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RESUMO

O SARS-CoV-2 ¢é um B-coronavirus capaz de causar a COVID-19 e responsavel pela
mais recente grande pandemia de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG). Desde
0s primeiros casos relatados da doenga, notou-se que os idosos eram mais suscetiveis a
quadros mais graves da doenca e ao 6bito, mesmo quando comparados a outros grupos
com comorbidades inflamatérias como doencas cardiovasculares e obesidade. O
envelhecimento é acompanhado de uma inflamag&o cronica, sistémica e de baixo grau
que foi denominada como inflammaging. Esse estado inflamatoério estd relacionado a
varias doengas inflamatorias e degenerativas em idosos frageis. Algumas regides do
Brasil ainda se caracterizam como zona endémica para muitas doencas infecciosas. N0sso
grupo tem mostrado que, nessas areas, a exposi¢cdo elevada e continua a estimulos
infecciosos acelera o envelhecimento dos individuos que ali residem, levando a
consequéncias inexploradas em termos imunoldgicos. Sendo assim, a hipétese deste
estudo é que o inflammaging nos idosos assim como o perfil inflamatério que individuos
ndo idosos apresentam, podem ser um fator determinante no desfecho clinico grave da
COVID-19. Nosso objetivo foi avaliar o perfil clinico, laboratorial e inflamatério de
adultos (18 a 59 anos) e idosos (acima de 60 anos) com COVID-19 em Belo Horizonte,
MG, Governador Valadares, MG (regido endémica para varias doencas infecciosas) e Sdo
Paulo, SP. Para isso, 309 individuos com sintomas iniciados entre 1 a 7 dias foram
recrutados, testados para infeccdo por SARS-CoV-2, por meio da técnica de RT-PCR, e
divididos em diferentes grupos clinicos, sendo: um grupo com sintomas gripais (negativo
para SARS-CoV-2) e grupos com COVID-19 classificados nas formas clinicas leve,
moderado ou grave. Todos os individuos tiveram seu plasma sanguineo analisado por
ensaio Luminex (usando o kit Bio-Plex® Pro Human Cytokine Standard, da BioRad) para
27 citocinas e quimiocinas pro e anti-inflamatorias. Os resultados confirmaram nossa
hipdtese. Nossos dados mostram que mediadores como CXCL8, CXCL10, CCL2, IFN-
vy, IL-12p70 IL-6, IL-10 e IL-1Ra, que se destacam na inflamagéo da COVID-19 e sendo
alguns também presentes no inflammaging, se encontravam aumentados nos individuos
mais graves quando comparados com os individuos com COVID-19 leve ou negativos.
Observamos ainda um perfil ainda mais singular nos idosos. Os resultados mostraram
diferencas significativas no plasma de individuos adultos quando comparados com 0s
idosos e entre diferentes grupos clinicos. Nossa conclusdo é que a inflamacdo na fase
inicial da doenca parece estar associada ao agravamento da COVID-19. No entanto, mais
andlises sao necessarias para completar o painel inflamatério e confirmar esses dados.

Palavras-Chave: COVID-19, SARS-CoV-2, Envelhecimento, Inflammaging.



ABSTRACT

SARS-CoV-2 is a B-coronavirus capable of causing COVID-19 and responsible for the
most recent major pandemic of severe acute respiratory syndrome (SARS). Since the first
reported cases of the disease, it was noted that the elderly was more susceptible to more
severe cases of the disease and death, even when compared to other groups with
inflammatory comorbidities such as cardiovascular disease and obesity. Aging is
accompanied by a chronic, systemic, and low-grade inflammation that is called
inflammaging. This inflammatory state is related to several inflammatory and
degenerative diseases in frail elderly people. Some regions of Brazil are still characterized
as an endemic zone for many infectious diseases. Our group has shown that, in these
areas, high and continuous exposure to infectious stimuli accelerates the aging of
individuals who live there, leading to unexplored consequences in terms of senescence.
Therefore, the hypothesis of this study is that the inflammaging in the elderly, as well as
the inflammatory profile of adult individuals may be a determining factor in the severe
clinical outcome of COVID-19. Our objective was to evaluate the clinical, laboratory and
inflammatory profile of adults (18 to 59 years old) and elderly people (over 60 years old)
with COVID-19 in Belo Horizonte, MG, Governador Valadares, MG (endemic region for
several diseases) and S&o Paulo. Paul, SP. For this, 309 individuals with symptoms
between 1 and 7 days were recruited, tested for SARS-CoV-2 infection using the RT-
PCR technique and divided into different clinical groups: a group with flu symptoms who
were negative for SARS-CoV-2, groups with COVID-19 and classified as mild, moderate
or severe. All subjects had their blood plasma analyzed by Luminex assay (using BioRad's
Bio-Plex® Pro Human Cytokine Standard Kit) for 27 pro- and anti-inflammatory
cytokines and chemokines. The results confirm our hypothesis. Mediators such as
CXCL8, CXCL10, CCL2, IFN-y, IL-12p70 IL-6, IL-10 and IL-1Ra, which are hightened
in the inflammation of COVID-19, and some also present in the inflammaging, were
increased in individuals with severe COVID-19 when compared to individuals with mild
disease or negative controls. A unique profile of inflammation was also found in the
elderly. Significant differences were observed in the plasma of adult individuals when
compared with the elderly and when different clinical groups were compared. Our
conclusion is that the inflammatory profile at the initial stage of COVID-19 appears to be
associated with worsening the disease. However, further analyzes are needed to complete
the inflammatory panel and confirm these data.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, Aging, Inflammaging.
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RBD: Receptor-Binding Domain (Dominio de Ligacdo ao Receptor).

RT-PCR: Real Time-Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia Polimerase em
Tempo Real).

S: Spike.

SASP: Senescense-Associated Secretory Phenotype (Fenotipo Secretorio Associado a
Senescéncia).

SARS: Severe Acute Respiratory Syndrome (Sindrome Respiratéria Aguda Grave).
SCF: Stem Cell Factor (Fator de Célula Tronco).

SG: Sindrome Gripal.

SRA: Sindrome Respiratdria Aguda.

STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription (Tradutores de Sinal e
Ativadores de Transcri¢do).

TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

TGF-B: Transformation Growth Factor B (Fator de Crescimento de Transformagao f3).
Th: T helper (T Auxiliar).

Tth: T Follicular Helper (Auxiliar Folicular).

TNF-a: Tumoral Necrose Factor o (Fator de Necrose Tumoral a).

TR: Trato Respiratorio.
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UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais.
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1 INTRODUCAO

1.1 Pandemias Respiratorias

O contexto de pandemias respiratérios, apesar do surgimento da Ultima pandemia de
forma inesperada em 2020, ndo € uma novidade quando olhamos para a historia. No
altimo século, 0 mundo testemunhou 4 pandemias cujos sintomas foram decorrentes de

uma Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS).

Em 1918, o virus da influenza A (chamado na época de “Swine” e hoje de HIN1), foi
responsavel pela morte de cerca de 3% da popula¢do mundial (JOHNSON & MUELLER,
2002). A pandemia ficou conhecida por “gripe espanhola”, pelo fato da Espanha, que ndo
participava das batalhas da 1° guerra mundial, ser a primeira a divulgar em sua imprensa
a nova doenca. Naquela época, foi noticiado que os maiores indices de mortalidade em
1918 foram em individuos de 20 a 39 anos. As gestantes e 0s jovens que estabeleciam o
primeiro contato com a doenca dominavam o ndmero total de vitimas. Na cidade da
Philadelphia, Pensilvania-USA, foram registrados 140 mortos a cada 1.000 habitantes,
exemplificando a intensidade das infeccdes causadas por esse virus (JORDAN, 1927;
STARR, 2006). Com o aparecimento de novos casos a cada dia, 0s governos se depararam
com um problema paralelo a doenca: o colapso do sistema de saude, que apresentava
numero limitado de profissionais, opc¢des e locais para tratamento. Assim, muitas mortes
ocorreram por complicacdes bacterianas e manejo inadequado de pacientes, e ndo apenas
pela evolugdo das infecgcdes por HIN1 (MORENS & FAUCI, 2007). Algumas das
fotografias que marcaram o periodo da gripe espanhola estao disponiveis no Anexo 1.

Em 1957, quase 40 anos apds a pandemia causada pelo virus HIN1, uma nova cepa
do virus da influenza A surge na China com mutacdes em diferentes segmentos genéticos
e partindo da incubacdo e circulacdo do virus em aves. A nova gripe causada pelo virus
H2N2 ficou conhecida como “Asian Influenza”. (SCHOLTISSEK et al, 1978;
KAWAOKA et al, 1989). A infeccdo por esse virus resultava em uma alta taxa de
mortalidade em criancas abaixo de 5 anos e idosos acima de 60 anos, diferentemente da
infeccdo pelo virus da HIN1 (CHIN et al, 1960).

Em julho de 1968, foi registrado um novo surto causado por uma mutagdo do virus
H2N2 em Hong Kong, na China, sendo esse novo virus classificado como H3N2
(COCKBURN et al, 1969). Chegou-se a concluséo que, como esse virus nao teria mais
como infectar aves ou humanos, a mutagéo teria ocorrido em porcos e estes seriam 0s

responsaveis pela incubacéo e circulacdo da nova cepa viral. A infeccdo pelo virus H3N2
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apresentou parametros semelhantes a “Asian Influenza” de 1957 (SCHOLTISSEK,
1990). Mais tarde, a pandemia causada pelo virus H3N2 ficou conhecida como “gripe

suina”.

Em 1997, foi criado o nome de “gripe aviaria” para a infec¢do causada pelo virus
H5N1 resultante de uma nova mutacdo do virus influenza A. O novo virus comegou a ser
transmitido novamente de aves para humanos em Hong Kong, na China, tendo sido
registrados, na época, 18 casos com 6 mortes (SUBBARAO et al, 1998; BRIDGES et al,
2002). Em 2003, novos casos de infeccdo pelo virus HSN1 foram detectados no sudeste
da Asia, mas, felizmente, a infecgdo néo se espalhou (PEIRIS et al, 2004; LI et al, 2004),

definindo-se apenas como uma epidemia.

Em 2005, a World Health Organization (WHO) determinou regulamentos
internacionais de salde frente a doencas consideradas emergentes, incluindo a influenza
A entre estas. A iniciativa teve a intencdo de reduzir os riscos de transmissdo e contagio
de tais doencas (OMS, 2005; ANVISA, 2005).

