas estruturais, sendo elas, a proteina Spike (S),
proteina do nucleocapsideo (N), proteina da “matriz” (M) da membrana e proteinas do

envelope (E) (Lu et al., 2020; Kang et al., 2020).

A infec¢do ocorre pela interagdo da proteina S viral com receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2), localizada principalmente nos pneumdcitos tipo II, presentes nos
alvéolos. A ativacdo proteolitica da proteina S pela enzima serinoproteases transmembrana 2
(TMPRSS-2) permite a fusao do virus com a célula hospedeira. Em seguida, a proteina M
viral realiza a ligagdo do RNA viral a superficie da célula hospedeira, permitindo a entrada do
virus. Apos entrar na célula, a proteina N separa-se e o RNA viral ¢ liberado para a tradugao
nos ribossomos do hospedeiro. Ao mesmo tempo, as proteinas S, M e E sdo encaminhadas
para a membrana do reticulo endoplasmatico da célula hospedeira e, em seguida, elas sao
unidas a proteina N. Enfim, essas proteinas sdo processadas no complexo de Golgi formando
um virion maduro que sofre exocitose na membrana celular, liberando novas particulas de

SARS-CoV-2 e desencadeando a COVID-19 (MACHHLI, et al., 2020; Yuki et al. 2020).

O periodo de incubag¢dao do virus ¢ de aproximadamente 3 a 5 dias apds a infecgdo. O
aparecimento dos sintomas iniciais ocorre apoOs este periodo devido ao aumento da carga
viral. Alguns individuos combatem o virus sem apresentarem indicios da infec¢do e sdo

assintomaticos (Lauer et al., 2020; LI, Q. et al. 2020).

Entre 5 a 7 dias pds-infecgdo, ocorre o pico da carga viral, estimulando a piroptose. Nesse
momento, hd liberacdo de padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPs) que, ao
serem reconhecidos por células epiteliais vizinhas, ativam a via do fator nuclear kappa B
(NF-xB). Ademais, macrofagos residentes das vias aéreas respondem liberando citocinas, por
exemplo, a interleucina (IL)-6 e o Fator de necrose tumoral (TNF). Ao mesmo tempo, células
dendriticas apresentam os antigenos virais as células T residentes que respondem secretando
quimiocinas, como o CXCL (quimiocina C-X-C) 5, CXCL8, CXCL10, CCL (ligante de
quimiocina C-C) 2 e CCL5, aumentando o recrutamento de neutréfilos (Zheng et al., 2021;

KIM et al., 2020; PAN et al., 2020).

Ha também a liberagdo de interferons do tipo 1 (IFN-a e ) que interferem com a replicagdo

14



viral e aumentam o recrutamento de neutrofilos, macréfagos e células Natural Killer (NK)
causando uma resposta anti-viral local caracterizada pela producdo de espécies reativas de
oxigénio, granzimas e perforinas. Esses mediadores, junto as células T citotoxicas, provocam

dano e a morte das células infectadas (Yuki et al. 2020; HEWITT et al., 2021).

Apo6s aproximadamente 8 dias do inicio da infecgdo, ocorre a resposta inflamatoéria tardia.
Nessa fase, ha um aumento de plasmocitos, de linfocitos T efetores, linfocitos T citotoxicos
que colaboram para a destruicdo das células ja infectadas, além de linfocitos T reguladores
(Tregs) que controlam a inflamacao. A maior parte dos individuos infectados apresentam esse
tipo de resposta equilibrada que permite o combate eficaz a infec¢ao viral ao mesmo tempo
que impede a exacerbag¢do do processo inflamatdrio. Por essa razdo, a maioria dos individuos
desenvolvem sintomas leves da doenga, caracterizados principalmente por sintomas gripais
como cefaléia, febre, tosse, congestao nasal, mal-estar e dor no corpo. Podem ocorrer também
sintomas gastrointestinais, como nausea, vomito e diarreia (Yuki et al. 2020; Larsen et al.,

2020; Maucourant et al., 2020; Veras et al., 2020).

Entretanto, em algumas pessoas, a resposta pro-inflamatoria continua sendo ativada com
infiltragdo desordenada de células no pulmao, aumento da produgdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias, redu¢ao na atividade das células Tregs responsaveis por

liberarem citocinas anti-inflamatérias que inibem a inflamagao (HEWITT et al., 2021).

Dessa forma, ha uma resposta inflamatéria e citotoxica descontrolada, caracterizada por um
aumento de citocinas como IL-6, CXCL10, TNF, fator estimulador de colonias
granulocitarias (G-CSF) além de outros mediadores inflamatorios. Essa resposta exacerbada
foi denominada tempestade de citocinas e gera lesdo tecidual e apoptose das células que
compdem o epitélio pulmonar, o extravasamento do conteudo intracelular com alta
concentragdo de exsudato proteico, provocando edema local e prejuizo da fungao alveolar. Os
pneumocitos respondem a esse processo aumentando a produgdo de surfactante, um
composto que reduz a tensdo local e permite a expiragdo, mas que, em excesso, induz a
formacdo de uma membrana hialina que prejudica a troca gasosa aumentando a gravidade da
doenga (Bosmiiller et al., 2020; TAY et al., 2020). Esse processo inflamatério pode ser

visualizado na Figura 1.
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Evolu¢ao da COVID-19
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Figura 1: Evolugdo da COVID-19 para resolugdo ou agravamento do quadro (Original autora). O processo
inflamatério para o combate da COVID-19 pode ser dividido entre etapa inicial e etapa tardia, sendo que a etapa
inicial é caracterizada pela producdo de PAMPs e quimiocinas e a etapa tardia corresponde ao aumento de
citocinas e fatores de crescimento que podem induzir a recuperacdo do quadro apos a redugdo do processo

inflamatorio ou exacerbagdo da inflamacgo e consequente agravamento do quadro.

Nos casos mais graves de COVID-19, a inflamagdo tem consequéncias sist€émicas devido ao
aumento de citocinas na corrente sanguinea. Podem ocorrer, por exemplo, alteragdes no
sistema nervoso central tais como déficit neurologico, perda do olfato e paladar, cefaléia, dor
de cabeca, perda de memoria. Além disso, alteragcdes psiquidtricas como depressiao e
ansiedade também foram observadas. Alguns estudos sugerem que o SARS-CoV-2 pode
induzir a sindrome da tempestade de citocinas intracranianas que resulta no prejuizo na

funcdo da barreira hematoencefalica (Mao et al., 2020; Rogers et al., 2020; Machhi, 2020).

O figado pode ser afetado por infecgdes em outros tecidos, principalmente por infecgdes de
vias areas superiores, ¢ isto pode ser demonstrado por um aumento sanguineo das enzimas
hepaticas e a presenga de citocinas regulando a producdo de proteinas de fase aguda
(ADAMS e HUBSCHER, 2006). Outros fatores, como drogas utilizadas na terapéutica,
podem sobrecarregar o figado. Além disso, pode ocorrer lesdo hepatica por interacdes
imunologicas envolvendo células T citotoxicas intra-hepaticas e células de Kupffer. Altos

niveis de pressdo expiratdria final positiva utilizados na terapéutica de doengas infecciosas
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respiratorias podem contribuir para o dano hepatico € o aumento das enzimas aspartato

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) (SAINI et a., 2020).

Além disto, a hiperinflamagdo ¢ o aumento de dimero D, um produto de degradacdo da
fibrina e marcador de coagulagdo que se eleva na COVID-19, pode estimular a coagulopatia e
a trombose venosa profunda, derrame de grandes vasos, embolia pulmonar e
tromboembolismo arterial e venoso sistémico (ZHOU, 2021; Tavazzi et al. 2020; MACHHI,
2020). O processo fisiopatoldgico da doenga pode aumentar ainda os niveis de angiotensina
II, afetando o funcionamento dos poddcitos e pode causar disfuncao renal (Martinez-Rojas et

al., 2020).

Assim, a COVID-19 ¢ uma doenga complexa que ocasiona prejuizos a diversos 6rgaos e
tecidos, onde a inflamagdo exacerbada com aumento descontrolado da sintese de citocinas e

quimiocinas parece ter um papel central.

1.2. Obesidade e sistema imune

A obesidade ¢ uma doenga cronica definida pela OMS como o excesso de gordura corporal,
em quantidade que determina prejuizos a saude (WHO, 2021). Essa enfermidade ¢
caracterizada pelo acumulo de triglicerideos e uma expansdo do tecido adiposo e tem origem
multifatorial, sendo influenciada pela genética, preferéncias alimentares, questdes

psicossociais, ambientais, dentre outros (Wanderley et al., 2010)

Essa enfermidade aumentou nas ultimas décadas em todo mundo devido a mudangas no
sistema global de alimentacdo provocada por uma transicdo nutricional decorrente de
alteragdes na reproducdo e producdo agricola, fabricacdo, processamento, preservagdo €
marketing de alimentos, além de modificagdes na frequéncia e horarios dos episddios de
comer ¢ beber, sendo a obesidade considerada uma epidemia em varios paises do mundo

(Jaacks et al., 2019; Jackson et al., 2020).

Uma das formas de caracterizar a obesidade, segundo a OMS (2000), é por meio do indice de
Massa Corporal (IMC), o qual considera o individuo adulto com 18,5 a 24,9 quilogramas /
metros quadrados (kg / m?) eutrofico, entre 25,0 a 29,9 kg / m? sobrepeso e acima de 30,0 kg /

m? obeso. Atualmente cerca 19,5% das pessoas no mundo apresentam obesidade sendo que o
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Brasil apresenta uma média maior que a global, ultrapassando os 20% da populacdo (Bliither

etal., 2019).

O tecido adiposo possui varias células em sua composicao, as principais células deste tecido
sdo denominadas adipocitos e podem ser classificadas em trés tipos: primeiro sdo o0s
adipocitos brancos que correspondem cerca de 90% dessas células e possui um importante
papel enddcrino, o segundo € o adipdcito marrom que corresponde aproximadamente de 1 a
2% desse tipo celular e ¢ mais propenso a oxida¢do de acidos graxos, consequentemente
maior termogénese, o terceiro ¢ caracterizado tecido adiposo bege, o qual € uma mistura de
adipocitos brancos e marrons, que foi formando, possivelmente devido a mudanga de alguns
adipocitos brancos, mediante a estimulos, como a temperatura e a ativacdo de receptores
adrenérgicos (Chait et al., 2020; Kahn et al., 2019). Entre 30 a 40% das células que compdem

o tecido adiposo nao sao adipdcitos, mas fibroblastos e células do sistema imune.

O tecido adiposo também apresenta uma capacidade enddcrina, devido a sua habilidade em
secretar adipocinas, entre as quais estdo a adiponectina (sensibilizador de insulina, possui
efeitos anti-inflamatorios em macrofagos) que estd reduzida na obesidade, a leptina (suprime
o apetite ¢ aumenta inflamagdo mediada por INF-y) que estd aumentada na obesidade, a
resistina (parece ser secretada por macrdéfagos residentes do tecido adiposo, prejudica a agdo
da insulina, tem um papel na inflamacao pois regula positivamente as citocinas TNF e [L-6) e
a omentina (¢ negativamente relacionada a produgdo de citocinas inflamatodrias). Assim, a

producdo hormonal desse tecido interfere na ativagdo do sistema imunologico (Brennan et al.,

2021; Chait et al., 2020).

O aumento do tecido adiposo ocorre por processos de hipertrofia e hiperplasia de suas
células, sendo que a hipertrofia estd associada a um aumento da produgdo de citocinas
induzido pela hipoxia no tecido. Essa falta de oxigenagdo provoca a atracdo de mais células

imunes (Ghaben e Scherer, 2019 Schipper et al., 2012).

Na obesidade hipertrofica, ha ainda maior infiltracdo de neutrdfilos e macrofagos
classicamente ativados (M1) que secretam citocinas como o TNF (Schmidt et al., 2015). O
TNF inibe a adipogénese, mas ndo a lipogénese hepatica, assim, estimula o armazenamento
de uma quantidade maior de triacilgliceréis em uma quantidade menor de adipocitos
induzindo um ciclo onde a inflama¢ao potencializa cada vez mais o processo inflamatorio

(Ghaben e Scherer, 2019).
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Os macrofagos também agem aumentando a deposi¢ao de colageno e provocando fibrose e
aumento do estresse oxidativo que € potencializado pela presenga de resisténcia a insulina,
provocada pelas adipocinas e citocinas inflamatdrias, gerando maior quantidade de 4cidos
graxos livres. Dessa forma, o estresse oxidativo ativa as vias c-Jun N-terminal quinases
(JNKs) e NF-xB induzindo a ativacao do inflamassoma e elevacao da liberacdo de citocinas

IL-6, TNF, IL-1B e IL-18 (Chait et al., 2020; Schipper et al., 2012).

Assim, a obesidade induz uma resposta inflamatoéria que aumenta a propor¢ao de células
CD4+ e CD8+ e a resposta inflamatoria T helper (TH) 1 e diminui o nimero de células Tregs
FOXP3+ (Schipper et al., 2012). A obesidade também aumenta a liberacao de citocinas IL-5,
IL-12, IL-13, IFN-y sistemicamente provocando um processo inflamatério de baixo grau com
consequéncias em todo o corpo tais como resisténcia a insulina e hipertensao (Schipper et al.,

2012; Schmidt et al., 2015).

1.3. Obesidade e fatores de risco para COVID-19

O processo inflamatorio de baixo grau provocado pela obesidade induz uma disfuncao
sistémica que prejudica o funcionamento de diversos orgdos e tecidos e, assim, predispde ao

aparecimento de varias doengas cronicas associadas ao desfecho grave na COVID-19.

Entre as principais enfermidades provocadas pela obesidade estd o diabetes millitus tipo 2
que ¢ a forma mais comum do diabete e representa cerca de 90% dos casos. O processo de
desenvolvimento dessa condicdo estd relacionado a uma metainflamag¢do frequentemente
observada nos obesos. Foi demonstrado que a hiperglicemia reduz a eficiéncia da fagocitose e
da diapedese de macréfagos, além de afetar a apresentagdo de antigenos pelas células
dendriticas e auxiliar na maior diferenciacdo de células Thl e Th17, enquanto suprime a agdo
das células Tregs (Mauriello et al 2014; JIN et al., 2015; Grohova et al., 2019; Yao et al.,
2006; Danova et al., 2017). A hiperglicemia também esta associada ao aumento de produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs), que tem um papel importante na inflama¢ao pulmonar
ao ativar a via do NF-xB (JIN et al., 2015; Oczypok et al., 2017). Consistente com esses
achados, a ativagcdo do receptor de AGEs em humanos com Sindrome Respiratéria Aguda
Grave (SRAGQG) foi relacionada com a gravidade da lesao pulmonar e aumento da mortalidade

(Oczypok et al., 2017). Dessa forma, a glicemia e a hemoglobina glicada quando aumentadas

19



tém capacidade de contribuir na inflamacao exacerbada contra a infec¢do por SARS-CoV-2, e

induzir desfechos menos favoraveis.

Outro grupo de enfermidades relacionadas ao excesso de peso sdo as DCV’s, para a qual a
obesidade ¢ um fator de risco independente. A DCV mais comum ¢ a hipertensdo arterial
(HAS), caracterizada por elevacdao dos niveis pressoricos > 140/90 mmHg, a qual tem uma
maior probabilidade de ocorrer em individuos com maior adiposidade devido a disfungdes
imuno-metabolicas e neuroendocrinas, incluindo aumento da producdo de citocinas pelas
células imunes e de noradrenalina mediada pelo sistema nervoso simpatico (SNS). Estima-se
que, para cada aumento de 5% da massa corporal, hd uma elevagdo de 20 a 30% do risco de
desenvolver hipertensdo arterial (Mills et al., 2020; DeMarco et al., 2014). Essas alteracdes
provocam disfungdes no débito cardiaco, da resisténcia periférica e do sistema renina-
angiotensina (SRA) e, desse modo, induzem descontrole da pressdo arterial provocando uma
disfungdo vascular que por sua vez esta associada a maior risco de hospitalizagdo e morte por

COVID-19 (Gallo et al., 2022).

As DCVs também causam uma disfungdo vascular que aumenta a formacdo de placas
ateromatosas € o processo de aterosclerose induzindo a doenca arterial coronariana,
considerada a doenga que gera a maior despesa hospitalar do SUS. As DCVs se manifestam
em especial como infarto agudo do miocardio (IAM), podendo evoluir para insuficiéncia
cardiaca (IC). A COVID-19 induz uma descompensagdo de uma série de doengas
cardiovasculares que anteriormente estavam compensadas pois estd associada a maior
estimulo para a formagdo de placas ateromatosas, uma vez que induz a degradacao da fibrina

e aumento do dimero-D (Zhao et al., 2021).