Em 2009, de forma inesperada, foram registrados novos casos de uma provavel gripe
suina no México proveniente de uma nova muta¢do do virus HIN1. (DOMINGUEZ-
CHERIT et al, 2009). Em funcéo principalmente das viagens aéreas, o virus se espalhou
pela América do Norte e por diferentes partes do mundo, registrando a quarta pandemia
em 91 anos (DOMINGUEZ-CHERIT et al, 2009). Assim como na HIN1 “swine”, as
mulheres gravidas estavam mais susceptiveis ao virus, junto a individuos com obesidade
grau Il que ndo eram comuns no inicio do século XX. A obesidade apresenta um
crescimento exponencial no século XXI a medida que a tecnologia, a globalizacdo e a
urbanizacdo evoluem (VAN KERKHOVE et al, 2011; MORENS et al, 2009).

As coronaviroses, por sua vez, ja foram responsaveis por epidemias com sintomas
gripais graves causadas pelos virus SARS-CoV-1 e MERS-CoV; esse Ultimo
predominante em camelos dromedarios (REUSKEN et al, 2013). Esses dois virus se
originaram do morcego, entretanto, a transmissdo e infeccdo para animais reservatorios
foi a responsavel por aumentar a sua amplitude de disseminacdo. O SARS-CoV-1
(FOUCHIER et al, 2003; ROTA et al, 2003), que ficou conhecido pela epidemia asiatica
da SARS, foi responsavel por uma forte gripe que afetou, principalmente, as cidades de
Guangzhou, na provincia de Guangdong e Shenzhen na regido oeste da China. No
entanto, outros casos também foram registrados por todo o pais (HE et al, 2004). Naquela

ocasido, os animais identificados como principais reservatorios da doenca foram os
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macacos, mais especificamente a espécie Macaca fasciculares (FOUCHIER et al, 2003).
Uma segunda onda da SARS afetou significativamente a cidade de Hong Kong, em
funcdo do grande numero de transferéncias de pacientes infectados para as grandes
cidades e, obviamente, da facilidade de transmissdo do virus (HE et al, 2004; ROTA et
al, 2003).

Em 2019, tem inicio a quinta pandemia respiratéria em pouco mais de 100 anos

(Figura 1). Causada pelo SARS-CoV-2, contaremos sua historia em detalhes adiante.

2019 ~
COVID-19 (SARS-CoV-2)
Coronavirus

N

1918 - Spanish Flu (HIN1) At least 772,296 deaths

Influenza A virus as of August 18, 2020
W,

—-—

1957 - Asian Flu (H2N2) g
Influenza A virus ———

—

2009 - Pandemic Flu (HIN1)
Influenza A virus

1968 - Hong Kong Flu (H3N2)
Influenza A virus

1910 1930 1950 1970 1990 2010 2020 Year
1 1 1 1 1 1 1 >
. T T T T T »
Approximately 50 million deaths § Approximately 1 million deaths
(2.68% of world population) (0.03% of world population)
/
Approximately 1.5 million deaths Approximately 300,000 deaths
(0.05% of world population) (0.004% of world population)

Figura 1: Cronologia das Pandemias Respiratdrias Até o Ano de 2019 com a Chegada do SARS-CoV-
2. Cada pandemia sendo representada por uma seta com cor especifica. E possivel observar também o
ntmero aproximado de vitimas para cada pandemia e a proporcao destas em relagao a populagdo mundial.
LIU et al, 2020

1.2 Histéria da COVID-19

O grande avango tecnologico do ultimo século permitiu a humanidade uma maior
integracdo social, econdmica e cultural de varias regiées do mundo, tornando-o cada vez
mais globalizado. Um aspecto positivo da globalizacdo é a oportunidade de registrar,

quase que simultaneamente, todos os acontecimentos e descobertas de forma detalhada.
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Sendo assim, foi possivel tracar uma linha do tempo completa dos eventos relacionados

a pandemia do novo coronavirus.

Em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na China, foram observados casos
consecutivos de pneumonia. Entretanto, como havia um aumento consideravel do nimero
de casos em um curto periodo de tempo, notou-se que se tratava de uma doenca
infectocontagiosa e que ja havia infectado 2.761 pessoas levando 80 delas a morte (LAM,
et al, 2020). Em geral, os individuos idosos eram mais susceptiveis a evolucdo para a
forma mais grave da doenga (WU et al, 2020; GRASSELI et al, 2020). Os pacientes
apresentavam, comumente, os seguintes sintomas: febre, “mal-estar”, tosse seca (sem
secre¢do), cefaleia e dispneia, sendo que este Ultimo era sempre observado em
diagnosticos de pneumonia viral (WU e ZHANG et al, 2020; LIU et al, 2020; LAM, et
al, 2020). Foi realizado o sequenciamento do genoma dos individuos infectados, o que

resultou na descoberta de uma nova cepa de coronavirus capaz de infectar humanos.

No dia 12 de janeiro de 2020, a WHO nomeou provisoriamente 0 novo virus como
2019-nCoV e, no dia 12 de fevereiro, o International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV), baseando-se em estudos da filogenia, taxonomia e morfologia, nomeou
oficialmente 0 2019-nCoV como SARS-CoV-2 que causa a Coronavirus disease 2019
(COVID-19) (LIU e KUO et al, 2020). Em 26 de janeiro de 2020, o virus ja havia
infectado 33 pessoas fora da China em 10 outros paises (JOHNSON, 2020; ZHOU, et al,
2020; WU e ZHANG et al, 2020). Em 25 de fevereiro de 2020, o Brasil relatou seu
primeiro caso positivo de COVID-19, uma pessoa que chegou através de um voo direto

da Italia.

Um estudo de FOSTER, et al, 2020, comparou o genoma viral de diferentes
individuos infectados pelo mundo, mostrando uma rede filogenética de disseminacao da
COVID-19 pelos paises (Figura 2). No Brasil, constatou-se que se tratava da mutagdo
G26144T, caracterizada por uma troca de aminoacidos, especificamente, Glicina por
Valina na proteina Spike, que sera discutida adiante (FOSTER, et al, 2020; MANUTO,
et al 2022).
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Figura 2: Rede Filogenética de Distribuicdo da COVID-19 Pelos Paises em 2020. FOSTER, et al, 2020
examinaram o genoma de 160 individuos infectados pelo mundo e o genoma viral de uma espécie de
morcego (Rhinolophus affinis) também infectado. O tamanho dos circulos de area sdo proporcionais ao
namero de infectados e cada entalhe representa a mutacdo de posicdo de nucleotideos (FOSTER, et al,
2020).

1.3 A Origem e Inicio da Transmissdo Horizontal do SARS-CoV-2

O inicio de novos casos da COVID-19 em outras provincias chinesas proximas a
cidade de Wuhan gerou especulagdes sobre uma origem zoonética da doenca (LAM,
et al, 2020). Sendo assim, logo suspeitou-se dos morcegos, que ja possuiam um
histérico de mutagdes que geraram novas cepas de influenza e coronavirus sugerindo
que eles seriam 0s responsaveis também pelo SARS-CoV-2. Essa hipétese foi
confirmada por um estudo publicado por ZHOU, et al, 2020, que mostrou uma
semelhanca do virus SARS-CoV-2 com um virus identificado em morcegos
(Rhinolophus affinis), que haviam sido capturados em 2013, na cidade de Yunnan, na
China. (ZHOU, et al, 2020). A forte relagdo filogenética do RaTG13 (uma linhagem
de coronavirus capaz de infectar morcegos) com o SARS-CoV-2 indica que a doenca
teve origem nesses animais (ZHOU, et al, 2020). Os morcegos sdo hospedeiros
naturais de varios coronavirus incluindo: HCoV-229E, SARS-CoV, HCoV-NL63 e



Pagina |28

MERS-CoV (LIU e KUO, 2020). O contato direto do morcego com outros animais
selvagens, tais como roedores, pangolins e camelos, sugere que esses animais podem

ter sido hospedeiros intermediarios do virus.

O grande perigo com 0s animais reservatérios esta relacionado, principalmente,
ao fato desses animais terem mais contato com os seres humanos. Os pangolins, por
exemplo, sdo animais silvestres que, culturalmente, sdo amplamente utilizados na
culinéria e medicina chinesa. Um estudo publicado por XIAO et al, 2020, mostrou o
isolamento do SARS-CoV-2 em tecidos de pangolins, identificando que esses animais
portavam uma linhagem (nomeada como Pangolin-CoV) capaz de infecta-los e
transmitir para os humanos (XIAO et al, 2020). Outro estudo de LAM & SHUM et
al, 2020 também relatou a presenca do virus em pangolins do sudeste da China,
realizando ndo apenas a identificacdo como também a caracterizacdo do virus nesses
animais. Esse virus encontrado em pangolins seria a posteriori comparado com as
linhagens virais que infectam morcegos (RaTG13) e humanos (SARS-CoV-2)
mostrando que o virus presente nos pangolins é altamente similar ao virus que infecta
humanos, tendo 91,02% de semelhanga com 0 SARS-CoV-2 e 90,55% de semelhanca
com 0 RaTG13 (ZHOU et al, 2020; ZHANG et al, 2020; LAM & SHUM et al, 2020).
Um estudo feito por LAM & SHUM et al, 2020 também utilizou tecidos diferentes
de pangolins capturados no final de 2017 e inicio de 2018 para caracterizar o0 viroma
desses animais. Apos identificar o novo coronavirus, foi feita uma comparagéo com
a linhagem encontrada em tecidos analisados com SARS-CoV-2 e a similaridade foi
de 99,89% (LAM et al, 2020).

Assim, a origem mais provavel do virus é o morcego sendo que estes teriam
transmitido e infectado outros animais silvestres, como os pangolins, por exemplo,
tornando-os hospedeiros intermediarios do novo coronavirus e aumentando a
amplitude de disseminacdo viral. Esses animais infectados, agora hospedeiros
intermediarios, tém maior contato com o0s humanos, o que facilita a transmissdo do

virus que rapidamente se espalhou por todo o mundo (Figura 3).
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Figura 3: Origem do Virus SARS-CoV-2 e Sua Transmissdo Para Humanos. Morcegos infectados com
0 SARS-CoV-2 transmitiram o virus para outros animais, que aumentaram o raio de disseminagéo viral
para 0s humanos, que posteriormente, espalharam o virus por todo 0 mundo dando inicio a pandemia da
COVID-19.

1.4 O Processo de Envelhecimento Fisioldgico e a COVID-19

Desde o inicio dos casos da COVID-19, ja era observado na China, uma maior
susceptibilidade dos idosos as formas clinicas mais graves da doenca. Um estudo
realizado com individuos infectados na China mostrou uma maior fatalidade da doenca
conforme a idade aumentava, sendo este percentual de 0,4% em individuos com 40 a 49
anos de idade, 1,3% em 50 a 59, 3,6% em 60 a 69, 8,0% em 70 a 79 e alcancando 14,8%
em idosos com mais 80 anos (WU et al, 2020). O mesmo dado foi confirmado de maneira
expressiva na Italia, sendo o percentual da letalidade da doenca de 12% entre os
individuos de 70 a 79 anos e 20% em idosos com mais de 80 anos (GRASSELI et al,
2020).