O diabete e a hipertensdo sao também as principais causas de DRC, outro fator de risco para a
COVID-19 na forma grave por aumentar a pressao glomerular e sua destruicdo progressiva.
A obesidade por si também estd associada a vasodilatagdo renal e a hiperfiltragdo glomerular
para compensar o volume de sddio e manter a normotermia. No entanto, essas compensagoes
somadas a alteracdes metabolicas induzem um ciclo vicioso que potencializa ainda mais a
probabilidade da injtria renal (Hall et al., 2014). Assim, a DRC induz um estado pro-
inflamatério e de hipercoagulabilidade com possibilidade de alteragdes nas populacdes de
células imunes no sangue, tais como linfocitopenia e leucocitose, fatores que aumentam o

risco de desenvolvimento da forma grave da COVID-19 (Pecly et al., 2021).
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Além disso, a obesidade, principalmente a obesidade visceral, estd relacionada a reducdo da
funcdo do sistema respiratorio. Dentre os motivos sugeridos para esse efeito estio o aumento
da pressdo abdominal que gera elevacao do diafragma e, dessa maneira, redu¢cdo do volume
dos pulmdes, ainda que a capacidade de insuflar e desinsuflar estejam preservadas nesses
individuos. Além disso, a obesidade também aumenta o consumo de oxigénio e a producao
de dioxido de carbono; assim, o trabalho mecanico ¢ mais extenuante e pode ocorrer leve
hipoxemia mesmo em individuos eucapnicos. O numero de mastdcitos no tecido pulmonar
também estd aumentado nos obesos, podendo provocar maior probabilidade de alergias
respiratorias (Salome et al., 2010, Souza et al., 2012; Bais et al., 2017). Essas alteracoes
provocam sintomas como sibilos, dispneia, ortopneia, sindrome da apneia obstrutiva do sono,
sindrome da hipoventilagdo da obesidade, doenga pulmonar obstrutiva cronica, asma, embolia

pulmonar e pneumonia aspirativa, alergias e SRAG (Dixon et al., 2018; Zammit et al., 2010).

A obesidade com a inflamacgao, a resisténcia insulina e o padrao alimentar que a acompanham
podem afetar o acimulo de gordura no figado causando a esteatose hepatica gordurosa nao
alcodlica (DHGNA), onde ocorre um depodsito de lipidios no citoplasma dos hepatocitos.
Pacientes com DHGNA parecem ser mais propensos a danos hepaticos induzido pelo
SARS-CoV-2. Ademais, pacientes cirroticos podem apresentar uma alteragdo na oxidagao de
lipideos, estado pro-fibrético e uma imunodeficiéncia sistémica que os prejudica na ativagao
adequada do sistema imune para combater o virus. De fato, esses individuos sdo mais
propensos a necessitar de ventilagdo mecanica (Marjot et al., 2021; WU e SONG et al., 2020;
Russo et al., 2022)

A obesidade também aumenta o risco de cancer devido a metainflamagao, resisténcia a
insulina e secre¢ao hormonal anormal. Segundo o Instituto Nacional do Cancer, o excesso de
peso pode causar canceres de esofago, estdmago, pancreas, vesicula biliar, figado, colorretal,
rins, mama, ovario, endométrio, meningioma, tirecoide e mieloma multiplo. O tratamento do
cancer, seja ele quimioterapico, radioterapico ou cirurgico leva a imunossupressdao e este
também ¢ um dos fatores que aumentam o risco de redugdo da imunidade protetora na
COVID-19. Pacientes com cancer ¢ COVID-19 apresentam uma maior probabilidade de
necessitarem de internacdo na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) em comparacdo com
aqueles que ndo tém cancer, entretanto a influéncia da localizacdo do cancer no desfecho

ainda ndo ¢ bem elucidado (Salunke et al., 2020).

21



Neste sentido, a obesidade além de ser um fator de risco para desenvolver a forma grave da
COVID-19, ela também aumenta o risco de desenvolvimento de outras doengas que também
sdo um fator de risco (Figura 2). Dessa forma, pode-se dizer que o aumento da adiposidade

observada na obesidade provoca um grupo de distirbios heterogéneos com implicagdes

sistémicas.
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Figura 2: Alteragdes imunometabdlicas provocadas pela obesidade que pioraram o desfecho na infec¢do por
SARS-CoV-2 (Original autora). A inflama¢do de baixo grau induzida pelo excesso de adiposidade interfere no
funcionamento sist€émico do organismo e, assim, aumenta o risco de desenvolvimento de varias doencas
relacionadas ao pior prognéstico na COVID-19, como ¢ o caso do DM, HAS, doengas pulmonares, DCV ¢

cancer.

1.4. Obesidade e COVID-19

A obesidade esta associada a distarbios endocrino-metabdlicos, inflamagdo subclinica
sistémica e a varias disfungdes imunologicas que comprometem imunidade protetora frente a

infecgdes virais, bacterianas e parasitarias (Karlsson e Beck, 2010; Sanoudou et al., 2022).

Na infec¢cdo por SARS-CoV-2, o excesso de adiposidade demonstrou ser um fator de risco
independente para a doenga grave. Além disso, ela predispde ao desenvolvimento de outras
comorbidades associadas ao pior desfecho da COVID-19, por exemplo, doenca

cardiovascular e diabetes. Ademais, foi demonstrado que obesos possuem maior risco de
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internagdo, necessidade de suporte respiratdrio mecanico, ocorréncia de sindrome respiratoria
aguda grave e morte, quando comparado com individuos eutroficos (Maurya et al., 2021;

Simonnet et 1., 2020; Yu et al., 2020).

Dentre os motivos sugeridos para a gravidade da COVID-19 nos individuos com obesidade
estd o quadro inflamatorio cronico de baixo grau que contribui para a disfungdo imunologica
e para um maior risco para a tempestade de citocinas (Ramos et al, 2018). Pessoas com
obesidade também apresentam niveis mais elevados de proteina C reativa (PCR), indicando
um processo inflamatério (McNeill et al., 2020). Além disto, a pressao intra-abdominal que
ocorre na obesidade e a dificuldade de insuflar e desinsuflar o pulmdo piora o padrao
respiratorio e assim dificulta a manutencdo da saturagdo de oxigénio em valores adequados

(Sanoudou et al., 2022).

A disfuncdo do sistema imune presente no excesso de adiposidade também afeta o
desenvolvimento de leucocitos, o numero total e a fun¢do de linfocitos interferindo na
producgdo de anticorpos e na eficacia da vacinagao. Individuos obesos também se tornam mais
propensos a um prejuizo na resposta imune adequada mediada por plasmocitos (Sanoudou et
al., 2022; Luzi et al., 2020). Ja foi relatado que a COVID-19 em individuos obesos esta
associada ao maior risco de disfuncdo endotelial, renal e hepatica mediada por citocinas

inflamatorias ja presente em niveis elevados nesses individuos (Dragon-Durey et al., 2021).

Além disto, alguns autores sugerem que o tecido adiposo funciona como um reservatdrio
natural para o virus, proporcionando uma dissemina¢do mais prolongada e a possibilidade de
maior replicacdo viral devido a maior concentragdo de ECA2 neste tecido (Yu et al., 2020;

Krams et al., 2020).

Outros fatores podem contribuir para a piora do quadro da COVID-19 em individuos obesos,
a disfungdo endotelial, hipercoagulabilidade e disbiose intestinal tornam os individuos obesos

consideravelmente mais vulneraveis a infec¢cdo por SARS-CoV-2 (Sanoudou et al., 2022).

Assim, a inflamac¢do mediada pelo tecido adiposo e suas consequéncias sistémicas geram
respostas imunometabolicas disfuncionais que pioram a resposta a infec¢do, incluindo na

COVID-19, em pessoas obesas.

Tendo em vista todos esses dados mostrando que a obesidade pode contribuir como um fator

de risco para os quadros graves de COVID-19, nosso estudo teve como objetivo investigar se
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o estado nutricional de individuos de diferentes populacdes da regido sudeste do Brasil, na
fase inicial da infeccdo por SARS-CoV2, esta associado a distirbios importantes no seu perfil

inflamatorio sistémico que possam contribuir para o desfecho da doenga.

2. JUSTIFICATIVA

A infeccao por SARS-CoV-2 provocou uma repercussao negativa global na satde e no
desenvolvimento socioecondmico, por isso despertou um interesse mundial na identificagao
de fatores que impactam o desfecho da doenca. O processo fisiopatoldgico relacionado a esta
enfermidade demonstrou que a inflamacdo exacerbada ¢ a causa da doenca grave (Del Valle

et al., 2020 Pons et al., 2021).

Neste sentido, a obesidade foi proposta como um dos principais fatores de risco que contribui
para maior gravidade e mortalidade da COVID-19. Dentre os motivos sugeridos para este
fato esta a metainflamagdo que ocorre pelo abundancia de células imunes inflamatérias que
podem acumular no tecido adiposo hipertrofiado e secretar citocinas, gerando um
desequilibrio na resposta imunoldgica do organismo (Maurya et al., 2021; Simonnet et 1.,

2020; Yu et al., 2020; Ramos et al, 2018).

Entretanto, de forma geral, os trabalhos que se propuseram avaliar os mediadores
inflamatorios na COVID-19 nao consideram os dias de sintoma relatados. Além disso,
poucos estudos até o momento avaliam as citocinas € quimiocinas de acordo com o estado
nutricional e, quando realizado, foi desenvolvido apenas em pacientes hospitalizados que

apresentavam a forma critica da doenca (Dragon-Durey et al., 2021).

Assim, apesar da obesidade ser bem descrita como fator de risco para piores desfechos, ha
uma lacuna na literatura referente aos distirbios imunoldgicos ja presentes nos individuos
obesos ou com sobrepeso e ao seu impacto no desenvolvimento das diferentes formas clinicas
da COVID-19. Desse modo, ¢ importante avaliar se o perfil imunoldgico e nutricional pode
contribuir para a identificacdo de individuos com maior possibilidade de internagdo,
especialmente nos primeiros dias de sintomas, possibilitando uma interven¢ao mais rapida no

curso da doenga.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Estudar o impacto do estado nutricional no desfecho da COVID-19 e no perfil inflamatorio de

individuos infectados durante os primeiros dias de sintomas em trés cidades do sudeste brasileiro.
3.2. Objetivos especificos

e (aracterizar os individuos de acordo com o seu estado nutricional;

e Avaliar se o estado nutricional esta associado ao risco de internagao;

® Analisar se a carga viral de individuos com COVID-19 ¢ influenciada pelo estado
nutricional;

e Analisar a relacdo entre os niveis de mediadores inflamatérios no plasma (citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento) e as proteinas de fase aguda no soro (PCR e
ferritina) e, a classificacao clinica da doenca e o estado nutricional;

e Correlacionar o perfil inflamatorio de acordo com o estado nutricional,

e Correlacionar a producao de citocinas, quimiocinas e proteinas de fase aguda com o

estado nutricional.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Desenho de estudo e selecao dos participantes

Trata-se de um estudo transversal no qual foram coletadas amostras bioldgicas (esfregaco
nasofaringeo por swab e sangue periférico) e dados sociodemograficos e de satde de
individuos de ambos os sexos na faixa etdria de 20 a 59 anos, que procuraram o servigo de
saude com sintomas gripais no periodo de fevereiro a julho de 2021. Os voluntarios foram
recrutados em Belo Horizonte (Unidade de Pronto Atendimento Centro-Sul — UPA-CS e
Hospital Risoleta Tolentino Neves), Governador Valadares (Hospital UNIMED) e Sao Paulo
(Hospital Emilio Ribas).

As trés cidades selecionadas possivelmente contribuem para melhor identificagdo das
respostas imunologicas referente a populacdo brasileira, visto que o estado de Minas Gerais e
a cidade de Belo Horizonte estdo localizados em uma regido central do pais. Ademais,
Governador Valadares ¢ uma cidade endémica para diversas doencas infecciosas que podem
acelerar a imunossenescéncia (SILVEIRA-NUNES et al., 2020; DURSO et al., 2022). Com
relacdo a cidade de Sdo Paulo, esta representa a localizacdo do pais com maior diversidade

étnica e cultural.

Todos os participantes foram informados sobre os objetivos do projeto e assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Anexo 1) aprovado pelo Comité Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) sob o nimero CAAE 40208320.3.1001.5149. Um ntmero de

identificacao foi atribuido a cada um dos voluntarios para respeitar sua privacidade.

As amostras de esfregago nasofaringeo por swab foram utilizadas para detec¢do do SARS-
CoV-2 por Real Time - Polimerase Chain Reaction (RT-PCR), as amostras de sangue para
analises bioquimicas e dosagem de citocinas/quimiocinas no plasma por imunoensaio de
Luminex e os dados sociodemograficos e de saude foram obtidas através de questionario

(Anexo 2) e prontuario médico.

No questionario foram obtidas informagdes sobre os sintomas, presenca de comorbidades,
doengas existentes e uso de medicamentos. O peso corporal e a estatura foram mensurados

para o célculo do indice de massa corporal — IMC.
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Realizou-se também o telemonitoramento dos individuos com COVID-19 para
acompanhamento de sua evolugdo clinica através de coleta de informagdes de sintomas e

necessidade de internagao.

Também foram incluidos individuos que chegaram aos locais de coleta em busca de

atendimento com o RT- PCR positivo para COVID-19.

Selegao Acompanhamento dusd .
. ) Desftecho
pacientes com Covid-19

Selecio de pacientes com Telemonitoriamento aos 7 e Avaliacio da necessidade de

sintomas gripais. 14 dias ¢ aplicagdo do QFA.  internagio

: v s > rocess: e analdis
Diagnéstico Coleta de dados Processamento e analdise

&

das amostras

-

N

Realizagao do teste RT-PCR  Aferigdo de peso e altura dos  Centrifugacio para a
em todos os pacientes voluntdrios, coleta de sangue obtengio de plasma e
posterior segregacio dos e aplicacdo do questiodrio andlise de citocinas
positivos para COVID-19 e clinico

SG.
- D

Figura 3: Delineamento do estudo. Apds a identificacdo de pessoas com sintomas gripais, foi realizado o teste
RT-PCR para segregar os individuos com COVID-19 daqueles com SG. Em seguida, foi realizada a coleta de
sangue ¢ antropometria para analise de biomarcadores e separagdo segundo o estado nutricional dos grupos SG e
COVID-19.
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4.1.1. Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusao dos grupos com sintomas gripais foram ter idade entre 20 a 59 anos,

possuir no maximo 7 dias de sintomas gripais relatados.

Os critérios de exclusdo foram pessoas vacinadas contra a COVID-19, individuos

convalescentes, HIV positivo, cancer, idosos, criangas ¢ adolescentes.

4.1.2. Teste RT-PCR

Para o diagnostico dos individuos com COVID-19, foram coletadas amostras de esfregaco
nasofaringeo por swab dos voluntdrios para a realizagdo do teste Real Time - Polimerase
Chain Reaction. As amostras dos voluntarios de Belo Horizonte e Governador Valadares
foram processadas e analisadas no Laboratorio do Centro de Tecnologia em Vacinas (Centro
de Pesquisa UFMG/FIOCRUZ/BH-TEC) em Belo Horizonte. Ja os testes dos individuos
recrutados no Hospital Emilio Ribas, foram realizados no Instituto Adolfo Lutz em Sao

Paulo.

Para a realizacdo desse teste as amostras coletadas receberam uma solucdo a base de
isotiocianato de guanidina, desenvolvida pelo proprio CT Vacinas, desnaturante do virus sem
afetar a integridade do RNA para serem transportadas ao laboratério, onde ocorreu um

cadastro das amostras e dos solicitantes.

Ap6s a identificagdo das amostras tem inicio o processo de extragdo e purificacdo do RNA.
Para tanto, ¢ adicionado um tampao que realiza a lise de células presentes, em seguida o
material passa por uma coluna de purificacao que filtra o RNA para entdo ter sua eluigdo e

purificagao.

Posteriormente a essa fase, teve inicio o processo de amplificagdo de deteccdo do RNA viral.
Para a realizagdo do teste de RT-PCR o CT vacinas utiliza dois tipos de protocolos, o
protocolo CHARITE do hospital de Berlim (tem como alvo o gene do envelope viral) e o
protocolo do Centers for Disease Control and Preventiondos Estados Unidos (que tem como
gene alvo duas regides no gene do nucleocapsideo). Também ¢ utilizado a RNapseP humana

como controle para verificacdo de que amostra foi coletada de forma correta.



Primeiramente ocorre a etapa de transcricdo reversa, onde um prime liga-se a regido
complementar de interesse, desencadeando a a¢do da transcriptase reversa, que sintetiza uma

fita de DNA complementar, sob a temperatura de 45° graus celsius por 15 minutos.