A senescéncia celular passou a ser mais estudada com uma descoberta feita por
Elizabeth Blackcurn e seu grupo de pesquisa, que observaram um encurtamento dos
telomeros a medida que as células se replicavam. No ano de 1961, Hayflick e Moorhead
observaram, em células de cultura, que a partir da quinquagésima replicacédo as células
exibiam sinais de desgaste e sofriam morte celular por apoptose. Eles mostraram que cada
célula tem um limite depois do qual a célula entra em senescéncia replicativa, ou seja,
ndo prolifera mais (HAYFLICK, 1965). Este fendmeno, foi chamado de limite de
Hayflick e, ¢ o resultado do encurtamento dos telémeros que desempenham papel

importante na replicacdo celular (RAO et al, 2010). Os telémeros encurtados ndo sao
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somente um marcador da senescéncia replicativa, mas eles podem ser reconhecidos como
dano ao DNA e ativar vias de sinalizagcdo que regulam negativamente o ciclo celular
(como p53 e gene do retinoblastoma). A senescéncia é caracterizada como um processo
natural de alteragdes fisioldgicas, acompanhada de diversos outros fatores resultantes das
exposi¢oes a estressores e dos cuidados com organismo durante a vida. O envelhecimento
possui uma acao sistémica e cronica, e com o sistema imune ndo é diferente. Em 1969,
Walford descreveu a imunossenescéncia caracterizando-a como as perdas exponenciais
de funcdo das células imunes relacionadas a idade e que resultam em desregulagdo e
aumento na susceptibilidade para determinadas doencas, tais como neoplasias
(MANTOVANI et al, 2008; CROCE et al, 2020), doencas autoimunes (PONS-ESTEL et
al, 2010; HUNTER et al 2017; MADARIAGA et al, 2014), alergias (MILGROM &
HUANG, 2014; DE MARTINS et al, 2016; DE MARTINS et al, 2019), dentre outras.
Este aumento na susceptibilidade para tais doengas sempre esta associado também a um
processo inflamatorio crénico de baixo grau, sistémico e subclinico, nomeado por
Claudio Franceschi de inflammaging (FRANCESCHI et al, 2000). O processo de
envelhecimento em conjunto com as alteragdes que o caracterizam pode ser mais
controlado se alguns destes fatores, sobretudo o inflammaging, forem bem regulados, o

que leva a uma condicdo mais estavel do organismo (Santoro et al, 2020).

Na década de 70, alguns trabalhos comecaram a surgir conectando aspectos
evolutivos com o envelhecimento e a longevidade. Varios fatores enddgenos e exdgenos
contribuem para a senescéncia celular e o envelhecimento: danos ao DNA que levam a
instabilidade genémica, acimulo de agentes oxidantes oriundos da respiracdo celular e
de estressores, danos resultantes da exposicdo a agentes fisicos como a radiagdo UV,
agentes quimicos, produtos quimicos e gases nocivos e a agentes biolégicos como as
infeccOes virais e, sobretudo, a diminuicdo da eficacia do sistema imune. Todos estes
fatores ja foram descritos como responsaveis por induzir a senescéncia celular e conduzir
0 organismo a um desequilibrio fisioldgico sistémico que coopera para a aceleragdo do
processo de senescéncia. (KIRKWOOD, 1977; KIRKWOOD & HOLLIDAY, 1979;
KIRKWOOD & FRANCESCHI, 1992; FRANCESCHI, 1989; FRANCESCHI et al,
20009).

Em 1989, Claudio Franceschi propds a teoria da “rede do envelhecimento” que
constitui uma série de modificacbes em funcdes fisioldgicas capazes de controlar a
expressdo génica. Desta forma, a proliferagdo e a morte celular sdo dois fen6menos

fisiologicamente ativos que estdo conectados e sdo bem regulados e que, com 0 passar
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dos anos, apresentam-se desequilibrados tendo, como resultado, o aumento do processo
de senescéncia (FRANCESCHI, 1989). Este estudo foi muito importante para a

compreensédo do envelhecimento como um fenémeno sistémico.

Em 1995, Claudio Franceschi e colaboradores propuseram o conceito do
“remodelamento” do envelhecimento. O estudo que fundamentou esse conceito consistia
em avaliar a interferéncia dos fenbmenos patolégicos na imunossenescéncia, sendo
necessario, o estudo de uma populacdo mais adequada. Desta forma, foram escolhidos
individuos com idade acima de 95 anos (centenarios) com perfil saudavel e com perfil
imunossenescente, seguindo o protocolo de Ligthart et al 1984, que examina parametros
clinicos e laboratoriais para avaliacdo da condicdo de saude. A conclusdo foi que a
imunossenescéncia ¢ um processo delicado de perdas e ganhos, em que o0 organismo
precisa estar em constante adaptacdo as mudancas e deteriora¢des que acontecem no seu
ambiente interno ao longo do tempo. Os centenarios saudaveis, por sua vez, possuem uma
maior capacidade de se adaptar a todos estes agentes nocivos e estressores imunologicos,
permitindo um melhor equilibrio do processo de envelhecimento. Este remodelamento se
expressa pela presenca de mecanismos compensatorios resilientes que mantém a
homeostase do corpo na presenca das modificacBes deletérias que acompanham o
envelhecimento. Alguns exemplos de remodelamento imunoldgico sdo a manutencao da
frequéncia de células T CD4*Foxp3* naturais em paralelo ao declinio das células T
CD4'Foxp3* induzidas, as frequéncias também preservadas de células NK CD57low com
capacidade citotoxica que podem exercer fungdes semelhantes aquelas exercidas pelos
linfocitos T CD8* citotoxicos que sofrem um declinio em nimero e fungdo com o
envelhecimento (FRANCESCHI et al, 1995, FRANCESCHI et al, 1995"
FRANCESCHI & COSSARIZZA, 1995; FRANCESCHI, 2000%, LIGTHART et al,
1984).

Sendo assim, sdo varios os fatores que colaboram para potencializar o processo de
envelhecimento. No Brasil, existem ainda muitas areas endémicas para diferentes
doencgas. Desta forma, é importante destacar dois fatores importantes e interligados na
imunossenescéncia: a imunobiografia e a senilidade. A imunobiografia é caracterizada
como a identidade imunoldgica produzida a partir de contatos com antigenos de uma
determinada regido geografica (BATISTA et al, 2020; FULOP et al, 2018;
FRANCESCHI et al, 2017). A senilidade, por sua vez, se refere ao acimulo de dados em

detrimento de modificacdes nas ceélulas, tecidos e 6rgdo do corpo e que crescem
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exponencialmente com a idade e tendem a ser maiores em regifes mais endémicas
(FULOP et al, 2018; AIELLO et al, 2019; LENG & MARGOLICK, 2020; BELKINA el
al, 2018; WERTHEIMER et al, 2015), sendo possivel afirmar que quanto maior o nimero
de infecgdes que os individuos tiveram ao longo da vida, maior serd o acimulo de danos

e, consequentemente, mais acentuado seréd o inflammaging e a senescéncia.

1.5 Epidemiologia do COVID-19 no Brasil e no Mundo

Até o presente momento, foram registrados um total de cerca de 672 milhGes de casos

de COVID-19 em todo o mundo, com um total de 6,85 milhdes de mortes.

Segundo dados do Ministério da Saude, o Brasil registrou cerca de 36,8 milhdes de
casos confirmados de COVID-19 até dia 31/01/2023, sendo que cerca de 697 mil
individuos evoluiram para ébito. O estado de Séo Paulo (SP), lidera os estados brasileiros
nas estatisticas de COVID-19, sendo cerca de 6,43 milhdes de casos confirmados e 179
mil mortes, Minas Gerais (MG), por sua vez, vem logo em seguida com 4,16 milhdes de
casos confirmados e 65.005 mortes. O Brasil representa cerca de 5,47% do numero global
de casos confirmados de COVID-19 e, impressionantes, 10,17% do nimero de mortes
por COVID-19 em todo o mundo (BRASIL, 2023).

A prefeitura de Belo Horizonte/MG, registrou 2.314.619 casos confirmados e
notificados de COVID-19, com 8.406 mortes, até dia 08/02/2023. Em Governador
Valadares/MG, ha 320 km da capital Belo Horizonte/MG, registrou-se 52.546 casos
confirmados e notificados, sendo 1.508 0bitos, ate dia 24/11/2022. Em S&o Paulo/SP, a
prefeitura registrou 2.439.798 casos confirmados e notificados da doenca, sendo 44.614
obitos, até dia 07/02/2023 (BRASIL, 2022; BRASIL, 2023).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiopatologia e Infeccdo do SARS-CoV-2

O surgimento do SARS-CoV-2 trouxe muitos questionamentos sobre a sua infeccao
e replicacdo. Em geral, o virus permanece incubado, entre 3 e 5 dias, em média,
apresentando uma forma sintomética da doenga na maioria dos casos, entretanto alguns
individuos apresentam uma forma assintomatica do virus, o que contribui para a sua

disseminacédo, tendo em vista que estes individuos ndo sabem que estdo infectados
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(GUAN et al, 2020; PUNG et al, 2020; LAUER et al 2020). Alguns estudos demonstram
um pico da doenca cerca de 10 dias apds o inicio dos sintomas, sendo este fendmeno
observado também em individuos que sdo hospitalizados e apresentam um quadro mais
grave da doenca (PAN et al, 2020; KIM et al, 2020).

Uma grande diversidade de estudos foi publicada para estabelecer a classificacdo das
formas da doenca em leve, moderada, grave ou critica. Os pacientes com as formas leves
sdo aqueles que se recuperam sem suporte hospitalar, moderados e graves sdo aqueles
que se recuperam com suporte hospitalar, sendo que, a submisséo a tratamentos invasivos
e 0 volume da suplementacdo de oxigénio sdo fatores que diferem os pacientes entre
moderados e graves e, por fim, os criticos, que sdo 0s pacientes que evoluem para outras
disfuncdes sistémicas e ao ébito como desfecho (WHO, 2020; YUKE et al, 2020). A

tabela 1, presente na parte de metodologia, retrata a classificacéo realizada pela WHO.

O receptor usado pelo SARS-CoV-2 para interagir com a célula do seu hospedeiro é
0 angiotensin-converting enzyme-2 receptor (ACE2r) (ZHOU, et al, 2020). A
angiotensin-converting enzyme-2 (ACE2) participa do renin-angiotensin system (RAS),
que tem como principal funcdo atuar na manutencdo da homeostase celular, sendo que a
ACE2, € induzida por muitas células em todo o organismo, assim como seu receptor (XU
et al, 2020; JIA et al, 2005). No trato respiratério (TR), por sua vez, o ACE2r € muito
expresso pelas células epiteliais das vias aéreas e alveolares, mas também esta presente

nas células cardiacas, renais, intestinais e nervosas (XU et al, 2020; JIA et al, 2005).