J4

Na sequéncia, a temperatura ¢ elevada a 95° graus célsius por 3 minutos pra fazer a
dissociacdo da dupla fita, uma vez separada, a fita de DNA complementar passa pelo
processo de amplificagdo, na qual novamente um prime se liga de maneira especifica na
regido de interesse, ¢ a DNA polimerase comeca sua atividade. Esse processo ocorre a 58°
graus célsius durante 1 minuto. Assim no final do primeiro ciclo de amplificacdo uma fita
gera duas fitas, o processo permanece ocorrendo em uma progressdo geométrica. A cada
amplificacdo ¢ gerado uma fluorescéncia a qual ¢ captada pelo equipamento. O equipamento
gera um grafico que avalia se a fluorescéncia alcancou o limiar Threshold. Ao alcangar esse
limiar ¢ gerado um valor de CT, que corresponde ao ciclo de amplificacdo, onde quanto

menor o CT, maior a carga viral.

4.1.3 Telemonitoramento

O telemonitoramento foi realizado por membros da equipe do projeto, previamente treinados,
por meio de ligacdo telefonica aos individuos com COVID-19 aos 7 e 14 dias apds o
recrutamento. Nessas ligagdes, foram aplicados novamente o questiondrio de satde (que
incluia perguntas de historia de satide pregressa, comorbidades e uso de medicamento) e um

questionario de frequéncia alimentar qualitativo.

Nos casos nos quais foram informados o agravamento do quadro e necessidade de internagao,
as informacgdes foram obtidas em prontuario médico no hospital ao qual os individuos foram

encaminhados.

No telemonitoramento realizou-se apenas coleta de informagdes e esclarecimento de dividas

sobre a COVID-19 ¢ os servi¢os de saude, ndo sendo realizadas como teleconsultas.

4.2. Coleta e tratamento das amostras

Foram coletados cerca de 40 ml de sangue periférico (3 tubos de heparina, 1 tubo ativador de

coagulo), as amostras foram processadas no Instituto René Rachou - FIOCRUZ quando
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coletas em Belo Horizonte, no Nucleo de Pesquisa em Imunologia quando coletadas em
Governador Valadares e no ICB-USP quando coletadas em Sao Paulo, o processamento do
material biologico ocorria em até 24 horas apos a coleta. O sangue foi processado em 3000
rpm com 9 minutos de aceleracdo e 4 minutos de desaceleracdo na centrifuga refrigerada de
mesa Sorvall modelo ST16R - Thermo scientific. As aliquotas do soro e do plasma foram
congeladas em um freezer com temperatura a -80° celsius (C) para posterior andlise dos

biomarcadores.

4.3. Medida de citocinas no plasma

As aliquotas do plasma foram descongeladas no banho maria a 37°C sendo na sequéncia
homogeneizadas em vortex por 5 segundos, em seguida, foram pipetados 200 pL da amostra
para ressalvar-se da presenga debris que poderiam influenciar nas concentragdes de
marcadores no plasma. Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 14.000xg por 5
minutos. Para realizar a quantificagdo dos mediadores plasmaticos foi realizado por meio da
plataforma Luminex com o kit Bio-Plex Pro™ Human Cytokines 27, um ensaio multiplex
que forneceu informagdo simultaneamente sobre 27 citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento (sendo elas Eotaxina, FGF basic, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-18, IL-1ra, IL-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, CXCLS, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17A, CXCL10, CCL2,

CCL3, CCL4, PDGF, CCL5, TNF-a, VEGF) mediante um imunoensaio magnético a base de

esferas (beads). Os dados foram analisados usando o software BioplexTM (Bio-Rad).

4.4 Medida de proteinas de fase aguda no soro

Para a andlise das proteinas de fase aguda ferritina e PCR, uma aliquota com o soro dos
voluntarios foram encaminhadas a um laboratorio Hermes Pardini para realizacdo de sua
dosagem. A dosagem de ferritina foi realizada pela coleta do soro pelo método de
quimioluminescéncia, que ocorre pela andlise da liberagdao de luz apo6s oxidacao e para PCR

ultrassensivel.
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4.5. Analise do Questionario de Frequéncia Alimentar

O consumo alimentar foi avaliado por meio da aplicacdo de um QFA qualitativo validado por
Giacomello et al (2008) para a populagdo brasileira adaptado, o qual foi respondido pelos
voluntarios durante a primeira ligagdo do telemonitoramento. As respostas do QFA foram
agrupadas em 11 grupos segundo sua classificagdo alimenticia, sendo eles: Leite e derivados,
Ovos, frangos e peixes, Carne de boi, Carne de porco, Cereais integrais, Cereais,
Leguminosas, Hortaligas, Industrializados; Frutas e sucos naturais de frutas sem agucar e por

ultimo, sobremesa, doces e bebidas adocadas.

Para andlise das informagdes, as respostas foram divididas segundo a frequéncia de ingestao
alimentar, sendo considerado consumo alto (todos os dias), frequente (5 a 6 vezes por

semana), moderado (2 a 4 vezes por semana) ¢ baixo (1 vez por semana ou menos).

4.6. Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism versao 8.0 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). Os dados descritivos referesnte a sexo,
idade, altura, peso, IMC e comorbidades foram apresentados considerando a frequéncia e/ou

média +DP.

Foi realizado o teste Shapiro Wilk para verificar a normalidade dos dados. Para os dados
paramétricos foram utilizados analise de variancia (ANOVA) seguidas do teste post-hoc de
Tukey e, para dados nao paramétricos, Mann-Whitney quando comparado dois grupos ou
Kruskal-Wallis para trés grupos seguido do post-hoc Dunn’s com o objetivo de identificar as
fontes das diferengas significativas. As tabelas de descricdo da amostra foram expressas em
média e desvio padrio, enquanto os graficos dos biomarcadores foram expressos em mediana
e intervalo interquartilico (percentis 25 e 75). A andlise de correlagdo foi feita pela formula

de SPEARMAN para dados ndo paramétricos

Foi realizado um grafico em radar para identificar frequéncias baixas (< mediana global) e
altas (> mediana global) das citocinas para cada estado nutricional considerando os grupos

sindrome gripal e COVID-19.

A andlise do QFA foi feita pelas comparagdes entre as frequéncias médias de consumo com a

utilizacao da formula ANOVA two-way.

31



O valor de significancia das analises realizadas foi definido como P<0,05 e, os asteriscos nas
figuras estdo representados em: * = p <0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 **** =

p<0,0001.

4.6.1. Calculo Amostral

O célculo amostral foi realizado através do software Stata, versdao 12.0 (StataCorp LP,
College Station, USA), considerando o nimero cumulativo de casos identificados pelo
Ministério da Saude até a data de 05/09/2020 nas trés cidades (Belo Horizonte, Sao Paulo e
Governador Valadares) e utilizando um nivel de confianga de 95% e um intervalo de
confianca de 9,33%, assim, o tamanho minimo necessario da amostra foi de 111 individuos

com COVID-19, divididos em casos leves e internados.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao da amostra

Ao todo foram recrutadas 753 pessoas com sintomas gripais nas cidades de Belo Horizonte,
Sao Paulo e Governador Valadares. Apds a realizagdo do teste RT-PCR, testaram positivo
para COVID-19 um total de 369 pessoas e 368 tiveram resultado negativo, outros 16
individuos tiveram o resultado do exame inconclusivo. Apds excluir aqueles que
apresentavam mais de 7 dias de sintomas gripais relatados, restaram 178 individuos com
COVID-19 e 131 com SG. Apés a aplicacao dos critérios de exclusdo, a populagao final do
estudo foi composta por 123 individuos com COVID-19 (sendo 74 pessoas de Belo
Horizonte, 30 de Governador Valadares ¢ 19 de Sao Paulo) ¢ 95 com SG (sendo 58

individuos de Belo Horizonte, 33 de Governador Valadares e 4 de Sao Paulo).

Os voluntarios selecionados foram segregados de acordo com o IMC em eutroficos, com
sobrepeso € obesos. As caracteristicas da amostra estao representadas na Tabela 1. A média e
o desvio padrdo referente ao sexo, idade, peso, altura e IMC, bem como a quantidade de
individuos com DM, HAS, doengas respiratorias e doengas cardiacas também foram descritas

na mesma tabela.

No grupo com SG, das 95 pessoas que integraram a amostra, 1,05% tinham DM, 13,68%
possuiam HAS ou doenca respiratoria e 11,58% apresentavam alguma doenca cardiaca. No
grupo com COVID-19, 5,69% apresentavam diabetes, 10,57% HAS, 12,2% doencas

respiratorias e 1,63% doenga cardiovascular.

Nao houve diferenga na presenga de DM, HAS e doencas respiratorias entre os grupos. Por
outro lado, o grupo com SG era constituido por um niimero maior de individuos com algum

tipo de doenca cardiaca quando comparados ao grupo com COVID-19.
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Tabela 1: Caracterizagdo demografica e de saude da populagdo de estudo segundo a classificacdo clinica

GRUPOS
Dados SG COVID-19 TOTAL P valor
N 95 123 218 -
Sexo
F 52 59 111 0,3414
M 43 64 107
Idade (Média + desvio
37,55+ 11,91 39,23 + 10,63 0,2714
padrio)
Peso (Média + desvio padrio) 76,32 + 15,94 78,13 £ 16,22 0,3816
Altura (Média + desvio
1,67 + 0,11 1,67 + 0,09 >0,9999
padrio)
IMC (Média + desvio
27,3 +4,27 27,9+523 >0,9999
padrio)
DM (n) 1 7 8 0.0807
HAS (n) 13 13 26 >0,9999
Doengas respiratérias (n) 13 15 28 >0,9999
Doengas cardiacas (n) 11 2 13 0,0028**

F = sexo feminino; M = sexo masculino
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** Diferenga significativa pelo Mann Whitney definido como P<0,05 e, os asteriscos nas figuras estdo representados em ** =p

<0,01.

No grupo com SG, 32 individuos eram eutroficos (desses, 19 eram de Belo Horizonte, 13 e

Governador Valadares ¢ nenhum volutario de Sao Paulo apresentou essa classificag¢ao), 43

apresentavam sobrepeso (sendo 26 de Belo Horizonte, 14 de Governador Valadare e 3 de Sao

Paulo) e, 20 foram classificados com obesidade (que incluiam 13 pessoas de Belo Horizonte,

6 de Governador Valadares e 1 de Sao Paulo), ndo havia diferenca entre sexo, idade, altura,

DM, doengas respiratorias (Tabela 2). Nenhum individuo eutr6fico ou com sobrepeso

apresentava diabetes. O grupo de individuos obesos apresentava um numero maior de

individuos portadores de HAS do que o grupo com sobrepeso e mais individuos com doengas

cardiacas do que o grupo eutréfico.



Tabela 2: Caracterizacdo da populacio de estudo no grupo SG

GRUPOS
Dados Eutréfico Sobrepeso Obeso P valor
N 32 43 20 -
Sexo >0,9999
F 17 23 12 0,7756
M 15 20 8 0,7864
- . >0,9999
+ B
Idade (Média 2 desvio 401 | 1304 360821084 3835+ 1135 ~0.9999
padrio) )
>0,9999
P Média + . <0,00071****
eso(Media£desvio (3001780 776421112 945241517 <0.000]#++*
padrao) ’
0,0052%*
- . >0,9999
Altura (Média = desvio ’
1,66 +0,1 1,68 +0,11 1,67 +0,12
padrio) 060, 68 £0, 67£0, >0,9999
>0,9999
s ye . <O 0001****
+ >
IMC (Média £ desvio 22,88+ 1,35 2724+ 1,61 33,6+ 2,69 <0.000] *##*
padrio) ’
<0,0001 ****
>0,9999
DM (n) 0 0 1 0,3846
0,3175
0,0663
HAS (n) 6 2 5 0,7300
0,0285*
NP 0,9999
Doengas respiratorias >0,
3 S S 0,2346
(n)
0,2659
0,2308
Doencas cardiacas (n) 1 5 5 0,0263*
0,2659

F = sexo feminino; M = sexo masculino

* Diferenca significativa pelo teste kruskal wallis. O valor de P foi apresentada na comparag@o, respectivamente: entre
os eutroficos e sobrepeso; entre eutroficos e obesos; comparagdo dos individuos com sobrepeso e obesos.
Os * foram definidos como P<0,05 e, os asteriscos nas figuras estdo representados em: * = p <0,05; ** =p <0,01;
*** =p <0,001 *¥*** =p<0,0001.

Dentre os 123 individuos com COVID-19, 38 eram eutréficos (com 27 pessoas da cidade de
Belo Horizonte, 11 de Governador Valadares e 0 de Sao Paulo), 51 estavam com sobrepeso
(sendo 31 de Belo Horizonte, 11 de Governador Valadares ¢ 9 de Sao Paulo) e, 34

apresentavam obesidade (com 16 pessoas de Belo Horizonte, 8 de Governador Valadares e 10
de Sao Paulo (Tabela 3).
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No grupo com eutrofia e COVID-19, o medicamento mais comum utilizado foi o
anticoncepcional, o qual quatro mulheres relataram ingerir. Além disso, uma pessoa disse fazer
uso dos medicamentos clenil e Salbutamol (para asma), duas pessoas tomam medicamento para
depressao, sendo um deles sertralina e o outro Revoc, um individuo diabético aplica insulina, e
uma pessoa com hipertensao relatou que toma losartana, ainda ha outra pessoa hipertensa nao
soube responder com relacdo a ingestdo de medicamentos, além disso, dipirona e paracetamol

também foram relatados como uso frequente.

No grupo com sobrepeso e COVID-19 quatro pessoas faziam uso de anticoncepcional e, quatro
pessoas relataram o uso de medicamento para a hipercolesterolemia, sendo que trés faziam uso
de sinvastatina ¢ uma de ciprofibrato. Ainda hd uma pessoa que ingere o glifage devido ao
diabetes, um individuo com hipotiroidismo que faz uso do puran, trés pessoas com problemas
respiratorios, sendo que uma faz uso do Aerolin e Clenil, uma Bromoprida e Brometo de
Penavilha e, uma salbutamol. Devido a depressdao, uma pessoa faz uso de Clonazepam e
Fluoxetina,.Por questdes de doengas autoimunes também havia uma pessoa que fazia o uso de
Prednisona, Metotrexato e Leflunomida, além disso, esse individuo também fazia uso de
Azitromicina e Metoclopramida. Quatro pessoas eram hipertensas sendo que duas faziam o uso
de losartana e duas ndo soube informar sobre qual medicamento utilizam, uma pessoa com DM

também nao soube informar

No grupo com obesidade e COVID-19 um individuo relatou estar ingerindo Hidroxicloroquina,
Prednisona e Omeprazol. Ademais, sete pessoas tinham hipertensao, sendo que uma tomava
enalapril, uma hidroclorotiazida e enalapril e, uma Losartana, Anlodipino e Hidroclorotiazida,
outras quatro pessoas ndo souberam relatar qual medicamento faziam ingestdo. Além disso, das
pessoas com DM, uma relatou fazer o uso de glifage, e outras trés ndo souberam informar os
medicamentos. Das trés pessoas com depressdo, uma usa o amitriptilina, uma Duloxetina,
Lorazepam e uma ndo soube informar quanto a medicamentos. Além disso, um individuo relatou

uso de Colirio para Glaucoma, um usa sinvastatina, um utiliza com frequéncia Omeprazol.

Nao houve diferenca significativa entre sexo, altura ou comorbidades entre os grupos. Os

individuos eutr6ficos eram mais jovens que os individuos com sobrepeso ou obesidade.
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Tabela 2: Caracterizacdo da populacio de estudo no grupo COVID-19

GRUPOS
Dados Eutréfico Sobrepeso Obeso P valor
N 38 51 34 -
Sexo >0,9999
F 17 23 19 0,4791
M 21 28 15 0,3801
- . >0,079%**
+ >
Idade (Média + desvio 34+9,07 40,71+1039 42,88+ 10,66 0,011+
padrio) )
>0,9999
P Média + . <0,00071 ****
eso(Mediadesvio o000 1003 78014944 94071677 <0.000]#++*
padrao) ’
<0,00071 ****
- . >0,9999
Altura (Média = desvio ’
1,68 £0,0 1,68 £0,0 1,66 £0,1
padriio) 68 £0,09 68 + 0,09 66 =0, >0,9999
>0,9999
s ye . <O 0001****
+ >
Mc (M::;ZO) desvio 22,6+ 1,63 27514135  34,62,6+4,19 <0,0001 #¥*%
P <0,0001 ****
>0,9999
DM (n) 1 2 4 0,1817
0,2119
0,0663
HAS (n) 2 4 7 0,0746
0,1068
Doencas respiratorias 0,3733
8 5 2 0,1767
(n)
0,6970
>0,9999
Doencas cardiacas (n) 1 1 0 >0,9999
>0,9999

F = sexo feminino; M = sexo masculino
* Diferenga significativa pelo teste kruskal wallis. O valor de P foi apresentada na comparag@o, respectivamente: entre os
eutroficos e sobrepeso; entre eutroficos e obesos; comparagdo dos individuos com sobrepeso e obesos.
Os * foram definidos como P<0,05 e, os asteriscos nas figuras estdo representados em: * = p <0,05; ** =p <0,01; ***=p
< 0,001 **** =p<0,0001.