A proteina Spike (S), é uma proteina presente na capsula do SARS-CoV-2 e que
possui dois dominios: S1 e S2. O dominio S1, é responsavel por estabilizar a ligacao
virus-hospedeiro, se ligando a ACE2r nas células epiteliais do TR, além disso, a S1
participard da inducdo da protease TMPRSS2 na membrana do hospedeiro, que faré a
clivagem do dominio S1, permitindo entdo o contato direto do dominio S2 com a
membrana do hospedeiro. Desta forma, S2 sera ativado e atuara facilitando a fusdo da
capsula viral com a membrana do hospedeiro, fazendo com que os componentes presentes
no citoplasma viral sejam langcados para dentro da célula do hospedeiro (WANG et al,
2020; LIU et al, 2020).

No dominio S1 da proteina S esta presente o receptor-binding domain (RBD) que, no
SARS-CoV-2, é composto por um conjunto de 510 residuos de aminoacidos (ZHOU et
al, 2020; LIU et al, 2020; BADCOCK et al, 2004). O RBD é, especificamente, quem se
liga ao ACE2r e expde a TMPRSS2 que vai clivar a S1 na membrana do hospedeiro
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(SIMMONS et al, 2005; HOFFMANN et al, 2020). Vérios estudos vém destacando
mutacBes no RBD que aumentam sua afinidade pelo ACEZ2r, levando a origem de novas
cepas virais em varias localidades do mundo, a exemplo da cepa P1 no Brasil e a Omicron
na Africa do Sul (CHOI et al, 2021; COSAR et al, 2021). A figura 4, a seguir, ilustra a
estrutura da proteina S e a ligacdo do RBD ao ACEZ2r.

A B
SPIKE
PROTEIN
Dominio
S1
Dominio ~
S2

Figura 4: Estrutura da Spike, RBD e ACE2. (A): Estrutura tridimensional da proteina Spike(S) do
SARS-CoV-2. A proteina Spike (S) conta com seus dominios S1 e S2. (B): o dominio de ligagdo (receptor
binding domain - RBD - em amarelo) da proteina Spike liga-se ao receptor ACE2r (em azul). TAY et al,
2020 e STERNBERG & NAUJOKET, 2020.

Uma vez que o virus ja infectou a célula com o seu material genético, 0s
ribossomos fardo a sintese das proteinas, que serdo reconhecidas por polimerases virais,
e, apos a replicacdo do RNA, as proteinas do SARS-CoV-2 (membrana, S, envelope e
nucleocapsideo) serdo traduzidas e combinadas, formando novas cepas. As novas cepas
virais serdo exocitadas pelo complexo de golgi e ja estardo aptas para infectar novas
células (ALTUKURKI et al, 2020). A infec¢do do SARS-CoV-2 esta descrita na figura

5, a sequir.
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Figura 5: Replicacdo do SARS-CoV-2 na Célula do Hospedeiro. O processo de infec¢do pelo SARS-
CoV-2 inicia-se pelo contato entre a proteina Spike e o receptor ACE2. Logo apo6s a invasdo a célula, as
proteinas serdo digeridas pelos lisossomos e 0s ribossomos vao auxiliar na sintese e liberagcdo do RNA viral.
Em seguida, a proteina polimerase do SARS-CoV-2 iniciara a replicagdo que vai gerar as proteinas virais
e passara pelo processo de sintese proteica até que um novo virus seja liberado pelo complexo de golgi.
ALTURKI et al, 2020

O inicio da resposta inflamatdria na COVID-19 se inicia pela agdo das células imunes
inatas, com destaque para os neutrofilos e mondcitos. Estes serdo importantes na secrecao
de mediadores e proteinas que acentuam o processo inflamatério, como as citocinas e
quimiocinas, por exemplo, sendo as principais responsaveis pelo processo inflamatorio
nos primeiros dias da infeccdo (PUNG et al, 2020; MEDZHITOV & JANEWAY, 2000;
MUZIO et al, 1998). E sabido que existem diferentes tipos de inflamac&o, cada uma com
caracteristicas de resposta celulares e mediadores inflamatérios especificos de acordo
com o antigeno, sendo possivel estabelecer diferencas na intensidade da inflamacéo pela
predomindancia das células imunes e das citocinas, quimiocinas e outros mediadores que

estdo presentes no ambiente inflamatorio (L1 CASTRO et al, 2005).

A infeccdo das células pelo SARS-CoV-2 induz uma forte resposta inflamatoria que,

para fins meramente didaticos, podemos classificar em dois estagios. O primeiro estagio,
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se refere a uma inflamacéao aguda que ocorre entre 1 a 7 dias, a partir do dia de inicio dos
sintomas (DIS) (GUAN et al, 2020; PUNG et al, 2020). Esta resposta inflamatoria ¢é
caracterizada por uma forte secrecdao de mediadores pro-inflamatérios, como proteina C-
reativa (PCR), interferon- y (IFN-y), quimiotaticos para células inatas, além de outras
moléculas, que recrutardo neutrofilos e monocitos para o sitio da inflamagdo. Os
monaocitos serdo grandes protagonistas, se diferenciando em macrofagos nos tecidos,
fazendo a fagocitose e a inducdo e producdo de mais sinalizadores e mediadores pro-
inflamatorios. O segundo estagio da inflamagdo se refere a uma resposta imune mais
especifica aos antigenos da COVID-19, e ocorre a partir do sétimo dia de sintomas
(MURPHY, 2014). Nesta fase, ha o aparecimento de linfocitos que, por isso, sdo
responsaveis por direcionar uma resposta imune especifica e diferenciada com a
participacdo de linfocitos T CD4* e T CD8" efetores. Os linfocitos T CD8" comegam a
secretar mediadores citotoxicos como granzimas e perforinas, que induzirdo apoptose de
células infectadas, enquanto, os linfocitos TCD4" efetores orquestrardo a inflamagéo,
secretando mediadores favoraveis ao estado inflamatorio intensificando a resposta
inflamatoria local (HU et al, 2020; PENG et al, 2020). Nesse segundo estagio, outras
células também migram para o sitio da inflamag&o: as células natural killer (NK) que
induzem a morte de células infectadas, os linfocitos B que secretam anticorpos e
mediadores inflamatérios (MATYUSHENKO et al, 2020) e os linfocitos T reguladores
(TREG) que secretam mediadores anti-inflamatdrios como IL-10, TGF-p e IL-25 capazes
de controlar a resposta inflamatoria, estimulando o reparo tecidual e a manutengdo da
homeostase. Entretanto, esta ¢ uma realidade ideal para a resposta inflamatériaa COVID-
19, onde o individuo infectado atravessa uma fase aguda da inflamacéo, ha resolucéo do
processo e 0s danos teciduais sdo reparados com a eliminacdo total do virus infectante.
Contudo, o que é observado em individuos que evoluem clinicamente para estagios mais
graves da doenga é a presenca de uma inflamacdo descontrolada, com um desiquilibrio
tanto nos mediadores responsaveis pela inflamagdo, quanto nos responsaveis pela
regulacao de todo o processo inflamatério (TAY et al, 2020; MEDZHITOV, 2008). A
figura 6 demonstra detalhadamente a infeccdo (figura 6A) e o desfecho da resposta
inflamatoria (figura 6B), incluindo a participacdo das proteinas do SARS-CoV-2

discutidas anteriormente.



Pagina |37

ACE2 s ATP

Airway ASC oligomer Host DNA
fi = R | Virus
Viral RNA i1 l'e"eaw
Wx, @y G
X PN .

Epithelial
cell

!MPRSSZ

VI'lﬁ 5 %
replic a(.on/ l Virus ‘0'
»

maturation

PO 1 i’v’&‘,ﬁ
-
anfiiatnas.. . comifance

ok

[Lrakage cauved by vamcutar permeatié
ruu -
o olcell © , ° .M ........

°
’o. ¢

. D o
oo o e,

3 0% % o

N e

®
o»,, =
o Y S

> 5. & \
B Q0. E=@e
£ . .°:'ﬂ° e. imsmune response | \lu'/

Y

tnhu-d cnlls m-dh cleared
s i tivabedd by reutrailsing antibodiey
Ml Iriflarwmation anit kaw; damage

Figure 6: Infeccdo Viral e Resposta Imune Durante a COVID-19. (A): A infeccdo viral pelo SARS-
CoV-2 inicialmente induz a secrecdo de IFN do tipo 1 (a e b) pelas células epiteliais do pulm&o que
estimulam a migracdo de células imunes inatas como neutrdfilos e ativam macréfagos residentes
desencadeando um processo inflamatério com a secregdo de moléculas como IFN-y, CCL2 (MCP1), CCL3
(MIP1a), CCL4 (MIP1B), IL-6 e CXCL-10 por essas células. (B): A COVID-19 pode evoluir para
diferentes tipos de desfecho: a esquerda, a doenga induz uma inflamag&o exacerbada e descontrolada e, a
direita, uma inflamac&o equilibrada que é conduzida a uma resolugéo com eliminago viral, reparo tecidual

e manutencdo da homeostase. TAY et al, 2020.

Um fendmeno que voltou a ser muito discutido durante a pandemia do SARS-CoV-
2, foi a Cytokine Storm (CS) (Tempestade de Citocinas), descrito por muitos autores como
uma grande quantidade de mediadores inflamatdrios e anti-inflamatdrios secretados pelos
individuos infectados com 0 SARS-CoV-2 (LUCAS et al, 2020). No estagio inicial da
doenca, sintomas comuns da inflamacdo aguda, como a febre e a cefaleia, surgem em
funcdo da secrecdo exagerada de IL-1B, TNF-o e IL-6. Alem destes, varios outros
mediadores vém sendo descritos na resposta inflamatoéria da COVID-19, tais como IFN-
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v, IL-10, IL-15, IL-2, IL-5, CCL2, CCL3, CCL4 e CXCL10 (TAY et al, 2020; LUCAS
et al, 2020). Apesar do CS ndo ser um fenémeno exclusivo da COVID-19, este se
apresenta de maneira muito acentuada na doenca sendo muito relevante saber quais destes
marcadores se destacam nesta doenga em relagdo a outras infecgbes virais, como

influenza, por exemplo.

Durante a pandemia da COVID-19, muitos estudos clinicos demonstraram individuos
infectados que evoluiram para um quadro mais grave da doenca, sendo que certos grupos
estavam mais vulnerdveis, a exemplo de individuos que apresentavam alguma
comorbidade, como doencas respiratorias (SKEVAKI et al, 2020; HALPIN et al, 2020),
cardiacas (LIM et al, 2020), renais e/ou autoimunes (SINGH et al, 2020). Entretanto, o0s
idosos, como ja mencionado, se destacaram dentre estes grupos de risco para COVID-19,

tendo sua vulnerabilidade a doenca descrita desde o inicio dos casos na China.