5.2. Internacio e estado nutricional

No grupo dos individuos eutréficos com COVID-19, apenas 2 internaram, ambos do sexo
masculino, enquanto no grupo dos individuos com sobrepeso, ocorreram 8
hospitalizagdes, sendo 6 homens e 2 mulheres. No grupo de individuos obesos, houve 14
internagdes, sendo 6 homens e 8 mulheres. Nao houve diferenca significativa na
internacdo de individuos de sexos diferentes. Além disso, também nao houveram

internacdes nos grupos com SG.



A presenga de obesidade apresentou associagdo positiva com a internagao por COVID-19
quando comparados os individuos obesos com aqueles eutréficos (p=0,0047) ou com
sobrepeso (p=0,0469). Nao houve diferenca significativa entre o grupo eutréfico e com

sobrepeso (Figura 4).

Eutroficos Sobrepeso Obesos

5,26% 15,69%

41,18%

58,82%

94,74% 84,31%
B Leves B |nternados

Figura 4: Percentual de individuos internados com COVID-19 segundo o estado nutricional. O estado
nutricional foi avaliado pela medido do indice de massa corporal (IMC). Os individuos com sobrepeso sdo
aqueles com IMC >25 e < 24,9 e os obesos aqueles com IMC > 30. Um ntimero maior de individuos obesos
necessitou de hospitalizacdo quando comparados aos individuos eutro6ficas ou com sobrepeso. A

comparacgdo entre os grupos foi realizada utilizando-se o teste de qui-quadrado.

5.3. Carga viral de acordo com IMC

Quando comparado o valor da carga viral nasofaringea indicado pelo teste RT-PCR dos
individuos com COVID-19, de acordo com o estado nutricional, ndo houve diferengas

significativas entre os grupos (Figura 5).
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Figura 5: Carga viral de SARS-CoV-2 em individuos com COVID-19 estratificados de acordo com o IMC. A
carga viral foi calculada a partir dos testes de rt-PCR realizados no swab nasal dos individuos. Nao houve
diferenga entre a carga viral segundo a classificagdo do estado nutricional. Ct = niimero de ciclos de replicagdo
da genética viral para a identificagdo do SARS-CoV-2. A comparagdo entre os grupos foi realizada utilizando-se
o teste de Kruskal-Wallis para trés grupos seguido do post-hoc Dunn’s com o objetivo de identificar as fontes
das diferencas significativas. No grafico, a linha inferior de cada box representa o valor minimo e a linha

superior o valor maximo, as linhas do préprio box representam o valor de Q1, Q2 e Q3.

Quando avaliado segundo internagdo, também nao foram localizadas diferencas significativas
nem no grupo com sobrepeso (p = 0,0814) nem no grupo com obesidade (p=0,3711), ambos
com COVID-19 (Figura 6). Essa andlise no grupo com eutrofia ndo foi possivel devido ao

baixo nimero de internagoes.
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Figura 6: Carga viral de SARS-CoV-2 em individuos com COVID-19 estratificados de acordo com a gravidade
(leves ou internados). A carga viral foi calculada a partir dos testes de rt-PCR realizados no swab nasal dos
individuos. Nao houve diferenca entre a carga viral segundo a classificagdo do estado nutricional. Ct = nlimero
de ciclos de replicagdo da genética viral para a identificagdo do SARS-CoV-2. A comparagdo entre os grupos foi
realizada utilizando-se o teste de Mann Whitney No grafico, a linha inferior de cada box representa o valor

minimo e a linha superior o valor méximo, as linhas do proprio box representam o valor de Q1, Q2 e Q3.
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5.4. Avaliaciao de mediadores inflamatérios de acordo com a classificacio clinica e estado
nutricional

Como mostrado na Figura 7, as concentragdes das citocinas IL-2, TNF e IL-6 e IL-5 foram
mais altas nos grupos com COVID-19 obesos em comparagcdo com seus pares eutroficos e
com sobrepeso (para IL-2 p=0,0200 e p=0,0007 e para TNF p=0,0042 e p=0,0052
respectivamente, ¢ para IL-6 p=0,0031 e p=0,0181 respectivamente, para IL-5 p=0,0144 ¢
0,0079). A concentragdo de TNF também foi maior nos obesos com COVID-19 quando

comparados com os obesos com SG (p= 0,0001).

As concentracdes dos mediadores IL-10, CXCL10 e CCL2 foram maiores nos individuos
com COVID-19 obesos € com sobrepeso € em comparacao ao grupo eutrofico (para IL-10
p=0,0031 e p=0,0143 respectivamente, para CXCL10 p=0,0299 e p=0,0318 respectivamente
e, para CCL2 p=0,004 e p=0,0082 respectivamente). A concentracdo de INF-y foi maior nos
individuos com SG obesos (para INF-y p=0,0081 e p=0,0216 respectivamente). Ainda em
relacdo a CXCL10, sua concentragao foi mais elevada em individuos com COVID-19 em
comparacdo com aqueles com SG para todas as classificacdes de IMC analisadas, com

p<0,0001.

A concentragdo da quimiocina CCL2 foi maior nos individuos com COVID-19 e excesso de
peso em comparagdo com os individuos com excesso de peso e SG (sendo p<0,0001 para

sobrepeso e, p=0,0007 para obesidade).

A concentragdo de INF-y foi maior nos individuos com SG obesos e com sobrepeso em
comparagdo ao grupo eutréfico (p=0,0372 e p<0,0001, respectivamente). A concentragao
dessa citocina também foi maior no grupo com COVID-19 em comparacio ao grupo SG nos
individuos eutroficos (p=0,0016) e com sobrepeso (p=0,0003). Essa diferenga nao foi

observada no grupo com obesidade.

A concentracdo da citocina IL-1ra, que regulador a ag¢do de IL-1B, foi maior no grupo com
COVID-19 obeso em comparagao ao grupo com eutréfico com a mesma infeccao (p=0,0031),
mas isso também ocorreu no grupo com SG (p=0,0049). No que diz respeito as proteinas de
fase aguda, os grupos com COVID-19 e sobrepeso ou obesidade, apresentaram maiores
concentragdes de ferritina (p=0,0003 e p=0,0007, respectivamente). A concentracdo de
ferritina também foi maior no grupo com COVID-19 e sobrepeso em comparacido ao grupo

SG com o0 mesmo estado nutricional.
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A concentracdo de ferritina foi maior nos individuos com COVID-19 e excesso de peso em
comparagdo com os eutroficos (p=0,0003 quando avaliado entre eutr6éficos € com sobrepeso e
p=0,0007 para andlise entre eutrdéficos e obesos). Nos individuos com sobrepeso, a
concentracdo de ferritina foi maior naqueles individuos que apresentavam infec¢do por
SARS-CoV-2 que naqueles com SG (p=0,0014). Em relagdo a PCR, foi verificado que
individuos com COVID-19 obesos apresentavam uma maior concentracao dessa proteina em
comparacao ao grupo eutrofico com COVID-19 (p<0,0001). O valor de PCR também foi
significativamente diferente entre os individuos com COVID-19 e com sobrepeso em
compara¢do com aqueles eutréficos com COVID-19 (p=0,0014). Os gréficos dessas citocinas

podem ser visualizados na Figura 6.
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Figura 7: Concentracdes plasmaticas dos biomarcadores IL-2, TNF-alfa, IL-6, IL-5, IL-10, INF-gama,
CXCL10, CCL2, IL-1ra de acordo com o estado nutricional e classificagdo clinica. Os asteriscos nas figuras
estdo representados em: * = p <0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 **** = p<0,0001. No grafico, a linha
inferior de cada box representa o valor minimo e a linha superior o valor méximo, as linhas do proprio box

representam o valor de Q1, Q2 ¢ Q3.

Os individuos com COVID-19 obesos apresentaram concentragdes maiores de CXCLS
(p=0,0106), IL-12 (p=0,0056), CCL3 (p=0,0094), CCL4 (p=0,0203), GM-CSF (p=0,0010)
em comparagdo aos individuos com sobrepeso e ndo houve diferenca com relagcdo aos

eutroficos (Figura 8).
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Figura 8: Concentrac¢des plasmaticas dos mediadores CXCL38, IL-12, CCL3, CCL4 ¢ GM-CSF de acordo com o

estado nutricional e classificagdo clinica de COVID-19 ou SG. Os individuos COVID-19 com obesidade e

tinham a concentragdo dos biomarcadores CXCLS8, IL-12, CCL3, CCL4 ¢ GM-CSF em comparagdo aos

individuos com sobrepeso com a mesma infecgdo. Os asteriscos nas figuras estdo representados em: * = p <0,05;

*k —

p < 0,01; *** =p < 0,001 **** = p<0,0001. No grafico, a linha inferior de cada box representa o valor

minimo e a linha superior o valor maximo, as linhas do proprio box representam o valor de Q1, Q2 e Q3.

A concentragdo da citocina IL-13 estava mais elevada no grupo com COVID-19 em

comparagdo aos SG nos individuos com sobrepeso (p=0,0035) e no grupo com obesidade

(p=0,0037) (Figura 9), mas nao houve diferencas com relagdo ao grupo eutrofico ou obeso.
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Figura 9: Concentragdes plasmaticas do biomarcador IL-13 em pacientes eutréficos, com sobrepeso ou com
obesidade com COVID-19 em comparagdo a SG. Medida dos biomarcadores plasmaticos foi realizada por meio
da plataforma Luminex com o kit Bio-Plex Pro™ Human Cytokines 27. Os grupos com sobrepeso ¢ COVID-19
e obesidade e COVID-19 possuiam contragdes de IL-13 mais elevadas que o grupo com SG e sobrepeso e, SG e
obesidade, respectivamente. A comparag@o entre os grupos foi realizada utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis
para trés grupos seguido do post-hoc Dunn’s com o objetivo de identificar as fontes das diferencas
significativas. ** P < 0,01. No grafico, a linha inferior de cada box representa o valor minimo e a linha superior

o valor maximo, as linhas do proprio box representam o valor de Q1, Q2 e Q3.

Nao houve diferencas significativas em relagao aos mediadores CCLS, IL-1beta, IL-17, IL-4,

FGF-basic, IL-7, PDGEF, eotaxina, G-CSF, IL-7, IL-9, IL-15.

5.5. Mediadores associados a resposta imune de individuos com COVID-19 de acordo

com a gravidade da doenca (leves ou internados) e o estado nutricional

A concentracdo da quimiocina CCL2 foi maior nos individuos com excesso de peso em
comparacao aos individuos eutroficos (p=0,0109 para sobrepeso e p=0,0133 para obesos).
Com relacdo a PCR, observamos que o grupo com COVID-19 eutréfico possuia menor
concentragdo dessa proteina que seus pares com sobrepeso (p=0,0038) e obesos (p=0,0011).
Com relagdo a ferritina, o grupo eutréfico apresentou menores concentragdes em comparagao

aos grupos com sobrepeso (p=0,0028) sem diferenga para os obesos (Figura 9).

No que diz respeito a IL-2, a concentragdao dessa citocina também foi maior nos individuos
com COVID-19 leve obesos em comparagdo aqueles com sobrepeso também com a forma

leve da doencga (p=0,0447), mas essa alteracao ndo foi observada no grupo eutroéfico. Isso
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também foi verificado com o mediador GM-CSF (p=0,0025). A concentracao de eotaxina foi
menor nos eutréficos que nos individuos com sobrepeso (p=0,0146) sem apresentar
diferengas com os obesos. Em relacdo a IL-6, individuos obesos que necessitaram de
interacdo por COVID-19 apresentaram maior concentracdo dessa citocina no soro que o0s
individuos com COVID-19 na forma leve (p=0,0014). A anélise desses mediadores pode ser

visualizada na Figura 10.
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Figura 10: Concentragdes plasmaticas dos biomarcadores IL-2, IL-6, IL-10, CCL2 ¢ eotaxina de acordo com a
gravidade da COVID-19 e segundo o estado nutricional. A medida dos biomarcadores plasmaticos foi realizada
por meio da plataforma Luminex com o kit Bio-Plex Pro™ Human Cytokines 27, as proteinas de fase aguda
foram mensuradas no soro por meio de quimioluminescéncia. No grupo com a forma leve da COVID-19,
individuos com excesso de peso tinham maiores concentragdes de CCL2 e PCR que as pessoas eutroficas

também com a forma leve. Em relagdo a ferritina, essa proteina foi mais elevada no grupo com sobrepeso ¢ a



forma leve do que no grupo eutréfico. Ja o grupo com obesidade apresentou maiores concentragdes de IL-2,
GM-CSF ¢ eotaxina do que o grupo com sobrepeso, ambos com a forma leve da doenga. Além disso, a
concentragdo de IL-6 foi maior no grupo com obesidade que necessitou de interna¢do em comparagdo aqueles
com obesidade ¢ a forma leve da doenga. comparacdo entre os grupos foi realizada utilizando-se o teste de
Kruskal-Wallis para trés grupos seguido do post-hoc Dunn’s com o objetivo de identificar as fontes das
diferencas significativas. * P <0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001. No grafico, a linha inferior de cada box

representa o valor minimo e a linha superior o valor maximo, as linhas do préprio box representam o valor de

Q1,Q2¢ Q3.

Os individuos obesos que necessitaram de internacdo apresentaram maior concentracao de
IL-10 em relacdo com a forma leve da doenca (p=0,0005). Esse mesmo grupo também
apresentou maiores concentracdes desta citocina do que o grupo de individuos com sobrepeso
que internaram (p=0,0189). As concentracdes de G-CSF, IL-5 e IL-12 também foram maiores
no grupo com obesidade internados em comparagdo ao grupo com sobrepeso que também
precisou de hospitalizagdo (p=0,0473, p=0,0036 e p=0,0334, respectivamente) como

mostrado na Figura 11.
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Figura 11: Concentragdes plasmaticas dos biomarcadores IL-10, G-SCF, IL-5, IL-12 de acordo com a gravidade

(leves ou internados) segundo o estado nutricional. A medida dos biomarcadores plasmaticos foi realizada por

meio da plataforma Luminex com o kit Bio-Plex Pro™ Human Cytokines 27. As concentragdes de IL-10,

G-CSF, IL-5 e IL-12 foi maior no grupo com obesidade que internou por COVID-19 em comparacgdo ao grupo

com sobrepeso que também necessitou de hospitalizagdo pela doenca. A comparagdo entre os grupos foi

realizada utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis para trés grupos seguido do post-hoc Dunn’s com o objetivo de

identificar as fontes das diferencas significativas. * P <0,05, ** P < 0,01. No gréafico, a linha inferior de cada

box representa o valor minimo e a linha superior o valor maximo, as linhas do préprio box representam o valor

de Q1,Q2 ¢ Q3.
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5.6. Analise de correlacao

50

O teste de Spearman para cada uma das citocinas demonstrou que houve uma correlagio

positiva no grupo SG entre IMC e os biomarcadores FGF-basic, INF-y e a IL-1ra, enquanto

no grupo com COVID-19 ocorreu uma correlacdo positiva entre IMC e INF-y, IL-1ra, IL-5,

IL-6, IL-10, IL-13, CXCL10, CCL2 e TNF-a, PCR e ferritina (Figura 12). Os demais

mediadores analisados ndo mostraram correlagdo com o IMC nos grupos analisados.
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Figura 12: Correlagdo entre os biomarcadores ¢ o IMC segundo a classificagdo clinica. A medida dos
mediadores plasmaticos foi realizada por meio da plataforma Luminex com o kit Bio-Plex Pro™ Human
Cytokines 27, as proteinas de fase aguda foram mensuradas no soro por meio de quimioluminescéncia. Houve
uma correlacdo positiva no entre o IMC e os biomarcadores analisados no grupo SG para FGF-basic, INF-y e a
IL-1ra, enquanto no grupo com COVID-19 ocorreu essa correlagdo para INF-y, IL-1ra, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
CXCL10, CCL2 e TNF, PCR e ferritina. A correlacdo foi feita pela correlagdo de Sperman e, para as diferengas
significativas foi considerado * P <0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, **** P <0,0001.

Para analisar a correcao dos 29 marcadores em conjunto, foi desenvolvido o grafico global de

correlagdo de Spearman.

No que diz respeito a analise dos grupos com SG (Figura 13), os individuos com excesso de
peso tinham mais correlagdes em comparagdo com o grupo eutréfico, entretanto o grupo com
sobrepeso apresentou mais correlagdes que o grupo obeso, sendo excegdo para esse fato a

correlagdo de proteinas de fase aguda entre si.

Uma correlagao maior foi observada nos individuos com obesidade ¢ COVID-19, identificada
no grafico pela coloracdo azul escura, em comparagdo aos demais grupos (Figura 14).
Ademais, todos os grupos com COVID-19 apresentavam maior correlacdo entre os
biomarcadores que seus pares com o mesmo estado nutricional que estavam com SG. Além

disso, os resultados também sugeriram que o excesso de peso também esta correlacionado a
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expressao elevadas dos biomarcadores analisados mesmo em uma circunstancia de infec¢ao

semelhante.
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Figura 13: Correlagdo dos 27 marcadores no grupo com SG, segundo o estado nutricional. A medida dos
biomarcadores plasmaticos foi realizada por meio da plataforma Luminex com o kit Bio-Plex Pro™ Human
Cytokines 27, as proteinas de fase aguda foram mensuradas no soro por meio de quimioluminescéncia. O grupo com
sobrepeso € SG apresentou maiores correlagdes entre biomarcadores inflamatorios em comparagdo aos eutroficos e

com sobrepeso.
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Figura 14: Correlagdo dos 27 marcadores no grupo com COVID-19, segundo o estado nutricional. A medida dos
biomarcadores plasmaticos foi realizada por meio da plataforma Luminex com o kit Bio-Plex Pro™ Human
Cytokines 27, as proteinas de fase aguda foram mensuradas no soro por meio de quimioluminescéncia. As

correlagdes entre os biomarcadores ficam mais forte conforme o aumento de IMC.



5.7. Analise global do perfil inflamatério

Foi desenvolvido um grafico em radar para analise global de todos os 27 mediadores
investigados (Figura 15). Desse modo, seus dados ilustram o perfil global de
citocinas/quimiocinas dos individuos adultos com SG e COVID-19 de acordo com a sua
classificagdo de IMC. Foi observado que a obesidade aumenta a quantidade de alto
produtores para a maioria dos mediadores analisados em ambos os grupos (SG e COVID-19).
Entretanto, no grupo SG, ha uma diminuicao de alto produtores de IL-10 conforme o IMC se
eleva, diferentemente do que ocorre na COVID-19. E interessante notar que pelo menos 50%
dos individuos infectados pelo SARS-CoV-2 obesos eram alto produtores para todos os

biomarcadores analisados.

Sindrome Gripal - Eutréficos Sindrome Gripal - Sobrepeso Sindrome Gripal - Obesos
ccL2 ccL2
=

ceL2 ceLz

| Quimiocinas I citocinas pro-inflamatérias [ Citocinas anti-inflamatorias

B citocinas de desenvolvimento [ | Fatores de crescimento

Figura 15: Analise do perfil global das citocinas e quimiocinas. Os grupos com SG aparentam ter menos alto
produtores para os biomarcadores analisados que o grupo com COVID-19. Ademais, parece que o aumento de
IMC no grupo com COVID-19 se associa a um numero mais elevado de alto produtores para os marcadores

analisado
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5.8. Questionario de Frequéncia Alimentar

Ao todo, responderam o QFA 115 pessoas com COVID-19, sendo 30 classificadas com
eutrofia, 51 com sobrepeso e 34 com obesidade. Os alimentos foram divididos em 11 grupos,
sendo eles: 1 - leite e derivados; 2 - Ovos, frangos e peixes; 3 - Carne de Boi; 4 -Carne de
Porco; 5 Cereais Integrais; 6 - Cereais; 7 - Leguminosas; 8 - Hortalicas; 9 - Industrializados;
10 - Frutas e Sucos Naturais de frutas sem agucar; 11 - Sobremesas, Doces e bebidas
adogadas. A frequéncia de consumo foi transformada em percentual de consumo durante a
semana. Nenhuma diferenga significativa foi encontrada entre os grupos analisados (Figura

16).
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Figura 16: Questionario de Frequéncia Alimentar no grupo com COVID-19. A analise do QFA foi feita pelas

comparagdes entre as frequéncias médias de consumo com a utilizagdo da formula ANOVA two-way. Foi

considerado um consumo alto para ingestdo didria, um consumo frequente para ingestdo de 5 a 6x na semana,

consumo moderado de 2 a 4x na semana e baixo consumo se menos de 1x na semana



6. DISCUSSAO

A inflamagdo cronica de baixo grau ¢ um dos processos fisiopatoldgicos associados a
obesidade ¢ estd relacionada a maioria das doengas cronicas mais comuns na sociedade.
Ademais, o excesso de peso pode induzir uma disfun¢ao imunologica envolvida na piora das
respostas de defesa frente a uma infecgdo, visto que contribui para a aceleragao do
envelhecimento imunologico do organismo. Ao mesmo tempo, as comorbidades
desencadeadas pelo excesso de peso também induzem uma inflamagdo cronica, gerando um
ciclo de perturbagdo imunobiologica (Shirakawa et al., 2021). Neste sentido, considerando a
inflamagao exacerbada ¢ a principal causa da COVID-19 grave, ¢ possivel hipotetizar que a
causa da obesidade ser considerada um fator de risco para pior prognostico frente a infecgao
pelo SARS-CoV-2 estd relacionada a inflamacdo cronica de baixo grau. Entretanto faltam

estudos na literatura que investiguem essa possibilidade.

Neste estudo, os grupos de voluntarios estudados ndo apresentavam diferencgas estatisticas
quanto a presenca da maioria das comorbidades analisadas, ou seja, DM, HAS e doencas
cardiacas, apesar do grupo com SG incluir um nimero maior de individuos com doenca
pulmonar que o grupo com COVID-19. Além disso, outras enfermidades que afetam a funcdo

imunologica, como a infec¢ao pelo HIV e o cancer, foram critérios de exclusao do estudo.

As implicagdes imunobioldgicas do aumento da adiposidade, como a elevagdo da inflamagao
sistémica e estresse oxidativo e a redugdo da resposta reguladora, comprometem a imunidade
protetora do hospedeiro. De fato, outras infec¢des respiratorias, tais como infec¢do por
influenza, MERS e outros coronavirus, foram associadas a piores desfechos em obesos com
maior probabilidade de internacdo e morte (Maurya et al., 2021; Morgan et al., 2010; Yu et
al., 2020; Moser et al., 2019).

Assim, considerando o impacto da obesidade na resposta imunologica e em outras infecgdes
respiratorias, essa condigdo clinica foi rapidamente estudada ainda no inicio da pandemia da
COVID-19 por varios pesquisadores no que tange o risco de internacdo e mortalidade,
confirmando que o acimulo de tecido adiposo estava relacionado a piores desfechos em todo
o mundo - hospitalizagdo, necessidade de ventilagdo mecanica e morte. (Hamer et al., 2020;
Cai et al., 2021). No que diz respeito a populacao brasileira, os resultados foram similares,
com maior indice de internagdo entre os individuos obesos. (Houvessou et al., 2022; Carneiro

et al., 2021). Neste estudo, confirmamos esses dados uma vez que o grupo de individuos com
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obesidade necessitou de internacdo mais que o grupo de individuos eutroficas ou com

sobrepeso.

Alguns autores ja haviam pontuado que a concentragdo da carga viral, especialmente a
nasofaringea, ndo estava relacionada ao risco de hospitalizagdo ou morte. Assim ndo ¢
possivel utilizar esse pardmetro como justificativa da gravidade da doenga (Silva et al., 2021).
Neste estudo, também avaliamos se a andlise da carga viral nos diferentes grupos
classificados pelo IMC apresentaria diferencas. Confirmando o que ja& foi descrito na
literatura, ndo houve diferengas entre os grupos com COVID-19. Além disto, houve uma
tendéncia dos eutréficos a possuirem cargas virais mais elevadas, confirmado que a carga

viral ndo justifica o fato dos obesos necessitarem de maior suporte hospitalar.

Assim, hipotetizamos que o risco elevado de hospitalizacao dentre os obesos seria devido a
disfuncdo imunobioldgica provocada pela hipertrofia do tecido adiposo. Muitos trabalhos
avaliaram marcadores da inflamac¢do em pessoas com COVID-19, sendo considerado que a
hiperinflamagdo exerce um papel central na patogénese dessa doenca (Lucas et al, 2020; Del
Valle et al., 2020; Pons et al., 2021). No entanto, a maioria desses trabalhos nao considera o
estagio da infecg¢@o que os individuos estdo analisando em conjunto pessoas que se encontram
em momentos diferentes de ativagdo imune. No que diz respeito a atengdo do diagnoéstico
nutricional, ha um estudo que considera o IMC na identificacdo do perfil inflamatorio de
pacientes criticos na UTI (Dragon-Durey et al., 2020). Os autores deste trabalho nao
encontraram nenhuma diferenga significativa nos mediadores inflamatdrios entre os
eutroficos, sobrepesos € obesos. Isto pode ser devido ao baixo numero de participantes do

estudo e pelo fato de todos estarem hospitalizados, sendo a maioria em estado critico.

Em nosso estudo, analisamos esses dois fatores em conjunto, estado nutricional e perfil
inflamatorio sistémico nos primeiros dias de sintomas da doenga, com o proposito de criar
dados novos que possam contribuir na identificagdo precoce de pessoas com tendéncia a

apresentarem um pior prognoéstico.

Com efeito, os individuos com obesidade e com COVID-19 apresentaram maiores
concentracdes dos biomarcadores IL-6, IL-2, TNF-a, IL-5, IL-10 que individuos com eutrofia
e sobrepeso também com COVID-19. Com relacao a CXCL10 e CCL2, as concentragdes
dessas quimiocinas foram maiores nos individuos com sobrepeso e obesidade em comparacdo
aos eutroficos. Além disto, as concentragoes dos mediadores IL-6, TNF, IL-5, IL-10 ¢ CCL2

também foram diretamente correlacionados ao estado nutricional. Trabalhos anteriores
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observaram que obesos apresentam maiores concentracoes de mediadores da inflamacao tais
como IL-6, TNF e CCL2, entretanto eles ndo consideraram o tempo de infeccdo para a

analise (Ellulu et al., 2017; Zatterale et al., 2020).

De forma complementar, outros trabalhos ja haviam demonstrado que individuos com
COVID-19 que possuem maiores concentragcdes de IL-6, TNF e CCL2 apresentavam pior
sobrevida na internacdo (Del Valle et al., 2020; Pons et al., 2021). Com efeito, a IL-6 ¢ 0 TNF
sdo citocinas com propriedades pro-inflamatérias que induzem a produgdo de mais
mediadores com propriedade similar potencializando a resposta imunologica. Por outro lado,
CCL2 tem como agdo principal a quimiotaxia de mondcitos e ativacdo de macrofagos,
aumentando a inflamagdo mediada por essa célula e elevando o risco de desenvolvimento de
placas de ateromas (BRADLEY et al., 2008; DESHMANE et al., 2009). No nosso estudo,
mostramos que a concentra¢ao da citocina IL-6 estava mais elevada precocemente no grupo
de pessoas com obesidade e com COVID-19 que se internou em comparagdo com OS

individuos que apresentaram a forma leve da doenga no mesmo estado nutricional.

A IL-2 estimula a diferenciacdo e proliferagao de linfoécitos TCD4+ e TCD8+ e tem uma agao
seletiva na sobrevivéncia de linfécitos Tregs CD4+FOXp3+. Linfocitos T efetores e Tregs se
acumulam no tecido adiposo expandido na obesidade (Shi et al., 2020), o que explica o fato
dos obesos apresentarem niveis mais elevados dessa citocina. Ademais, a elevacao da IL-5
pode estar associada a ativacdo e proliferagdo de eosindfilos, estimulando sua desgranulacao
e contribuindo para a inflamacdo em individuos obesos com COVID-19 (AKDIS et al.,

2011).

Nos primeiros dias de sintomas da COVID-19 também observamos um aumento de IL-10,
uma citocina que tem agao de inibir a producdo de mediadores inflamatérios e assim reduzir o
dano tecidual. Essa elevacdo provavelmente ¢ em decorréncia de mecanismos reguladores
normalmente desencadeados durante o processo inflamatdrios que tém o papel de mitigar a

lesdo epitelial induzida pela hiperinflamagao (Islam, 2021).

Além disso, alguns mediadores do sistema imunoldgico, sintetizados a partir do 4acido
eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA), como as resolvinas, protectinas e
maresinas, que agem no controle da magnitude da inflamacdo, intervindo para a resolucdo do
quadro (Ariel e Serhan, 2007; Kwon, 2020), nao foram analisados no nosso trabalho,
sugerindo que apesar da elevacdo da IL-10 e da IL-1ra nos individuos com obesidade e
COVID-19, talvez a concentragdo desses outros mediadores anti-inflamatérios possam estar
alterados (e reduzidos) j& no inicio da infec¢ao pelo SARS-CoV-2 naqueles individuos com

obesidade.
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A elevagdo da quimiocina CXCL10 também ja foi relacionada a gravidade da doenga,
especialmente na internacdo na UTI, sugerindo associagdo com o dano pulmonar e sendo
considerada por alguns autores o principal biomarcador da COVID-19 grave. Essa
quimiocina tem como papel induzir a atragao de moléculas TH1 (Lor¢ et al., 2021; Oliviero et
al., 2021). Observamos que a CXCL10 aumenta em todos os estados nutricionais quando
comparados com seus pares com sindrome gripal, sendo, portanto, um bom biomarcador para
segregar a COVID-19 de outras infecgdes respiratdrias. Nao obstante, notamos que a
CXCLI10 esta relacionada ao excesso de peso na COVID-19. Individuos com sobrepeso e
obesidade apresentam maiores concentragdes dessa quimiocina que os eutrdficos com a

mesma infec¢ao.

A CCL2 também estava mais elevada nos individuos com excesso de peso. Essa quimiocina
atrai monocitos para o local da infeccdo, sendo que a atragdo dessas células pelos vasos
sanguineos pode estimular a formacao de placas ateromatosas (ANTONELLI et al., 2006). A
concentracdo de CCL2 estava mais elevada nos individuos com excesso de peso e naqueles
com a forma leve da COVID-19 em comparagdo com os eutréficos também com a forma
leve, sugerindo que, nos individuos com excesso de peso, o risco aumentado de formacgao de

placas ateromatosas ndo esta associado a gravidade da COVID-19 (Merad et al., 2020).

De forma complementar, a ferritina também estava mais elevada no grupo com excesso de
peso quando comparado ao grupo eutrdfico, e esse aumento teve uma correlagido positiva com
o IMC, sugerindo maior inflamagio associada ao sobrepeso e a obesidade. E possivel que o
aumento na concentragao dessa proteina de fase aguda seja um mecanismo protetor anti-
infeccioso pois a reducgdo do ferro circulante pode afetar patdgenos que dependem deste para
sobreviver. O aumento dos niveis de ferritina ativa macréfagos que passam a exibir um
fenotipo M1, modulando a expressdo de citocinas por essas células. Ocorre também um
aumento dos estoques de ferro intracelular que podem induzir uma ferroptose, sendo que a
morte dessas células leva a uma elevagdo dos niveis sanguineos da ferritina (Gullar, 2021;
Edeas et al., 2020). O aumento da concentragdo sérica dessa proteina ja havia sido

relacionado a maior gravidade da COVID-19 (Kaushal et al., 2022).

Observamos ainda que a concentragdo de PCR estd mais elevada no grupo de individuos com
obesidade em comparagdo aos eutroficos independente da classificagdo clinica, SG e
COVID-19. No entanto, o grupo com COVID-19 apresentou correlacdo entre IMC e
concentracdo dessa proteina. A concentracdo de PCR também estava aumentada nos
individuos com a forma leve da COVID-19 e com excesso de peso em comparagdo com 0s
eutroficos com a mesma condigdo clinica. Essa proteina tem a capacidade de ligar-se a varios

patogenos, células em degeneracdo e remanescentes celulares e atua como uma opsonina,
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além de ativar o complemento auxiliando, assim, na imunidade protetora do hospedeiro
(GULHAR, 2021). Por outro lado, essa proteina também estd aumentada na inflamagao
mediada pela adiposidade, mesmo na auséncia de infecgao (Visser et al., 1999). No que diz
respeito a resposta imunometabodlica detectada na COVID-19, o aumento da concentragdo

sérica de PCR também foi associado a mortalidade (Smilowitz et al., 2021).

Também houve correlagao entre os niveis elevados da citocina INF-y com o IMC tanto na SG
quanto na COVID-19. Com relagdo a IL-1ra, na andlise de associacdo € possivel verificar que
essa citocina estd aumentada em todos os grupos obesos analisados quando comparados com
os eutroficos. No entanto, na analise de correlagdo, verificamos esse fato apenas no grupo
com COVID-19. Também houve correlacao entre o aumento das citocinas IL-5 e IL-13 com o

IMC.

Quando avaliado dentre as pessoas internadas por COVID-19, O grupo com COVID-19
obeso que foi hospitalizado apresentou niveis mais elevados de IL-10, G-CSF, IL-5 e IL-12
em comparagdo com o grupo com COVID-19 e com sobrepeso. Esses dados sugerem que os
obesos que internaram estimulavam maior resposta do tipo mista (inflamatoéria e anti-
inflamatéria). A citocina IL-5 ¢ tipica da resposta TH2, IL-10 ¢ uma citocina anti-
inflamatoria e IL-12 estd relacionada a respostas TH1 (AKDIS et al,, 2011; KIM et al., 1992;
CHAN et al., 2006).). Assim, pode-se pressupor que os obesos com COVID-19 apresentam
elevagdo nos niveis de varios mediadores imunologicos, alguns responsédveis pela hiper
inflamagao que pode levar a um quadro grave da doenca, outros relacionados a mecanismos
de regulacdo da resposta inflamatdéria e que possivelmente ndo sdo mantido ao longo do
tempo de evolugdo da doenca. De fato, um estudo ja demonstrou que a IL-10 decresce ao

longo do curso da infec¢cdo pelo SARS-CoV-2 (Jing et al., 2022).