Uma limitacdo bastante observada em artigos publicados sobre COVID-19 ¢é a
auséncia de um namero amostral mais significativo. Ademais, sdo poucos os trabalhos
confidveis realizados com individuos infectados com a forma leve da COVID-19, o que

dificulta o entendimento desta forma clinica da doenga.

2.2 A Imunossenescéncia e o Inflammaging

A transicdo demografica observada no altimo século foi marcada pelo crescimento
significativo da populacdo mundial — de 2,9 bilhdes para 7,8 bilhdes nos dltimos 70 anos,
e pelo aumento expressivo da expectativa de vida de homens e mulheres (GARMANI et
al, 2021). Uma das consequéncias desse processo € o0 maior do nimero de pessoas idosas
vivendo no mundo e a surpreendente projecdo do aumento de mais de 1000% da
populacdo de centenarios entre 2010 e 2050 (WHO, 2019). Embora essa transigdo
represente uma conquista para a humanidade, o incremento no tempo de vida ndo tem
sido acompanhado pela manutencdo da sadde durante esse periodo. Estima-se que exista
uma lacuna de nove anos entre a expectativa de vida e o tempo de saude com boa
qualidade de vida da populacdo, o que significa que a as pessoas estdo vivendo mais,
porém acompanhadas de doencas cronicas e/ou incapacitantes (OLSHANSKY, 2018;
GARMANI et al, 2021).

O envelhecimento é um processo multifatorial e heterogéneo que afeta individuos e

tecidos de forma diferenciada, ndo podendo ser visto como um fenémeno bioldgico Unico
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(COHEN et al, 2020). No que tange a imunologia, o envelhecimento tem como pilar dois
importantes fendmenos j& mencionados anteriormente, a imunossenescéncia e 0

inflammaging.

O processo de senescéncia resulta em diversas alteracfes genéticas, epigenéticas,
metabolicas, ambientais e estocasticas que conduzem a um remodelamento de todo o
organismo, responsavel pela reducdo gradual das atividades imunoldgicas efetoras e
reguladoras (BATISTA et al, 2020; FRANCESCHI et al, 2014). O acumulo de danos
moleculares, celulares e teciduais decorrentes de um expressivo nimero de infeccdes,
inflamacdes e outros processos que ocorrem ao longo dos anos colaboram para uma maior
fragilidade e um mau funcionamento do organismo nos estagios mais longevos da vida
(HEELMS, 2010; GRAYSON, 2012; PAWELEC, 2020). Esses fatores expdem o
individuo idoso a uma maior vulnerabilidade em relacdo aos mais jovens, considerando
infeccbes e doengas em geral, estando associado, principalmente, ao processo de
imunossenescéncia e ao inflammaging, caracterizado pelo aumento na concentracdo
sérica de determinados mediadores como: IL-6, IL-15, CCL5, TNF-a e IL-1B, e redugdo
de outros, como IL-10 e TGF-p, por exemplo (FRANCESCHI et al, 2000; BATISTA et
al, 2020).

Ao nascimento, o sistema imune atua com caracteristicas predominantemente inatas
e, nos anos subsequentes da infancia, ele continua sua maturagdo com a producao e
maturacdo de células B e T naive, levando a uma resposta imune mais completa e
balanceada que perdura até a vida adulta. Todavia, nos idosos, hd uma alteracdo neste
perfil imune, configurada pelo predominio de células senescentes que expressam o
senescense-associated secretory phenotype (SASP), células com perfil de exaustdo e
células T CD4*, T CD8" e B de memdria. A presenca destas células, associadas as
mudancas que estdo acontecendo no organismo, caracterizam um perfil de resposta imune
com baixa diversidade por parte das células T e B, o que direcionara o organismo nos
estagios finais da vida para um perfil inflamatorio limitado, oligoclonal, fragil e,

predominantemente inato, como no inicio da vida.

Uma das principais alteracfes no sistema imune com a idade, é a atrofia timica (AT).
Este processo ocorre de maneira gradual e apresenta um papel importante na
imunossenescéncia, estabelecendo um perfil de reducéo da producdo de células T naive
(ASPINALL et al, 2010; HAYNES et al, 2000; ISAACSON, et al 2006). A AT é um dos

responsaveis por conduzir, sobretudo na populagéo idosa, a um acumulo de células T de
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memdria (algumas senescentes e exaustas) e um predominio de células T oligoclonais
com baixa diversidade o que, consequentemente, leva também a um aumento na
susceptibilidade para algumas condic6es patolégicas (ASPINALL et al, 2010; HAYNES
et al, 2000; ISAACSON et al, 2006), como infecges, principalmente virais (YAGER et
al, 2008), aumento na responsividade a vacinas (DUGAN et al, 2019), aumento da
susceptibilidade ao aparecimento de neoplasias (MANTOVANI et al, 2008; CROCE et
al, 2020) e aumento da susceptibilidade ao surgimento de doencas autoimunes (MULLER
& PAWELEC, 2015; MUELLER, 2016), o que corrobora ainda mais para 0 aumento da

vulnerabilidade e da fragilidade dos idosos.

O fendbmeno da AT acontece de maneira natural com a idade, entretanto, existem
diversos fatores diretamente ligados a rede do envelhecimento que induzem a aceleracdo
da AT (FRANCESCHI, 1989). Alguns destes fatores sdo: o estresse (BENJAMIN et al,
2016), as infecgdes em geral (SAVINO, 2006; DEOBAGKAR-LELE et al, 2012; LIU et
al, 2014), principalmente, infecgdes como o human immunodeficiency virus (HIV) que ja
possuem estudos demonstrando seu alto potencial senescente (DION et al, 2004), o uso
continuo ou abusivo de drogas imunossupressoras e corticosteroides (MARCHETTI et
al, 2003), a mé nutricdo (RYTTER et al, 2014; HOSEA et al, 2004; LIU & LIU, 2012),
a composicdo da microbiota (BIAGI et al, 2016), dentre outros fatores. O mesmo
processo ocorre com as células B, pela existéncia de uma perda na fun¢do medular de
maturacdo e liberacdo de células B efetoras, que conduz a um resultado semelhante a AT,
levando a uma resposta com perfil mais oligoclonal e inespecifico nos individuos mais
idosos (FRANCESCHI, 1995).

A reducdo de células B efetoras em individuos com idades mais avangadas ndo
impede um fendmeno denominado como “paradoxo das imunoglobulinas”, caracterizado
por um aumento das imunoglobulinas séricas, mesmo com a diminui¢do de células B.
(FRANCESCHI et al, 1995%). Este processo ocorre em funcdo de dois eventos: 1) a
reducdo da linfopoiese na medula 6ssea (em detrimento da meilopoiese) e do acimulo de
células B ativadas (e de memdria) que se expandem oligoclonalmente nos Orgédos
linfoides periféricos; 2) da exposi¢cdo do organismo ao longo da vida a diferentes
antigenos virais, parasitarios, microbianos, alimentares ou alergénicos. Essas alteracfes
acentuam o inflammaging e aumentam a progressdo da imunossenescéncia
(FRANCESCHI, 2000, BAGGIO et al, 1998).
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O ciclo celular é de grande importancia nos eventos que acompanham o
envelhecimento, como ja mencionamos no caso da senescéncia replicativa
(FRANCESCHI et al, 1989). A inducédo de determinadas moléculas durante o processo
de reducéo dos telémeros leva a inibicao da proliferacdo por meio das proteinas p53/vias
supressoras de tumor p21CIP1 e p16INK4/RB; essas proteinas sdo inibidoras de CDKs
(cyclin-dependent kinases), no caso CDK2, CDK4 e CDK®6, que sdo necessarias para a
progressdo do ciclo celular. Assim, as células senescentes atingem o limite replicativo
pela inibicdo do ciclo celular. No entanto, células senescentes séo resistentes a apoptose
e metabolicamente ativas. Essas células ativam as vias de inibicdo da apoptose (BIRCH
& GIL, 2020; DEUTSCH et al, 2012) e também vias de producdo de mediadores
inflamatorios que compdem o SASP. Segundo BIRTH & GIL 2020, as celulas
senescentes podem se comunicar de diferentes maneiras, podendo ser: célula-célula,
fusdo celular, vesiculas extracelulares, formacdo de pontes citoplasmaticas e,
principalmente, por meio da sinalizacdo pelos mediadores que compdem o SASP (BIRTH
& GIL, 2020).

Além disso, o SASP, pode contribuir para 0 aumento do inflammaging, sendo
responsavel por induzir lesdes teciduais que conduzem a uma perda de funcéo celular
local, de forma que quanto mais células senescentes, maior sera a exposicéo e o risco do
organismo para estas lesdes e, quanto mais lesdes, mais intensificado serd o inflammaging
pelo aumento da circulacdo de mediadores inflamatérios (FRANCESCHI & CAMPISI,
2014; BIRTH & GIL, 2020; WILEY et al, 2019).

As modificacBes associadas ao envelhecimento ocorrem de maneira que todos os
fendmenos influenciam uns aos outros (FRANCESCHI, 1989). O metabolismo é
responsdvel por grande parte das mudancas, alteragdes hormonais induzidas pelo
hormdnio GH (BROWN et al, 1999) e os hormdnios sexuais (MAJUNDAR et al, 2017;
CHEN et al, 2010), por exemplo, sdo capazes de influenciar na aceleracdo da AT,
anteriormente mencionada. Em concordancia, as fungdes do timo tém fortes relacées com
0 sistema enddcrino, sobretudo no controle do sistema reprodutor (MONTECINO-
RODRIGUEZ, 2005).

A rede do envelhecimento também conta com outros fatores que colaboram para o
processo de senescéncia, um destes fatores é a imunobiografia. Como ja mencionamos, a
convivéncia diaria e crénica com agentes infecciosos, como ocorre em areas endémicas

para doencas infecciosas cronicas, pode levar ao aumento do inflammaging e a aceleragéo
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da imunossenescéncia e da senescéncia bioldgica (DURSO et al, 2022; FRANCESCHI
et al, 2017).

Assim, o processo de envelhecimento ou senescéncia, € 0s eventos que 0O
acompanham, como o inflammaging, sdo fisioldgicos e inevitaveis, envolvem células,
tecidos e 6rgao de forma diferenciada, mas ele pode ser acelerado por fatores extrinsecos
e intrinsecos (como mostrado na Figura 7) ou controlado e remodelado como no caso dos

centenarios que representam o melhor exemplo de envelhecimento saudavel.
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Figura 7: Visdo Geral do Processo de Envelhecimento Fisioldgico. Diferentes alteracdes que ocorrem
ao longo da vida como a involugdo timica, o aumento de células senescentes e infeccdes cronicas, por
exemplo, podem intensificar o envelhecimento fisioldgico, sobretudo através da associagdo com o
inflammaging, causando um desbalanco de alguns mediadores inflamatérios como: IL-1, IL-6 e TNF-a. O
envelhecimento saudavel, por outro lado, se associa a processos compensatorios (por exemplo, citocinas

anti-inflamatdrias como a 1L-10) que criariam um equilibrio imunoldgico. BATISTA et al, 2020.

2.3 Mediadores sanguineos associados ao Inflammaging e a COVID-19

Um fendmeno descrito pela primeira vez nos anos de 1980 em casos de malaria e
sepse, chamado naquela época de (Endotoxin Shock), esta presente de maneira exagerada
na COVID-19 e é denominado Cytokine Storm ou tempestade de citocinas (CLARCK et
al 1981; CLARCK 1982; FARA et al, 2020). Este evento acontece em fungéo de uma
inflamag&o exacerbada, onde o organismo em resposta ao virus SARS-CoV-2, induz uma

grande concentracao de mediadores pro-inflamatérios (FARA et al, 2020).
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Por outro lado, o inflammaging é um processo predominantemente inato,
caracterizado pelo aumento sistémico nos niveis de determinados mediadores. O perfil
classico do inflammaging pode sofrer alteracfes de individuo para individuo sob

determinadas circunstancias.

Alguns trabalhos recém-publicados mostram uma grande semelhanca no perfil
inflamatorio da COVID-19 e do inflammaging (LUCAS et al, 2020; SAYED et al, 2021).
Esta semelhanca é uma das bases da nossa hipotese acerca do papel da senescéncia no
desfecho da COVID-19. A seguir, serdo descritos alguns dos principais mediadores

presentes em ambos 0s fenémenos.

A interleukin-6 (IL-6) € um dos principais mediadores da inflamac&do aguda e comeca
a ser secretada logo no inicio da resposta imune, auxiliando posteriormente, na
manutencdo do estado inflamatério (TANAKA et al, 2014). Esta citocina desempenha
importantes fungdes, sobretudo na fase aguda da inflamacdo com a rapida inducéo de
proteina C-reativa (PCR) e soro amiloide A (SAA), importantes na ativacdo de uma das
vias do sistema do complemento. Entretanto, a IL-6 também estimula a diminuicéo da
producéo de albumina, 0 aumento da producgéo de fibrinogénio pela inducéo do fibroblast
growth factor-basic (FGF-basic) (importante na formacéo de codgulos e reparo tecidual)
e 0 aumento da producéo de anti-quimiotripsina-a, importante no transporte e protedlise
de compostos enzimaticos circulantes (TANAKA et al, 2014; HEINRICH et al, 1990).

Além disso, a IL-6 possui outras func¢Bes no sistema imune atuando na diferenciacao
de células Th17, na diferenciacdo de células T CD8" citotdxicas, na inibicdo de TGF-f e
diferenciacdo de células TREG, na estimulacdo de producédo de anticorpos pelas células
B e na inducdo de vias que estimulam o aumento da permeabilidade vascular e
angiogénese, induzindo, principalmente, vascular endothelial growth factor (VEGF).
(HUNTER & JONES, 2015; KORN et al, 2009; OKADA et al, 1988; BETTELLI et al,
2006; MA et al, 2012; NAKAHARA et al, 2003). Ademais, é importante ressaltar que a
IL-6 é uma citocina gque se destaca na inflamacéo crénica do inflammaging, estando muito
aumentada nos individuos mais idosos e com o perfil mais senescente (FRANCESCHI &
BONAFE, 2003; TORRES et al, 2018).

A interleukin-1p (IL-1B) é uma das principais citocinas de manutengdo do estado pro-
inflamatorio. A IL-1B é um mediador de fase aguda ja descrito em diferentes estados
inflamatdrios, como doencas pulmonares, cancer, doengas inflamatérias intestinais e

doencas infecciosas que, inclusive, desempenha um importante papel de manutencédo do
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estado inflamatério frente a patdgenos invasores, sobretudo, intracelulares (AREND,
2002). A IL-1p é responsavel pela ativacdo da via MyD88 que estimula IKK e MKK a
iniciarem a cascata de ativacao das vias do nuclear factor kappa B (NF-xB) e do HIF1
(hipoxia-inducible factor 1), respectivamente, onde ambas possuem uma importante
funcdo inflamatdria, como ativagdo do inflamossoma e secrecdo de mediadores pro-
inflamatorios (WALSH et al, 2008; BRINSON et al, 2016; BENT et al, 2018).

As principais fontes celulares responsaveis pela secrecdo das citocinas da familia da
IL-1 sdo os mondcitos, macrdéfagos e neutrdfilos, entretanto, outras populacGes celulares
sdo responsaveis pela secre¢do de diferentes isoformas, incluindo antagonistas da IL-1p.
(AREND, 2002). O principal antagonista da IL-1pB, com a fungao de atuar na homeostase

inflamatoria, € o IL-1Ra.

O tumoral necrosis factor-a (TNF-0) é uma citocina com amplo potencial de
sinalizacdo imunologica, sendo capaz de se ligar a dois receptores, TNFRI (para ligantes
soltveis) e TNFRII (para ligantes integrados a membrana), que sdo expressos em todas
as células hematopoiéticas (BALKWILL, 2005). O TNF-a, em fungdo da sua sinergia
com vias promotoras da inflamacdo aguda, estd presente em diferentes estados
inflamatorios, como doencas autoimunes (MOELANTS et al, 2013; JANG et al, 2021),
cancer (ZHOU et al, 2016), obesidade (TZANAVARI et al, 2010) e infec¢des bacterianas
e virais, como a prépria COVID-19 (LUCAS et al, 2020). Sua associa¢do com IL-6 e IL-
1B, quando muito estimulada, ¢ responsdvel pelo desenvolvimento de sintomas
comumente observados em varias patologias, tendo cefaleia (dor de cabega) e pirexia
(febre) como os principais exemplos. Todavia, quando controlada a inflamacéo aguda, o
TNF-a continua atuando na estimulacao do recrutamento de células imunes, a partir da
inducdo de vias de sinalizagdo imune, tendo a via do NF-kB como destaque e com
importancia na COVID-19 (BALKWILL, 2005; DAVIES et al, 2021; HARIHARAN et
al, 2021).

O interferon-y (IFN-y) é uma das citocinas mais importantes em infeccdes virais,

sendo capaz de interferir na replicacdo viral e ativar, sinergicamente, varias vias
imunoldgicas via Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT), NF«B e
Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) (ANTONELLI et al, 2010). Embora sua
acdo dependa da sinergia e do ambiente proporcionado por outras citocinas, como TNF-

a, IL-1P e IL-6, sua estimulacéo é facilmente induzida no inicio do processo inflamatorio,

além de ser responsavel pelo aumento da expressdo de varias outras moléculas
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importantes no contexto inflamatério, como CXCL9, CXCL10, CXCL11, platelet
derived growth factor-BB (PDGF-BB) FGF-basic, dentre outros (ANTONELLI et al
2010; DHILLON et al, 2007).

O IFN-y ¢ fundamental para a secrecdo do CXCLI1O0, participando de vias de
sinalizacdo imunoldgica que estimulam o aumento da expressao do receptor CXCR3 na
membrana celular, levando a uma maior inducdo da secrecdo de certas moléculas,
incluindo a CXCL10. (LEI et al, 2018; WANG et al, 2017). A CXCR3 possui varias
isoformas que estdo descritas em diferentes tipos celulares, sendo mais encontradas em
células de linhagem linfocitica, como linfocitos T efetores, células NKs e NKTs
(LUNARDI et al, 2015; QIN et al, 1998; THOMAS et al, 2003). O CXCR3 esta sempre
associado a proteinas G de sete membranas e a trés outros ligantes, sendo eles CXCLD9,
CXCL10 e CXCL11. A CXCLY, possui funcBes circulatorias importantes e foi descrita
em trabalhos recentes como um provavel biomarcador do envelhecimento (TORRES et
al 2018; SAYED et al, 2021). A CXCL10, por sua vez, possui diversas células
responsaveis pela sua secrecdo, sendo as principais células endoteliais, NKs, linfécitos T
efetores e 0s monadcitos que, sdo os responsaveis pela secrecdo da quimiocina em maiores
concentragdes, 0 que justificaria o seu crescimento exagerado neste contexto inflamatorio
viral (LEI et al, 2018; WU et al, 2017). Todavia, sua principal funcdo ¢é a ativacdo de
linfcitos e a estimulacdo da sua migracao para regides inflamadas (LANDE et al, 2003).
Dados previamente publicados demonstram que os altos niveis plasmaticos da CXCL10
estdo fortemente associados a progressdao da infeccdo pelo HIV e sdo capazes de
suprimirem as funcdes das células T e células NK, além de promoverem a laténcia e a
replicacdo viral (LEI et al, 2018; LEE et al, 2015; VALVERDE-VILLEGAS et al, 2018;
MHANDIRE et al, 2017).

As quimiocinas sdo constituidas por duas grandes familias, classificadas por seus
primeiros residuos de cisteina como CC (a-quimiocinas) e CXC (B-quimiocinas). Esses
mediadores sdo formados e secretados a partir da ativagdo de fatores de transcri¢do e
fatores de crescimento celular, estando fortemente envolvidos na migracdo de células
recém-formadas na medula (PALOMINO & MARTI, 2015; MERCIER et al, 2014). Em
geral, as a-quimiocinas tém a fungéo de estimularem a migracéo de monaocitos, basofilos,
eosinofilos, células NK e linfocitos T, enquanto as P-quimiocinas estimulam
principalmente neutrofilos, embora algumas recrutem células mais especificas, como
linfocitos T helper (Th), TCD8* e NK (CXCL9, CXCL10 e CXCL11), intraepithelial
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lymphocytes (IEL) e NKT (CXCL16) e linfocitos B e células T foliculares (Tfh)
(CXCL13) (MURPHY et al, 2000).

Em infec¢es virais, certas quimiocinas se destacam durante a resposta inflamatoria,
tais como a CCL2, CXCL8 e a CXCL10. A CCL-2 é responsavel pela quimiotaxia e
estimulagdo de producdo/secrecdo de mediadores inflamatérios nos mondcitos,
precursores dos macrofagos e essenciais no combate do organismo contra patdgenos
microbianos (JIANG et al, 1990; MURPHY et al, 2000). Quando produzida em altas
concentragdes, a CCL2 ¢ capaz de induzir uma “explosao” inflamatoria, relacionada a
hiperativacdo celular, muito observada em infecces respiratdrias, como tuberculose e
COVID-19 (ARAVINDAN, 2019; TAY et al, 2020). Além disso, a CCL2 pode induzir
outras quimiocinas como CCL3, CCL4, CCL5 e CCL7, com o intuito de potencializar e
completar a sua funcdo original, aléem de auxiliar em outras vias inflamatorias, a exemplo
da CCL5, que regula a migracdo e a ativacdo de células T, tendo uma participacdo
importante no inflammaging, quando observados os seus efeitos nos individuos mais
idosos (PALOMINO & MARTI, 2015; TORRES et al, 2018).