Devido ao reduzido nimero de voluntarios eutréficos que necessitam de hospitalizagdo, ndo
foi possivel compara-los com os demais grupos com relagdo a internacdo. Entretanto, esse
dado ¢ um importante indicador que a manuten¢do da massa corporal no nivel recomendado ¢
uma forma importante de evitar o desenvolvimento das formas mais graves da infec¢do por

SARS-CoV-2.

Até o momento, um unico trabalho na literatura procurou estudar o perfil inflamatério
segundo o estado nutricional em pessoas infectadas por SARS-CoV-2 (Dragon-Durey et al.,
2020), mas esse estudo nao identifica nenhuma associagdo entre estado nutricional e a
expressao de mediadores inflamatorios. Algumas limitagdes desse estudo, como o pequeno
namero de individuos participantes (52 divididos nos trés estados nutricionais) e por ter sido
realizado com pessoas internadas sendo a maioria em estado critico, podem ter dificultado

essa identificacao.
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Os graficos em radar mostram o percentual de alto produtores para as citocinas, quimiocinas
e fatores de crescimento. Em relagdo aos individuos com SG, a dispersao do grafico foi muito
similar entre elas, sendo que o grupo eutréfico possui uma menor propor¢do de altos
produtores para os mediadores analisados em comparagdo com os grupos de individuos com

excesso de peso, sendo que esses ultimos apresentam uma resposta muito similar entre eles.

No que diz respeito a analise global dos grupos com COVID-19, observamos que os
individuos eutréficos possuiam uma menor propor¢ao de altos produtores para os mediadores
em comparagdo com os grupos de individuos com sobrepeso e obesidade, sendo que o grupo
obeso contava com pelo menos 50% dos individuos que eram altos produtores para todos os
mediadores analisados. Além desses, altos produtores das citocinas como TNF, IL-5, IL-1ra,
IL-6, quimiocinas como CXCL10, CCL3, CCL2 e os fatores de crescimento FGF-basic e G-
CSF também estavam mais representados no grupo com obesidade em comparagdo ao grupo

eutrofico.

De forma semelhante, um trabalho ja havia demonstrado um aumento na producido de CCL2 e
CCL3 em obesos com COVID-19, entretanto esse estudo nao verificou outras divergéncias
que podem ser devidas a todos os seus participantes estarem hospitalizados (Dragon-Durey et

al., 2020).

Sob outra perspectiva, a inflamacdo nao controlada demonstrou ser fator chave na presenga
de sintomas como febre, cefaléia e agravamento do quadro, marcado por hospitalizacao,

necessidade de ventilagdo mecanica e morte na COVID-19.

Na infecgao pelo virus influenza HIN1, foi observado que individuos com excesso de peso
apresentam um prejuizo na funcdo das células TCDS8+, ainda que o nimero de células
permanec¢a o mesmo, quando comparados com pessoas eutroficas sugerindo que a atividade
citotoxica de linfocitos esta comprometida (Drozdzynska et al., 2022). Foi observado também
uma diminui¢do da expressao de CD69 (que regula a ativagdo e proliferacao de linfocitos),
CD40 (importante para a ativagdo das células B e troca de classes das imunoglobulinas) e
CD28 (relacionada a resposta de linfocitos T e liberagdo de citocinas) em células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de individuos obesos infectados (Paich et al.,
2013). As células T CD8+ limitam a propagag¢ao do virus e a gravidade da infec¢dao por
influenza induzindo apoptose em células infectadas. Assim, a obesidade e o sobrepeso se
associam a um controle defeituoso da infecgdo viral. Além disto, estudos demonstraram que,

na obesidade, ha uma reducdo da funcao das células Tregs durante a infeccao por HIN1
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sugerindo que esses individuos apresentam também defeitos na regulagdo da resposta
inflamatoria (Milner et al., 2009). Embora ndo tenhamos analisado ainda os marcadores
fenotipicos de linfocitos que nos permitam comparar nossos dados com estes observados na
infeccdo por HIN1, os dados do perfil de mediadores nos permitem criar uma analogia com a

infec¢ao por SARS-CoV-2, outro virus gripal intracelular.

Em nosso estudo, observamos que ocorre um aumento generalizado da produgdo de
mediadores inflamatoérios e anti-inflamatdrios nos individuos com sobrepeso e obesidade
sugerindo um descontrole da atividade imunolégica. E notavel ainda que essa disfungio
imunologica induzida pelo excesso de peso foi detectada nos primeiros dias da contaminagao
pelo SARS-CoV?2 e, portanto, ela ndo deve se relacionar a resposta imune especifica para o
virus. Esse perfil distinto provavelmente esta envolvido no pior prognostico da COVID-19 e
na maior taxa de hospitalizag¢do apresentada pelos individuos obesos e que foi constatada pelo

acompanhamento dos individuos durante o curso da doenga.

Vale ressaltar que o este estudo apresenta algumas limitagdes: auséncia de um grupo controle
sem sintomas gripais, a média de idade do grupo com obesidade ¢ COVID-19 foi maior que
nos grupos de individuos eutréficos e com sobrepeso também infectados pelo SARS-CoV-2 e
o tempo de sintomas registrados na coleta foi segundo relato do proprio voluntario. Mais
estudos sdo necessarios para verificar o impacto da obesidade na resposta inflamatoria

induzida pela COVID-19 em diferentes cenarios.
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7. CONCLUSAO

A COVID-19 se espalhou rapidamente ao longo do mundo se caracterizando uma pandemia a
qual gerou diversas consequéncias socioecondmicas e de expectativa de vida, visto que se
tornou a pandemia mais mortal do século. Dessa forma, a rapida identificacdo de individuos
mais propensos a desenvolver a forma grave da doenga ¢ fundamental para intervengdes
assertivas e melhora do desfecho. Nesse sentido, ao considerar a fisiopatologia da doenga, a
caracterizacdo do perfil inflamatorio de individuos infectados com SARS-CoV-2 ainda nos
primeiros dias de sintomas pode contribuir para identificar esses individuos. Nossos dados
sugerem que ha mudancas nos niveis de mediadores relacionados a inflamagao nos obesos.
Ao mesmo tempo, esses individuos tiveram taxas de hospitalizagao mais elevadas. Assim, ¢
possivel propor que essas diferengas no perfil inflamatério provavelmente relacionadas ao
estado nutricional e detectadas no inicio da infec¢do contribuiram para um pior prognostico
em individuos obesos. Ainda que tenha sido identificada uma elevagao nas concentracdes de
citocinas com potencial anti-inflamatorio nesses individuos, esse aumento nao foi suficiente

para controlar a exacerbagdo da resposta imunoldgica.

Apesar das limitagdes ja mencionadas, nosso estudo € um trabalho inédito de avaliacao de
diversos mediadores segundo o estado nutricional no contexto da COVID-19, sendo o

primeiro do género realizado na populagao brasileira de trés diferentes cidades.
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Anexo 1:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1 - Identificacio da pesquisa:
[ Titule do Projeto: Impacto do perfil de imunossenescéncia no desfecho da COVIDI19. |

2 - Informacdes ao participante ou responsivel:

1. Vocé estda sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa titulada “Impacio da
imunossenescéncia no desfecho da COVID-19". O tempo de duragio desta pesquisa sera de 22
meses, sendo que a coleta de dados terd inicio em Fevereiro de 2021 e término em Novembro de
2022. A sua participagdo no estudo ocorrera no periodo do atendimento até o desaparecimento dos
sintomas da doenga caso a infecgio pelo SARS-CoV2 seja confirmada. Se o resultado do teste
para o SARS-CoV2 for negativo. sua participagio se encerrard depois da coleta do material
biologico (sangue e fezes). Caso concorde em participar desta pesquisa, ao final da leitura deste
termo de consentimento vocé devera assind-lo em duas vias, sendo que uma delas ficard com os
pesquisadores responsdveis e a outra via com o participante da pesquisa.

2. Essa pesquisa tem como objetivo entender quais os fatores relacionados ao envelhecimento
podem contribuir para determinar a forma clinica da COVID-19 leve, moderada ou grave.

3. O envelhecimento estd geralmente associado ao aparecimento de doengas inflamatorias
cronicas, ao aumento da suscetibilidade a infecgdes e a redugio na capacidade de realizar virias
atividades fisicas e mentais. No entanto, algumas pessoas envelhecem sem doengas e preservam
muitas dessas capacidades. Chamamos esse processo de “envelhecimento saudivel” e essas
pessoas podem desenvolver uma forma assintomatica ou leve da COVID-19 se forem infectados.

4. O médico fard perguntas a respeito da sua salde, dos seus habitos, da sua moradia ¢ da sua
familia como parte do exame clinico a que vocé serd submetido como rotina de atendimento. Um
pesquisador também fard algumas perguntas, através de um pequeno questiondrio, sobre a sua
alimentagdo. Vocé poderd se recusar a responder qualquer pergunta que por ventura lhe causar
algum constrangimento. Um tempo de aproximadamente 15 minutos serd necessirio para vocé
responder a essas perguntas ¢ ao questionario,

5. Além do exame clinico, serdo necessrios alguns testes para verificar o seu estado de saide,
Esses testes serdo feitos a partir da coleta de materiais biologicos: fezes (avaliagio da microbiota
intestinal e da presenga de parasitoses intestinais), secre¢do nasal (para detecgdo do virus Cov-2)
¢ de sangue. As fezes serdo coletadas por vocé mesmo(a) em sua casa ¢ trazidas na proxima
consulta, Seriio fornecidas instrugdes do profissional da saide sobre como coletar esse material.
Todos os gastos decorrentes da coleta ¢ entrega da amostra de fezes serfio ressarcidos a vocé e ao
seu acompanhante (quando necessario) pela equipe da pesquisa. A andlise parasitologica e da
microbiota serdio feitas por empresas brasileiras que fazem esses tipos de andlise.

Rubricas (pesquisadoriparticipante o responsavel) ............wwiveiinesisssssessess snisses
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O sangue serd coletado do seu brago e sera utilizado para a realizacio de outros testes como, por
exemplo, o hemograma (que mostra a contagem dos globulos vermelhos e brancos), o teste de
ELISA para medir anticorpos e oufras substincias presentes no sangue como as citocinas que irdo
mostrar como o seu organismo se defende de infecgGes, por exemplo. Sera necessario coletar cerca
de 40 mL do seu sangue.

Para o exame que detecta a presenca do coronavirus, um membro da equipe ird coletar secregio
de ambas as narinas ou da faringe utilizando um cotonete (swab). Esse cotonete sera introduzido
com cuidado e por um tempo curto, mas o processo causa algum desconforto. Depois o cotonete
contendo o material coletado serd introduzido em um tubo contendo solugio de inativagio do virus
e todo o material sera enviado para o teste.

6. Havera coleta, transporte, armazenamento e utilizagio desse material biologico coletado
somente para fins de pesquisa sendo que esse material serd destruido apos a utilizagdo ou o fim da
pesquisa. Caso haja intengdio de uso do seu sanpue/fezes em pesquisas futuras ou
compartilhamento com outras instituigdes vocé serd consultado antes,

7. O sangue sera coletado por profissional treinado que usara jaleco, mascara, oculos de protegio
e luvas. Todo o material utilizado para a coleta ¢ estéril e descartavel. A coleta de sangue pode
causar leve dor local podendo, em alguns casos, levar 4 formagio de pequenos hematomas locais
e discreto sangramento. Poderdo ocorrer outros tipos de desconforto a vocé como tonturas e
desmaios, ou desconfortos psiquicos como ansiedade ¢ medo. Isto serd levado em conta no
momento da coleta e, caso seja necessdrio, serd providenciada uma coleta na posigio deitada para
evitar qualquer tipo de desconforto, constrangimento ou aborrecimento, A coleta da secregiio nasal
ou da faringe serd feita por cotonetes (swabs) e ela causa algum desconforto. O profissional
responsavel pela coleta ¢ treinado para realizar o procedimento, a fara de maneira cuidadosa e por
um tempo curto para minimizar esse desconforto. A coleta das fezes serd realizada em casa por
vocé mesmo e o material serd trazido ao hospital. Essa coleta ndo apresenta nenhum risco para a
sua saude, mas pode lhe causar constrangimento.

8. Medidas de biosseguranga sdo adotadas em todos os procedimentos realizados neste projeto
visando salvaguardar o coletor de qualquer possibilidade de contaminagio ¢ também evitar injlria
ao paciente no ato da coleta de coleta de sangue por pungiio venosa. Seriio observadas medidas de
seguranga também para acidentes cortantes ou perfurantes e os riscos de contaminagiio siio
minimizados com a realizagio de antissepsia do ponto de pungdo, assepsia das mios entre o
atendimento dos pacientes e imunizagdo ativa contra tétano, difteria ¢ hepatite B para todos os
profissionais de saide envolvidos neste projeto. Com relagiio é coleta das fezes, ela ndo apresenta
nenhum risco para a sua salde e serd realizada em sua casa para evitar qualquer tipo de
constrangimento.

9. Caso os resultados dos exames laboratoriais sejam positivos para SARS-Cov2 vocé seri
informado em poucos dias. Se o exame for positivo para parasitoses, vocé serd orientado
adequadamente ¢ encaminhado para tratamento gratuto, Os resultados relativos ao seu
hemograma (contagem de células no sangue) também serdo entregues a vocé e fornecidas
explicagdes com relagiio a esses resultados.

Rubricas (pesquisador/participante ou reSPonsavel) ...

76



10. Vocé nio € obrigado a fazer os exames ou a doar seu sangue. A recusa nio lhe causard nenhum
prejuizo, nenhum gasto e nifio ird alierar a forma como vocé serd atendido na unidade de saide ou
hospital.

11. Suas amostras de sangue e fezes seriio processadas no Centro de Pesquisas René
RachowFIOCRUZ (em Belo Horizonte), na Universidade Federal de Juiz de Fora {em Governador
Valadares) e na Universidade de Sdo Paulo (em Sdo Paulo) e transferidas posteriormente para
armazenamento no Laboratorio de Imunobiologia da Universidade Federal de Minas Gerais (em
Belo Horizonte), por um periodo maximo de 10 anos, sendo utilizadas para anilises desta pesquisa.
Essas amostras também poderido ser utilizadas em outras pesquisas, mas vocé sera consultado(a)
antes de isso ocorrer. As amostras serdo destruidas apos a realizacdo da atual pesquisa ou, com seu
consentimento, em pesquisas firturas,

12. A sua participagdo como voluntirio nio sera remunerada. Serd oferecido, ao participante da
pesquisa, o resultado do exame de PCR para SARS-Cov2 em poucos dias ¢ também o acesso a
todas as informagdes sobre a sua saide imunologica (que serd examinada pelos testes que faremos
a0 longo do projeto). Esses resultados serfio entregues a vocé ao final do estudo, caso vocé queira
requisiti-los 4 equipe da pesquisa. O contato com a equipe € 0 prazo para €ssa requisigio serdo
entregues a vocé apos o atendimento. Serdo garantidos também todos os cuidados necessarios para
sua participago de acordo com seus direitos individuais e respeito ao seu bem-estar fisico e
psicologico e vocé poderd retirar-se desta pesquisa em qualquer momento, sem que isto lhe cause
qualquer prejuizo ou constrangimento. Todos os participantes terfio direito a receber indenizagio
por quaisquer danos & sua saide comprovadamente provenientes dos procedimentos relacionados
i pesguisa.

13. Este estudo contribuira para a identificagio de fatores biologicos responsiveis pelas formas
leves ou graves da doenga causada pelo virus SARS-Cov-2,

14. Seriio garantidos o sigilo ¢ a privacidade das informagdes, sendo reservado a vocé o direito de
nio se identificar,

15. Na apresentagiio dos resultados, seu nome nio serd citado, nem daquele pelo qual vocé ¢
responsiavel. Sua identificagio sera mantida em sigilo durante todo o estudo ¢ apenas a
coordenadora do projeto mantera essa informagio guardada em arquivo seguro.

16. A sua participagdo ¢ importante, pois auxiliard na busca dos fatores envolvidos no
desenvolvimento das formas leves ou graves da COVID-19 ¢ na elaboraglo de medidas que
ajudem a identificar os individuos que desenvolverfio a forma grave de forma rapida. Isto
possibilitard o tratamento da doenga no seu inicio melhorando as chances de hoa recuperagio.