A CXCLS, por sua vez, representa a principal quimiocina recrutadora de neutrofilos,
pelo fato de agirem diretamente no neutrophil activating protein-1 (NAP-1) e/ou no
granulocyte colony-stimulation factor (G-CSF), principal fator de proliferacédo celular dos
neutrofilos, sendo que estes constituem cerca de 70% dos granulécitos circulantes no
sangue (PALOMINO & MARTI, 2015). Além disso, 0 CXCLS8 esta presente em quase
todos os processos inflamatdrios do organismo, sendo estimulado, principalmente,

durante a fase aguda do processo.

Contudo, a tempestade de citocinas da COVID-19, proporciona um grande aumento
de mediadores pro-inflamatérios como as ja citadas IL-1p, IL-6, TNF-a ¢ IFN-y, por
exemplo, todavia, todos precisam estar regulados porque a tendéncia € que um

descontrole pode ser uma das causas da evolugéo para as formas mais graves da doenca.

Assim como a IL-1Ra, a IL-10 possui uma importante funcdo reguladora para o
organismo, sendo secretada, principalmente, pelas células TREG, com o intuito de
controlar o ambiente inflamatério agindo em leucécitos, linfécitos T CD4* e TCD8*
efetores, dentre outras células (YAO et al, 2013). No perfil do inflammaging, ja foi
descrito que os mais idosos apresentam menos mediadores anti-inflamatorios, como a IL-
10, TGF-B e IL-25, o que potencializa e desequilibra esta inflamacdo (FRANCESCHI &
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BONAFE, 2003; BATISTA et al, 2020). Em infeccdes virais, como na COVID-19, é
possivel observar outras citocinas exercendo um papel regulador, como no caso da IL-4
e da IL-5, que apesar de atuarem com funcgdo reguladora neste contexto inflamatério,
possuem caracteristicas extremamente pro-inflamatorias em respostas do tipo Th2
(HUANG et al, 2020; LUCAS et al, 2020; YUAN et al, 2021).

Existem outros mediadores importantes e constantemente citados em diferentes
processos inflamatorios ou homeostaticos, como a IL-12, que aumenta também no
inflammaging (FRANCESCHI & BONAFE, 2003), IL-15 e IL-17A, que aumentam na
COVID-19 (LUCAS et al, 2020; YUAN et al, 2021), IL-9, IL-2, TGF-B ¢ IL-25, que
também apresentam varia¢cbes na COVID-19 e no inflammaging (FRANCESCHI &
BONAFE, 2003). A tendéncia é que como existe a expressdo em comum destes
mediadores no inflammaging e na COVID-19, a tempestade de citocinas da COVID-19
pode potencializar a inflamac&o nos idosos, deixando-o0s ainda mais vulneraveis a doenca
e suas formas mais graves. A figura 9 resume parte das informacdes detalhadas

anteriormente.
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Figura 8: Sobreposicdo de Citocinas e Quimiocinas do Perfil Inflammaging e do Processo
Inflamatério Desencadeado pela Infeccdo com SARS-CoV-2. Algumas alteracfes bioldgicas que
acompanham a imunossenescéncia induzem um quadro sistémico de inflamacdo crénica de baixa
intensidade chamada inflammaging. Esse processo inflamatério apresenta mediadores em comum com
aqueles induzidos durante a COVID-19 (destacados em vermelho) sugerindo que o inflammaging poderia

intensificar a resposta inflamatéria da doenca.
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Desde o inicio da pandemia outros mascadores bioguimicos por ja serem amplamente
padronizados e utilizados para diagnostico em hospitais e nas clinicas médicas tiveram
muitos relatos publicados que reforgcam a associagéo de suas alteragdes com 0s casos mais
graves da COVID-19. A ferritina é uma proteina produzida pelo figado com a importante
funcdo de armazenar moléculas de ferro, sobretudo, auxiliando indiretamente na
producdo de globulos vermelhos e diretamente no funcionamento celular e fisiolégico
(KNOVICH et al, 2009). Quando alterada, pode ser associada a complicacdes como
disfuncdo hepética, anemia, cancer, rejeicdo de determinados transplantes, distirbios da
coagulagdo e/ou cardiacos, este ultimo podendo ter forte relagdo com as consequéncias
da inflamagdo induzida durante a COVID-19. Niveis elevados de ferritina estdo
correlacionados com a gravidade da doenca (KNOVICH et al, 2009; DECLERCQ et al,
2021; AL-SAMKARI et al, 2020). A proteina C-reativa (PCR) é uma proteina produzida
pelo figado, mas que além dos hepatdcitos, também pode ser produzida por células
endoteliais, musculares, adipécitos, macrofagos e linfdcitos e que se eleva em situacoes
de inflamacédo aguda (SPROSTON & ASHWORTH, 2018). O que tem sido relatado pelos
trabalhos é um aumento ainda mais expressivo da PCR em pacientes com COVID-19 na
forma mais grave, mais uma consequéncia deste processo inflamatorio que €
singularmente intenso (SPROSTON & ASHWORTH, 2018; AL-SAMKARI et al, 2020).
Por fim, outro parametro que ganhou certa popularidade no inicio da pandemia ¢é a
vitamina D, este marcador atua em muitas areas do organismo, sendo, em geral, a
imunidade, o metabolismo e a homeostase algumas delas. No sistema imune,
especificamente, ja foi observado que em patologias como a tuberculose niveis adequados
de vitamina D no organismo pode ser um importante potencializador do sistema
imunolégico que auxilia no combate a infeccdo (NNOAHAM & CLARKE, 2007,
MARTINEAU et al, 2011). Entretanto, em outros casos, ja foi observado que a
suplementacdo da vitamina D ndo tem o mesmo efeito esperado e ndo apresenta uma
melhora significativa, contudo, esta dualidade tem sido discutida também na COVID-19,
apesar de estudos observacionais mostrarem que uma deficiéncia de vitamina D tem sido
mais observada em pacientes com a forma clinica grave da doenca. E importante salientar
que sd0 necessarios mais estudos para confirmar esta informacdo e que uma
suplementacdo intensa e desbalanceada dessa vitamina também pode ser prejudicial ao
organismo como um todo (ANNWEILER et al, 2020; TAN et al, 2020; CHANG & LEE,
2019). Ademais, informagdes adquiridas na clinica médica para um tratamento
“preventivo” da COVID-19 ainda ndo possuem uma comprovacao cientifica.
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Assim, a unido de fatores como a senescéncia (com o inflammaging que a acompanha)
e a imunobiografia (FRANCESCHI et al, 2017; FULOP et al, 2018; LENG &
MARGOLICK, 2020; BELKINA et al, 2018; WERTHEIMER et al, 2015) podem ter
cumprido um papel importante durante a pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2 na
modulacdo do sistema imune de individuos idosos contribuindo para a sua suscetibilidade
mais acentuada as formas mais graves da COVID-19. Portanto, nossa hipdtese de
trabalho é que o inflammaging que acompanha o envelhecimento pode ser um fator

determinante no desfecho clinico da COVID-19 nos individuos idosos.

3 JUSTIFICATIVA

Apesar da grande quantidade de trabalhos que vem sendo publicados sobre a COVID-
19, sdo poucos aqueles que fazem a relagdo entre os efeitos inflamatérios da doenga e as
modificagdes imunoldgicas associadas ao envelhecimento. O Brasil apresenta uma
diversidade de aspectos culturais e regionais que configuram, de maneira singular, as
caracteristicas imunoldgicas de cada um dos individuos da sua populacdo. Alem disto, o
pais ainda conta com vaérias areas endémicas para diversas doencas infecciosas com as
consequéncias sociais e imunologicas para os individuos que ai residem. Este trabalho
teve como objetivo estudar o perfil inflamatdrio de individuos infectados e ndo infectados
com SARS-CoV-2 de Governador Valadares-MG (area endémica), Belo Horizonte-MG
e Sdo Paulo-SP, sendo 3 centros com caracteristicas distintas para entender o impacto
desse perfil no desfecho clinico da COVID-19. Também pretendemos estudar esse perfil
inflamatorio em diferentes faixas etéarias (adultos e idosos) e ragas/etnias, em individuos
do sexo feminino e masculino procurando relacionar o impacto dessas variaveis no
fendmeno inflamatdrio associado com a doenga. O trabalho também procurou estudar: 1)
as peculiaridades da COVID-19 quando comparada com outras sindromes infecciosas
respiratorias utilizando um grupo controle chamado de “sindrome gripal” com sintomas
gripais, mas negativo para SARS-CoV-2; 2) a evolucdo do perfil inflamatorio em
pacientes com COVID-19 moderada/grave ao longo de 7 dias de hospitalizagéo; 3) o
perfil laboratorial, clinico e inflamatorio de coortes de individuos vacinados e
reinfectados quando comparados a grupos infectados com SARS-CoV-2 ndo vacinados.
Acreditamos que este estudo podera contribuir para entender os fatores envolvidos no

desfecho da COVID-19 em populacdes brasileiros distintas.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar a correlagéo entre o perfil clinico, laboratorial e de mediadores no plasma de
individuos infectados com o SARS-CoV-2 em Belo Horizonte/MG, Governador
Valadares/MG e Sao Paulo/SP com diferentes formas clinicas da COVID-19.

4.2 Obijetivos Especificos

1. Avaliar o perfil clinico de individuos infectados e ndo infectados com o SARS-
CoV-2 de Belo Horizonte/MG, Governador Valadares/MG e Séo Paulo/SP;

2. Avaliar o perfil de mediadores inflamatdrios no plasma desses individuos;

3. Associar esses dados com diferentes faixas etarias nos diferentes locais de coleta.

5 METODOLOGIA

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (CEP-UFMG),
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Infectologia Emilio Ribas/SP (CEP-
IIER), pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Risoleta Tolentino Neves e pela
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (Anexo 2). A assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos pacientes ou responsaveis foi
indispensavel para que participassem do estudo.