17. Caso queira, vocé também pode tirar duvidas sobre o projeto com as pesquisadoras
responsiveis Dra. Ana Maria Cactano de Faria (coordenadora geral do projeto e professora da
UFMG) no telefone/whatsapp (31) 99741-0793 Dra. Gabricla Silveira Nunes Abreu
{coordenadora do projeto em Governador Valadares e professora da UFJF) no telefone/whatsapp
{33)99180-0050; ou Dra. Rosana Richtmann (médica infectologista responsivel pelo atendimento
no Instituto de Infectologia Emilio Ribas em Sdo Paulo) no telefone/whatsapp (11) 99944-4507,

Rubricas (pesquisador/participante ou responsavel) ..o,
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Nome do Participante:

Eu . concordo em participar da
pesquisa. sob a responsabilidade dos coordenadores deste projeto. de forma livre e voluntaria.
Declaro que fui devidamente informado (a) sobre a pesquisa. assim como sobre os possiveis riscos
¢ beneficios da mesma. O sigilo e a possibilidade de retirada do estudo também me foram
devidamente informados.

Consentimentos Opcionais:

() Euconcordo que meu material biologico seja utilizado apenas para esta pesquisa.

() Eu concordo que meu material biologico possa ser utilizado em outras pesquisas também,
mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro TCLE, que dara explicagdes
sobre como e para que o meu material biologico sera utilizado.

( ) Eu autorizo os pesquisadores envolvidos na pesquisa a consultarem os dados do meu
prontudirio médico para obter informagdes referentes 4 minha saOde. Essas informacdes
permanecerio sigilosas e sob a guarda do pesquisador responsavel pelo estudo.

Governador Valadares/Belo Horizonte/Sdo Paulo, de de20 .

Assinatura do Participante ou Responsavel

o

Assinatura do Coordenador do Projeto de Pesquisa

Identificacio do Responsivel pela Pesquisa

Pesquisador Responsiavel; Profa, Dra. Ana Maria Cactano de Faria

Instituigiio de Origem da Pesquisa;
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG
Instituto de Ciéncias Biologicas
Departamento de Bioguimica ¢ Imunologia
Av. Antonio Carlos, 6627, Belo Honzonte, MG
Tel: 31-3409-2630 / 2640
Fax: 31- 3409-2640

Comité de Etica em Pesquisa:
Comité de Etica da UFMG
Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa II - 2* andar - Sala 2005 - CEP:
31270-901 - Belo Horizonte - MG

Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepaprpg.ufmg.br
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Nome/cadigo:

79

Anexo 2:

Data: [ [ Dia do telemonitoramento:

1) MNas dgltimas 24h voc@ apresentou alguns dos sinais e sintomas ou teve alguma melhora ou piora?

aj

b)

c)

d)

e}

f)

gl

h)

mj)

n)

o)

i)

Tosse [ ) Ndo apresentou | ) Apresentou - 18 wvez [ | sim [ | ndo- | ) Melhorou | ) Piorou

a. | )Com secrecao [ ) Sem secrecao

Dor na garganta [ ) Ndo apresentou ( ) Apresentou - 12wez [ | sim [ | ndo- ( ) Melhorou ( )
Piorou

Dificuldade para respirar | ) Nao apresentou | ) Apresentou - 12 vez [ ]sim [ Jndo- ()
Melhorou | ) Piorou

Dor no peito/Dor no tdrax { ) NGo apresentou | ) Apresentou - 12vez [ |sim [ | ndo- ()
Melhorou | ) Piorou

Coriza [ ) Ndo apresentou [ ) Apresentou - 12 vez [ ] sim [ ] ndo- { ) Melhorou [ ) Piorou

Sentiu menos o cheiro das coisas | ) N3o apresentou | ) Apresentou - 1#vez [ | sim [ | ndo-
{ ) Melhorou [ ) Piorouw

Congestio nasal/nariz entupido| ) Mao apresentou | ) Apresentou -1#vez[ Jsim[ Jndo- ()
Melhorou | ) Piorou

Sentiu menos o gosto das coisas | ) Nao apresentou | ) Apresentou - 12 wez [ ]sim [ Jndo- ()
Melhorou | ) Piorou

Teve enjoo | ) N3o apresentou | ) Apresentou - 18 vez [ | sim [ | ndo- { ) Melhorou { ) Piorou
Vomitou | ) N3o apresentou | ) Apresentou - 1#vez | ] sim [ | ndo- [ ) Melhorou { ) Piorou

Teve diarreia [ ) Nio apresentou | ) Apresentou - 1#vez [ |sim [ Jndo- { ) Melhorou [ )
Piorou

Dor de cabega [ ) Nao apresentou | ) Apresentou -1%vez [ |sim [ Jndo- ( ) Melhorou{ )
Piorou

Febre [ ) N3o apresentou ( ) Apresentou -13wez [ | sim | | ndo- ( ) Melhorou | ) Piorou

Cansaco/ffadiga ( ) Ndo apresentou | ) Apresentou - 18 vez [ |sim [ | ndo - ( ) Melhorou { )
Piorou

Dor nos olhos?( ) Nao apresentou | ) Apresentou =18 vez [ Jsim [ | ndo- { ) Melhorou | )
Piorou

Dor muscular? ( ) Nao apresentou | ) Apresentou - 18 vez [ ]| sim [ ] ndo - ( ) Melhorou | )
Piorou



q) Coracio acelerou | ) N3o apresentou | ) Apresentou - 12vez | |sim [ | ndo- ( ) Melhorou | )

Piorou

2) Tem algumals) doenca(s) cronica que faz uso didrio de medicagdo?
{ IN3o { )Sim

al Se sim, qual{ais) doenca?

b) Estd tomando os remédios?

{ 1Sim ( } N3o
Se ndo estd tomando os remédios, expligue o motivo:

2.b.a( ) Acabaram os remédios
2.b.b{ ) Nio tem dinheiro para comprar os remédios
2.b.c{ }a Farmdcia da Unidade Basica de Salde ndo estdo entregando

Se sim, quais remédios vocd toma?

Estd tomando algum medicamento fora da rotina? ( ) N3o ( ) Sim, qual?

1) Saiu de casa apés o atendimento na UPA efou confirmacio do teste PCR?
{ }Sim ([ )MN3o
Se sim, explique o motivo da saida da casa.

al ( ) Foiao supermercado

b) ( ) Foia farmacia

c} ( )Foiaigreja

d) ( ) Foiao banco ou lotérica

e} ( ) Foiao saldo/barbearia

f} { ) Foi ao restaurante ou fanchonate

gl ( )Foia loja de roupa ou calgado

h) ( ) Foi ao hospital ou unidade basica de saiude ou UPA
i} { ) Foicasa de algum familiar, amigo ou colega

i} { )Outra opcao, gual?
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3.1 5e saiu de casa por algum motivo vocé:
a) [ ) Usou mascara
b} { } Usou dlcool em gel

c} | ) Manteve distanciamento de no minimo 2 metros

4 Como vocé classifica seu estado emocional?

{ )Bom ( ) Regular { )} Ruim

5 Como vocé classifica seu estado geral?

{ ) Bom estado geral | ) Regular estado geral | ) Mal estado geral

6 Alguém que mora com vocé, na mesma casa, teve COVID antes de vocé?
{ ) N3o [ ) Sim - Se sim, quantas pessoas?
a) Eles fizeram algum exame?

[ Y NGo [ )Sim - Se sim, qual exame? [ ) teste rapido [ ) Swab/RT-PCR ( ) De sangue,/Sorologia

7 Alguém que mora com vocoi, na mesma casa, apresentou algum sinal ou sintoma da COVID
depois de vocé?

{ ) N3o [ ) Sim - Se sim, quantas pessoas?
a) Eles fizeram algum exame?

{ ) M@0 ( )5im - Sesim, qual exame? | ) teste répido ( ) Swab/RT-PCR ( ) De sangue/Sorologia

8 De maneira geral, vocé dirla que sua saGde esteve na ultima semana (perguntar uma vez por
semana):
{ JMuitoboa [ JBoa | )Razoawel ([ )Ruim { )} Muito ruim
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Anexo 3:

QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE CONSUMO ALIMENTAR (QFCA)

5a6 2a4 1 vez/ MNio
vezes consome

wezes) semana

[=%
w
™

Produtos i Zou
vezf »/dia vezes)

diz semana | semana

3
m
w

LEITE E DERIVADOS
Leite Tipo: { ) integral
[ ) semidesnatade
{ |} desnatado
logurte
Queijo branco (minas/frescal)
Queijo amarelo {prato/mussarela)
Regueijao
CARMES E OVO5
Owa frito
Ova cazido
Carne de boi
Carne de porco
Frango
Peixe fresco
Peixe enlatado (sardinha/atum)
Carne conservada no sal

| [bacalhau, carne secay/sol, feijoada)
Visceras (figado, rim, coracdo)

OLEDS
Argite
Bacon, toucinho efou banha de
porco
CEREAIS E LEGUMINOSAS
Arroz integral
Arroz polido
Pdo integral

Pio francés

Balos caseiros

Macarran
Feijin

Lentilha

HORTALICAS E FRUTAS

Folha crua

Faolha refuga:la.n’:uzida

Legurnes crus

LEEurnH tozidos

Tubérculos {cara, mandioca, batata,
inhame)

Frutas

Suco natural sem acocar

SOBREMESAS, DOCES E BEBIDAS
ADOCADAS

Suca natural eom acucar
Tortas e doces

Café com acucar
Refrigerants

| Suco artificial com agicar
INDUSTRIALIZADDS

Adacante
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Abstract

COVID-19 is an infection caused by the Rapidly Spread SARS-CoV-2 virus, accounting for
millions of deaths worldwide. The inflammatory process is essential for the defense of the
host against infections, however, some people cannot control the exacerbation of
inflammation in COVID-19, injuring their own cells and tissues, often leading to the need for
hospitalization and worsening the prognosis. In this sense, obesity and comorbidities
associated with related to an immunological dysfunction that generates a low-grade chronic
inflammation were proposed as risk factors for the development of the severe form of
COVID-19. To analyze this hypothesis, this study evaluates the inflammatory profile of
eutrophic and obese patients with COVID-19. For this, the cytokine profile of eutrophic,
overweight and obese people of a group with flu-like syndrome (FS) not caused by SARS-
CoV-2 and a group with COVID-19 with up to 7 days of symptoms was compared. In all the
work was composed of 95 individuals with FS and 123 with COVID-19 from the cities of
Sdo Paulo, Belo Horizonte and Governador Valadares, in Brazil. Blood was collected from all
individuals and plasma cytokines as well as acute phase proteins were measured in their sera.
In the obese group for COVID-19, we observed higher concentrations of IL-2, TNF-a, IL-6,
IL-5 and IL-10 compared to eutrophic and overweight with the same infection. Also,
overweight or obese people positive for COVID-19 had more CXCL10, CCL2 and ferritin
compared to eutrophic people. Obese individuals also had more IL-1ra than eutrophic ones
with COVID-19. We also observed that frequency of hospitized patients were higher in the
group of obese individulas. Therefore, obesity was associated with a distinct and more
pronounced inflammatory profile detected in the first days of symptoms and with a worst

disease outcome in infected individuals from 3 different cities of Brazil.

Key-words: COVID-19; inflammation, nutritional status, obesity
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Introduction

COVID-19 is a respiratory infection caused by the SARS-CoV-2 virus, among humans, this
disease has as main form of transmission the droplets expelled by the respiratory system of
infected people. This disease spread rapidly throughout the world and became the deadliest
pandemic in the last 100 years (LAM, et al., 2020; WHO, 2020b; Coronaviridae Study,
2020).

With regard to the physiopathogenesis of this disease, we can segregate in two main
moments, the initial inflammatory process and the late inflammatory process. In general, the
defense of the organism in the first days after contact with the virus is similar for all,
characterized by an increase in viral load that stimulates the release of molecular patterns
associated with pathogens and activation of the pathway of the nuclear factor kappa B
(NF-kB), thus, immune cells residing in the pulmonary epithelium respond by releasing
cytokines, such as (IL) -6, Tumor necrosis factor alpha (TNF) -a and interferon (INF) and
chemokines such as CXCL (chemokine with c-x-¢ motif) 5, CXCL8, CXCL10, CCL
(chemokine c-C ligant) 2 and CCL5, increasing the recruitment of new cells in the immune

system (Zheng et al., 2021; KIM et al., 2020; PAN et al., 2020).

After this period, the late inflammatory process begins, which can be resolutive, when there
is an increase in plasmocytes and B lymphocytes that act in the production of antibodies,
effector T lymphocytes for activation of plasmocytes, cytotoxic T for the destruction of
infected cells and regulatory T to control inflammation, thus occurs viral elimination and
reduction of inflammatory response. However, in some people, the late immunological
response 1s characterized by an uncontrollby where there is an increase in inflammatory
mediators, such as IL-6, CXCL10, TNF-a, which attract even more immune cells to the site
and causing a storm of cytokines, thus, the process causes tissue damage affecting alveolar
function (Lauer et al., 2020; LI, Q. et al. 2020; Zheng et al., 2021; KIM et al., 2020; PAN et
al., 2020; Yuki et al. 2020; HEWITT et al., 2021; Larsen et al., 2020; Maucourant et al.,
2020; Veras et al., 2020). Nevertheless, the storm of cytokines induces systemic effects, such
as alteration in the nervous system, gastrointestinal tract, hypercoagulability (MAO et al.,

2020; Rogers et al., 2020; machhi, 2020).

Among the risk factors for the development of the severe form of the disease are advanced
age, male gender, obesity, diabetes mellitus, cardiovascular diseases (CVD), chronic lung
disease, chronic kidney disease (CKD), cancer and chronic liver disease (STEFAN et al.,

2021).

In this sense, obesity becomes a key point, due to the fact that hypertrophy of adipose tissue
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increases inflammation mediated by immunological cells resident in the tissue, such as
macrophages and neutrophils, which increases the concentration of biomarkers such as IL-6,
TNF- o, IL-1P and IL-18. Furthermore, it increases the inflammatory response mediated by
TCD4+ and TCD8+ cells to the detriment of FOXP3+ Tregs cells (Brennan et al; 2021; Chait
et al., 2020; Schipper et al., 2012; Schmidt et al., 2015).

Thus, inflammation mediated by excess adiposity causes systemic effects that impact insulin
resistance and diabetes, increases the risk of developing cancer, increases the production of
norepinephrine mediated by the sympathetic nervous system that estimates vasoconstriction
that, together with changes in the renin-angiotensin system, increase the risk of arterial
hypertension. These changes in vasculature induced mainly by diabetes and hypertension
increase the likelihood of acute myocardial infarction and heart failure and may cause
arrhythmias and organ failure. In the lung increases oxygen consumption and the number of
mast cells that generates higher risk of severe acute respiratory syndrome and respiratory
allergies. In the liver increases the risk of intrahepatic fat deposition causing nonalcoholic
fatty liver disease and cirrhosis (Mauriello et al 2014; JIN et al., 2015; Gallo et al., 2022;
Zhao et al., 2021; Pecly et al., 2021; Salome et al., 2010, Souza et al., 2012).

Thus, it can be observed that obesity causes inflammation with systemic consequences being
an important risk factor for greater severity in SARS-CoV-2 infection, but this disease also

increases the risk of developing other diseases related to a worse prognosis.

Nevertheless, in general, few studies to date evaluate cytokines and chemokines according to
nutritional status in the context of COVID-19 and, when performed, it was developed only in
hospitalized patients (Dragon-Durey et al., 2021). In addition, most studies evaluating
inflammatory biomarkers disregard the days of reported symptoms, which increases the
possibility of bias, because the immunological response differs according to the time of
infection. Thus, it is important to evaluate whether the immunological and nutritional profile
can contribute to the identification of individuals with greater possibility of hospitalization,
especially in the first days of symptoms, enabling a faster intervention. Therefore, the
objective of this study is to study the impact of obesity on the inflammatory profile of

individuals with COVID-19 in the first days of symptoms and in disease outcome.
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Materials and methods
Subjects

This is a cross-sectional study that included people with flu-like symptoms, with a maximum
of seven days of symptoms reported in three Brazilian cities (Belo Horizonte, Governador
Valadares and Sao Paulo), HIV-positive and cancer-positive people were excluded. All
patients underwent the RT-PCR test to identify the presence or not of SARS-CoV-2. This
study received approval from the National Research Ethics Committee (CONEP) under the
number CAAE 40208320.3.1001.5149.

Collection and treatment of samples
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Approximately 40 ml of peripheral blood (3 heparin tubes, 1 clot activating tube) were collected and

the biological material was processed within 24 hours after collection to obtain plasma and serum.

The blood was processed at 3000 rpm with 9 minutes of acceleration and 4 minutes of deceleration in

the refrigerated table centrifuge Sorvall model ST16R - Thermo scientific. Serum and plasma

aliquots were frozen in a freezer with temperature at -80° celsius

(C) for further analysis of biomarkers.

Biomarker dosage

For the analysis of plasma biomarkers, plasma aliquots were thawed in the water bath at
37°C, later homogenized in vortex for 5 seconds, and then pipetted 200 pL of the sample to
save from the presence of debris that could influence marker concentrations. Then, the
samples were centrifuged at 14,000xg for 5 minutes. To quantify the quantification of plasma
biomarkers, the Luminex platform was quantified using the Bio-Plex Pro Human™
Cytokines kit 27, a multiplex assay that simultaneously provided information on 27
cytokines, chemokines and growth factors (Eotaxin, FGF basic, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-
1B, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, CXCLS, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17A,

CXCLI10, CCL2, CCL3, CCL4, PDGF, CCL5, TNF-a, VEGF) by means of a sphere-based
magnetic immunoassay (beads). The data were analyzed using the BioplexTM (Bio-Rad)
software. For the analysis of acute phase ferritin and PCR proteins, an aliquot with the
volunteers' serum was sent to a laboratory specialized in analysis of tests to perform their

dosage.
Statistical analysis

Statistical analyses were performed in the GraphPad Prism version 8.0 program for Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA). Descriptive data referring to gender, age, height,

weight, BMI and comorbidities were presented considering the frequency and/or mean +SD.



Data normality was verified using the Shapiro Wilk test. The association between BMI
classes and clinical classification were analyzed considering variance analysis (ANOVA)
followed by tukey's post-hoc test and for kruskal-wallis nonparametric data followed by
dunn's post-hoc with the objective of identifying the sources of significant differences. The
biomarker graphs were expressed in median and interquartile range (percentiles 25 and 75).

Correlation analysis was performed by SPEARMAN formula for nonparametric data.

A radar chart was performed to identify low frequencies (global median <) and high
frequencies (> global median) of cytokines for each nutritional status considering negative

controls, flu syndrome and COVID-19.

Results
Sample characteristics

A total of 753 people were recruited after the RT-PCR test and exclusion of individuals with
more than 7 days of reported symptoms, 178 people with COVID-19 and 131 with GS
remained. Following the application of the exclusion criteria, this study has a total of 123
volunteers with COVID-19 and 95 with SG. The characteristics of the population can be

seen in table 1.

Tabela 1: Characterization of the global population according to clinical classification

GROUPS
Characteristics FS COVID-19 TOTAL P value
N 95 123 218 -
Sex
F 52 59 111 0,3414
M 43 64 107
Age (years) 37,55£11,91 39,23 £ 10,63 0,2714
Weight (kg) 76,32+1594 78,13 +16,22 0,3816
Height (cm) 1,67 £0,11 1,67 £ 0,09 >0,9999
BMI 2734427 2794523 >0,9999
Diabetes 1 7 8 0.0807
Hypertension 13 13 26 >0,9999
Respiratory diseases 13 15 28 >0,9999
Heart disease 11 2 13 0,0028%*

F = female; M = male

** Significant difference by Mann Whitney defined as P<0.05 and, asterisks in the figures are represented in ** =p < 0.01.
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In the group with FS, 32 people were classified as eutrophic, 43 were overweight and 20 were
obese, there was no difference between gender, age, however, the obese group had more
people with hypertension than overweight and more individuals with heart diseases than
eutrophic ones. About the group with COVID-19, 38 were eutrophic, 51 were overweight and
34 were obese, with no significant difference between sex, or comorbidities, but the eutrophic

were younger than individuals with overweight or obesity.

Assessment of hospitalization according to nutritional status

In all, among the people with COVID-19 classified as eutrophic, only two hospitalized, both
males, while in the overweight group there were 8 hospitalizations, in which six were men
and two women and, in the group of obese individuals there were 14 hospitalizations, six men
and eight women. There was no significant difference in the interaction according to gender
between the groups. However, considering nutritional status, obesity was positively
associated with hospitalization for COVID-19 when compared to people with eutrophy
(p=0.0047) or overweight (p=0.0469). There was no significant difference between the

eutrophic and overweight groups (Figure 3).

Eutrophic Overweight —
5,26%

15,69%

41,18%

94,74%

84,31%

e Mild Bl Hospitalized

Figure 3: Percentage of individuals hospitalized with COVID-19 according to nutritional status. Nutritional
status was assessed by measuring the body mass index (BMI). Overweight individuals are those with BMI >25
and < 24.9 and obese those with BMI > 30. A greater number of obese individuals required hospitalization when
compared to eutrophic or overweight individuals. Comparison between groups was performed using the

chi-square test.

Analysis of viral load according to nutritional status

There was no difference in the concentration of nasopharyngeal swabs viral load of SARS-

CoV-2 according to BMI (Figure 4).
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Viral Load

Figure 4: SARS-CoV-2 viral load in individuals with COVID-19 stratified according to BMI. The viral load was

calculated from the rt-PCR tests performed on the individuals' nasal swabs. There was no difference between viral load

according to nutritional status classification. Ct = number of replication cycles of viral genetics for the identification of
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SARS-CoV-2. Comparison between groups was performed using the Kruskal-Wallis test for three groups followed by the

post-hoc Dunn's test in order to identify the sources of significant differences. In the graph, the bottom line of each box

represents the minimum value and the top line the maximum value, the lines of the box itself represent the value of Q1,

Q2 and Q3

Relationship between cytokine profile according to clinical classification and BMI

The concentration of biomarkers IL-2, TNF and IL-6 and IL-5 were higher in the obesity and
COVID-19 groups compared to their eutrophic and overweight peers (for IL-2 p=0.0200 and
p=0.0007 and for TNF-a p=0.0042 and p=0.0052 respectively, and for IL-6 p=0.0031 and
p=0.0181, respectively, for IL-5 p=0.0144 and 0.0079, respectively, and, il-10 p=0.0031 and
p= 0.0143). The analysis of TNF-a also demonstrated to be higher in obese patients with
COVID-19 when compared to obese individuals with FS (p=0.0001).

IL-10 and chemokines CXCL10 and CCL2 had the highest concentrations in the groups with
obesity and overweight and COVID-19 compared to the eutrophic group with COVID-19 (for
IL-10 p=0.0031 and p=0.0143, respectively, for CXCL10 p=0.0299 and p=0.0318
respectively, and for CCL2 p=0.004 and p=0.0082 respectively). The INF-y was higher in
individuals with FS and obesity (for INF-y p=0.0081 and p=0.0216, respectively). Still in
relation to CXCLI10 its concentration was higher in COVID-19 compared to FS for all BMI
classifications, with p<0.0001.

On chemokine CCL2 was higher in people with COVID-19 and overweight and obesity
compared to individuals with the same nutritional status, but with FS (being p<0.0001 for

overweight and p=0.0007 for obesity).



The INF-y was higher in overweight and obese people with FS compared to the eutrophic
group (p=0.0372 and p<0.0001, respectively). This cytokine was also higher in the group
with COVID-19 compared to the FS group in eutrophic (p=0.0016) and overweight
(p=0.0003) people, this difference was not observed in the obese group.

Regarding IL-1ra, it was higher in the group with obesity and COVID-19 compared to the

eutrophic group with the same infection (p=0.0031), but this also occurred in the group group

with FS (p=0.0049).

Ferritin was higher in overweight individuals and COVID-19 compared to eutrophic
individuals (p=0.0003 when evaluated between eutrophic and overweight and p=0.0007 for
analysis between eutrophic and obese individuals), and among overweight individuals, those
who had SARS-CoV-2 infection were also higher than in the group with FS in the same
nutritional status (p=0.0014). Regarding CRP, it was verified that obese individuals have a
higher concentration of this protein compared to the eutrophic group with COVID-19
(p<0.0001) the value was also significantly different among overweight people compared to
those eutrophic in the covid-19 group (p=0.0014). The graphs of these cytokines can be

visualized in Figure 5.
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Figure 5: Plasma concentrations of IL-2, TNF, IL-6, IL-5, IL-10, INF-gamma, CXCL10, CCL2, IL-1ra
biomarkers according to nutritional status and clinical classification. Asterisks in the figures are represented by:

* =p <0.05; ** =p < 0.01; *** =p < 0.001 **** =p <0.0001. In the graph, the bottom line of each box
represents the minimum value and the top line the maximum value, the lines of the box itself represent the value
of Q1, Q2 and Q3.

Biomarkers in the context of COVID-19 according to severity and nutritional status

When the inflammatory profile considering severity was evaluated, it can be noticed that
overweight individuals had the concentration of chemokine CCL2 was higher compared to
people with eutrophy (p=0.0109 for overweight and p=0.0133 for obese individuals), in the
group with the mild form of the disease, The same was observed in relation to CRP
(p=0.0038 for overweight and p=0.0011 for obese). On ferritin, the overweight group
presented lower concentrations compared to obese individuals (p=0.0028) with no difference
for eutrophic ones. IL-2 was higher in those who have obesity and COVID-19 in mild form

compared to overweight with the mild form of the disease (p=0.0447), the same was verified



with the biomarker GM-CSF (p=0.0025). Eotaxin was lower in eutrophic scans compared to
overweight (p=0.0146) with no difference between obese people. On IL-6, obese people who
require interaction by COVID-19 have a higher concentration than individuals with COVID-
19 in the mild form (p=0.0014). They can be viewed in Figure 6.
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Figure 6: Plasma concentrations of IL-2, IL-6, IL-10, CCL2 and eotaxin biomarkers according to the
severity of COVID-19 and according to nutritional status. In the group with the mild form of COVID-19,
overweight individuals had higher concentrations of CCL2 and CRP than eutrophic people also with the
mild form. Regarding ferritin, this protein was higher in the overweight and light form group than in the
eutrophic group. The obese group had higher concentrations of IL-2, GM-CSF and eotaxin than the
overweight group, both with the mild form of the disease. Furthermore, the concentration of IL-6 was
higher in the group with obesity that required hospitalization compared to those with obesity and the mild
form of the disease. Comparison between groups was carried out using the Kruskal-Wallis test for three

groups followed by the post-hoc Dunn's test in order to identify the sources of significant differences. * P

93



94

< 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. In the graph, the bottom line of each box represents the minimum

value and the top line the maximum value, the lines of the box itself represent the value of Q1, Q2 and

Q3.

Furthermore, the radar graphs (Figure 7) illustrate the overall profile of
cytokines/chemokines of the analyzed groups. It was observed that in the obese group
they have higher producers for most of the biomarkers analyzed in both groups (FS and
COVID- 19). Still, in the FS group, there is a decrease in high IL-10 producers as BMI
rises. This is not observed in groups with COVID-19. Still on people infected with
SARS-CoV-2, in the obese group at least 50% of the individuals were high producers

for all biomarkers analyzed.
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Figure 7: Analysis of the overall profile of cytokines and chemokines

Evaluation of the correlation of biomarkers with BMI

Spearman's test for each cytokine showed that there was a positive correlation in the FS
group between BMI and FGF-basic biomarkers, INF-y, IL-1ra and CXCL10, while in the
group with COVID-19 there was a positive correlation between BMI and INF-y, IL-1ra, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-13, CXCL10, CCL2 and TNF, PCR and ferritin. These charts can be checked



in Figure 8. The other biomarkers analyzed were not correlated with BMI in the included

groups.
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Figure 8 : Correlation between biomarkers and BMI according to clinical classification. There was a positive correlation
between BMI and the biomarkers analyzed in the SG group for FGF-basic, INF-y and the IL-1ra, while in the group with
COVID-19 this correlation occurred for INF-y, IL-1ra, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, CXCL10, CCL2 and TNF, CRP and

ferritin. Comparison between groups was performed using Sperman's correlation, with differences considered * P <0.05,

** P <0.01, *** P <0.001, **** P <0.0001.
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In the analysis of multiple correlations, the graph allows us to observe that groups with
COVID-19 (Figure 9) have a higher correlation between biomarkers than the group with FS
(Figure 10). A slight correlation was also observed in the overweight groups compared to the

covid-19 groups
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Figure 9: Correlation of the 27 markers in the group with OS, according to nutritional status. Plasma biomarkers were
measured using the Luminex platform with the Bio-Plex Pro™ Human Cytokines 27 kit, acute phase proteins were measured
in serum using chemiluminescence. The overweight and GS group showed higher correlations between inflammatory

biomarkers compared to eutrophic and overweight
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Figure 10: Correlation of the 27 markers in the group with COVID-19, according to nutritional status. Plasma biomarkers
were measured using the Luminex platform with the Bio-Plex Pro™ Human Cytokines 27 kit, acute phase proteins were

measured in serum using chemiluminescence. Correlations between biomarkers get stronger as BMI increases.

Discussion

Previous inflammation faced by people with obesity due to immunological dysfunction of
adipose tissue worsens the host defense response to infections (Shirakawa et al., 2021). In
fact, in other previous respiratory infections, overweight had already been pointed out as a
risk factor for a worse prognosis (Maurya et al., 2021; Morgan et al., 2010; Yu et al., 2020;
Moser et al., 2019).

In the HIN1 influenza virus infection, it is observed that overweight individuals have an

impairment in the function of CD8+ T cells, even though the number of cells remains the



same, when compared to eutrophic people, thus, it seems that the role of immune defense via
cytotoxicity is lower in overweight and obese people (Drozdzynska et al., 2022). This is due
to a decrease in CD69 markers (regulates INF-y expression and lymphocyte activation and
proliferation), CD40 (important for B cell activation and immunoglobulin class switching)
CD28 (related to T Ilymphocyte response and cytokine release) in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) (Paich et al., 2013). Furthermore, CD8+ T cells limit the spread
and severity of influenza infection by inducing apoptosis in influenza-infected cells, thus in
overweight and obesity control of the spread of obesity also appears to be impaired. In
addition, in vivo studies have shown that in obesity there is a reduction in Treg cell function
during HINT infection (Milner et al., 2009). Thus, it is possible to infer that in the infection
by SARS-CoV-2, another intracellular flu virus, that there is impairment in the functions of
PBMC:s in overweight and obese people and that this fact is related to greater severity of the

disease.

In the context of COVID-19, since the first months of the disease, several authors have
reported that obesity and comorbidities associated with it are a risk factor (STEFAN et al.,
2021). At the same time that viral load was not related to greater severity (Silva et al., 2021),
as demonstrated in this study, obese individuals require more hospitalization by COVID-19

than eutrophic and obese, although the viral load does not distinguish between them.

On the other hand, the inflammatory response to obese SARS-CoV-2 has important
particularities since the first days of symptom that can help and understand the
physiopathogenesis in COVID-19 according to nutritional status. It is characterized by
elevations of IL-6, IL-2, TNF-a and IL-5 in obese patients compared to overweight and
eutrophic. And increase of IL-10, CXCL10, CCL2 and acute phase proteins in people with
COVID-19 overweight compared to eutrophic ones with the same infection. There is a
correlation between BMI and biomarkers INF-y, IL-1ra, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, CXCL10,
CCL2 and TNF, PCR and ferritin. These results can help to better understand the defense
response of obese individuals, including other studies that show that uncontrolled
inflammation causes the severe form of the disease (Yuki et al. 2020; Larsen et al., 2020;

HEWITT et al., 2021).

Furthermore, the increase in IL-6, TNF and CCL2 that are high during obesity and in the
context of COVID-19 were associated with hospitalization (Ellulu et al., 2017; Zatterale et
al., 2020; Del Valle et al., 2020; Pons et al., 2021). Among the actions of these biomarkers
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that may influence the outcome in question is the style of amplification of inflammation
mediated by TNF-a and IL-6, as well as chemotaxis of macrophages and formation of

atherosclerosis by CCL-2 (BRADLEY et al., 2008; DESHMANE et al., 2009).

In addition, the elevation of IL-2 increases the lymphocyte response by stimulating the
differentiation of TCD4+ and TCDS8+, suggesting that obese people have a higher cell
population (Shi et al., 2020). Despite the elevation of IL-5 observed in obese individuals
suggests greater stimulation to the proliferation and degranulation of eosinophils (AKDIS et

al., 2011).

The increase in CXCL10 observed in all subgroups with COVID-19 compared to their
respective BMI pairs, but with FS, shows the importance of this chemokine in the
RESPONSE of COVID-19. Since this chemokine was also previously associated with
hospitalization, lung damage and amplification of the THI response, and the increase of
chemokine in overweight individuals compared to eutrophic individuals suggest that
increased adiposity is correlated with the TH1 response in COVID-19 (Lor¢ et al., 2021;
Oliviero et al., 2021). However, the increase in IL-10 seems to be an attempt to inhibit this

THI1 response in the first days of symptoms (Islam, 2021).

Thus, we observed in this study that the increase in adiposity causes differences in the
inflammatory response in COVID-19 and may potentiate the worsening of prognosis

regarding the need for hospitalization

It is noteworthy that this study has some limitations: Absence of a control group without flu-
like symptoms, the mean age of the obese group and COVID-19 was higher than in the
groups with eutrophy and overweight also infected by SARS-CoV-2 and the cut-off time for
collection was according to the volunteer's own report. Nevertheless, this is an important
work for the evaluation of several biomarkers according to nutritional status in the context of
COVID-19, being the first of its kind performed in the Brazilian population, and the

collection was carried out in different cities.

Conclusion

People with obesity infected with SARS-CoV-2 have a more expressive inflammatory

process than eutrophic individuals with the same infection, which was associated with a
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higher disease severity of the disease measured by the need for hospitalization in 3 different

cities of Brazil.
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