5.1 Desenho do Estudo e Coleta dos Dados

Foi realizado um estudo transversal e clinico, com uma populacdo total de 763
individuos coletados em 3 centros, Belo Horizonte/MG (445 individuos), Governador
Valadares/MG (159 individuos) e Sdo Paulo/SP (159 individuos). Os voluntarios foram
recrutados no periodo de dezembro de 2020 a outubro de 2021. As cepas que circulavam
durante o periodo de coleta de pacientes eram a original e a P1. Desta forma, foram
coletados individuos que apresentavam um quadro de sindrome gripal com etiologia a
esclarecer e individuos saudaveis. O recrutamento dos voluntarios em Belo Horizonte-

MG ocorreu na Unidade de Pronto Atendimento da regido Centro-Sul (UPA-CS), no
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Hospital Risoleta Tolentino Neves, na Casa do Ancido da Cidade Ozanam e em domicilio.
Em S&o Paulo-SP, as coletas ocorreram no Instituto de Infectologia do Hospital Emilio
Ribas (IIER) e em Governador Valadares-MG, no Hospital da Unimed de Governador
Valadares e a domicilio para alguns casos excepcionais. O delineamento do recrutamento
e das coletas de amostras nos centros esta mostrado na Figura 9. Todos os voluntarios
realizaram um exame de RT-PCR (Real Time — Polymerase Chain Reaction) para
confirmacéo do diagndstico da COVID-19, e este exame foi realizado em colaboragéo

com o CT-Vacinas, seguindo o protocolo de coleta disponivel no Anexo 3.

Dia 0

Primeiro contato com o paciente ¢ assinatura
do TCLE.

Aplicagio do questionirio completo e coleta
de sangue e swab para detecciio da
COVID-19, sendo que os individuos mais
graves respondem a um questiondrio
resumido.

Locais de Coleta:

Belo Horizonte:

+ UPA-CS;

* Hospital Risoleta Tolentino Neves;
+ Casa do Ancido Ozanam;

« A Domicilio;

Governador Valadares:

Dia 7

Nesta intervengio, o resultado do RT-
PCR para COVID-19 ja tera sido
entregue ao paciente por telefone até
4 dias apés o primeiro contato.

Este contato ¢ realizado apenas com
os individuos RT-PCR positivos e que
apresentam sintomas leves.

A aplicagdo do questiondrio de
sintomas tem o intuito de coletar mais
informagdes da evolugido ou
involugdo dos voluntarios com a
doenga.

Dia 14

Este contato da continuidade a tltima
intervencgao.

E realizado apenas com pacientes que
se submeteram ao dia 7.

Apos esta intervengdo ¢ encerrado o
contato com os pacientes.

Pacientes com estado moderado ou
grave de COVID-19, nao passam
pelo telemonitoramento dos dias 7 e
14, todavia, seus dados sio
coletados direto do prontuario

* Hospital Unimed-GV médico.

* A Domicilio;
Sao Paulo:

Instituto de Infectologia Emilio Ribas
* A Domicilio;

Figura 9: Desenho do estudo. Foram recrutados voluntarios que apresentavam sintomas gripais leves,
moderados ou graves nas unidades de atendimento. Os dados de desfecho clinico daqueles voluntérios que
apresentavam RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 foram acompanhados por telemonitoramento nos dias
7 e 14 pos-atendimento e os voluntarios graves que foram internados tiveram seus dados coletados
diretamente do prontudrio médico. Os voluntarios que apresentaram o teste RT-PCR negativo para COVID-

19, por sua vez, tinham sua participacdo encerrada no primeiro dia da intervencéo.

Os critérios de inclusdo do estudo foram: voluntarios adultos ou idosos, com idade
superior a 20 anos de idade, que apresentavam sintomas gripais ou nao e que aceitaram
assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Anexo 04). A populagéo

do estudo também foi selecionada a partir de critérios de exclusdo (Tabela 1).
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Posteriormente, os individuos que apresentaram dia de inicio dos sintomas (DIS) acima
de 7 dias e os voluntarios do grupo negativo que apresentaram sorologia positiva para
COVID-19 foram excluidos do estudo com o intuito de obter uma amostra mais
homogénea e adequada aos objetivos do estudo. Foram coletados individuos saudaveis e
gue ndo apresentavam sintomas gripais no ato da coleta para comporem um grupo
controle de cada regido, entretanto, durante a aplicacdo dos filtros de exclusdo do estudo,
estes grupos acabaram excluidos da populacdo principal e ndo sendo utilizados nas
andlises. Desta forma, a populagéo selecionada para as analises foi de 309 individuos. A
Figura 10 mostra um fluxograma que ilustra como os pacientes foram filtrados e

selecionados para anélise.

Tabela 1 — Critérios de Exclusao do Estudo

e Convivendo com HIV.
e Criancas e adolescentes (Idade abaixo de 18 anos).
e Resultado Inconclusivo no RT-PCR para deteccao da

. COVID-19.
CRITERIOS DE

o e Vacinados com qualquer dose de imunizante contra
EXCLUSAO

COVID-19.
e Dia de inicio dos sintomas (DIS) acima de 14 dias.
e Diagnostico de forma clinica critica para COVID-19.

e Dados coletados incompletos.
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Figura 10: Fluxograma de Selecdo dos Voluntarios. De uma amostra inicial, foram selecionados aqueles

voluntérios que se enquadravam nos critérios do estudo nos 3 centros por grupo. Apds a adi¢do dos filtros

com critérios de inclusdo e exclusdo do estudo, o ndmero final de individuos por grupo em cada regido e o

total de individuos aparece nos quadros em negro.

A populacéo foi segregada por idade, em adultos (18 a 59 anos) e idosos (a partir de

60 anos). Ademais, o indice de massa corporal (IMC) dos pacientes coletados, exibido na

tabela 2, foi classificado como: inferior a 18,5: abaixo do peso ideal, entre 18,5 e 24,9:

eutrofico, entre 25,0 e 29,9: sobrepeso, a partir de 30,0 acima: obesidade. O nimero de

individuos e suas carateristicas estdo mostrados na Tabela 2, a seguir.



Idade (anos)
(n;%)

Faixa etaria
(idoso) (n;%)

Sexo
(feminino)
(n;%)

IMC

Escolaridade
(n;%)

Sem estudo

Fundamental
Completo

Ensino Médio
Completo

Superior
Incompleto

Graduagéo
Completa

Renda (R$)
(n;%)

Entre R$

2.000,00

Entre R$
2.001,00 até
R$ 5.000,00

Acima de R$
5.000,00

Tabela 2 — NUmero e Caracteristicas dos Participantes do Estudo.

FLEWHN 04 (8,88%)

CIROECIRE] 20 (44,44%)

Governador Valadares Belo Horizonte Sao Paulo
(n=289) (n=174) (n =46)
COVID-19 SG COVID-19 SG COVID-19 SG Velar
(=45 | (h=44) | (n=98) | (=76)| (=35 | (=11 P
0.0057*
38,0(18to| 429 (18to | 42,1+ « |39,0(231t0
39,7 +15,8 90) 70)* 146 46,0 £11,0 69) o
07 (15,55%) 03 15 (15,30%) 1 02 (5,71%) |01 (9,09%)| 0.0895
' (11,36%) ' (14,47%) ! ! '
21 41 05
0, 0, 0,
26 (57,77%) (47.72%) 45 (45,91%) (53,94%) 21 (60,00%) (45,45%) 0.0674
26,8 +
26,7 +4,89 |26,6 +4,22| 26,8 +£5,22 448 - - 0.0679
0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,02 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) | 0.0769
4,44 4,54 4,08 9,21 2,85 0 (0,0%) 0.0864
28,88 25,0 40,81 30,26 31,42 36,36 0.0347
22,22 40,90 8,16 10,52 17,14 18,18 0.0568
0 (0,0%) 0 (0,0%) 5,10 1,31 2,85 0 (0,0%) | 0.0834
02 (4,54%)| 05 (5,10%) 06 - - 0.0794
' ' (7,89%) '
18 0 46
(40,90%) 53 (54,08%) (60,52%) - - 0.0692
10 (22,22%) 17 18 (18,36%) 10 - - 0.0827
701 (38,63%) ' (13,15%) '
05 07
0, 0, - -
09 (20,00%) (11,36%) 03 (3,06%) (9.21%) 0.0582
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Os voluntarios foram abordados pela equipe do estudo em 3 momentos. No
primeiro, os voluntarios liam, esclareciam suas duvidas e assinavam o TCLE (Anexo 04),
em seguida eram submetidos a aplicacdo de um questionario clinico e sociodemografico
(Anexo 05) e, por fim, eram realizadas as coletas de sangue, para separagdo de soro e
plasma, e de swab para deteccédo do SARS-CoV-2 por RT-PCR (Figura 9). Foi utilizado
um questionario resumido para a coleta de dados dos voluntarios que apresentavam
sintomas moderados e/ou graves, visando uma otimizacdo do tempo e reducdo da
interacdo com o paciente durante seu tratamento (Anexo 06) (Figura 9). Nos segundo e
terceiro momentos, apos a confirmacgéo e entrega do resultado do exame de RT-PCR, era
realizado um telemonitoramento, por meio de duas ligacGes, no periodo de 7 e 14 dias,
respectivamente, com os individuos positivos para COVID-19, sendo aplicado um
questionario que permite acompanhar a evolucdo clinica dos voluntérios (Anexo 07)
(Figura 9). Os pacientes com sintomas moderados e/ou graves, ndo participavam do
telemonitoramento em funcéo das suas condicdes clinicas. Nesses casos, seus dados de
evolucéo da doenca foram coletados do prontuario nos hospitais onde estavam internados,

havendo a autorizagdo prévia durante a assinatura do TCLE (Figura 9).

Com o intuito de otimizar e padronizar a coleta de dados nos 3 centros, foi criado um
protocolo de coleta dos pacientes hospitalizados. Desta forma, todos os dados de
prontuario necessarios para classificagdo clinica desses individuos puderam ser coletados

de maneira padronizada.

5.2 Critérios Clinicos para Classificacdo dos Pacientes com COVID-19

Todos os individuos que fizeram o exame de RT-PCR para diagndstico de COVID-19
e cujo resultado foi positivo para SARS-CoV-2 foram segregados de acordo com a
classificacdo clinica recomendada pela WHO (WHO, 2020) (Tabela 3).

A partir desta classificacdo, é possivel compreender e distinguir melhor o quadro
clinico dos individuos infectados. A WHO gerou um escore clinico (score) para
classificagdo dos pacientes com COVID-19 a partir de estudo detalhado das condigdes
clinicas desses individuos em varios paises do mundo. Este escore se tornou padrao e foi
adotado por protocolos governamentais em todos 0s paises. Esse escore foi também
utilizado em muitos trabalhos clinicos, como em estudos de drogas terapéuticas e vacinas,

com o objetivo de classificar o quadro dos pacientes que apresentavam diagnostico de
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COVID-19, mostrando-se bastante atil para acompanhamento dos efeitos terapéuticos de
medicamentos (MBBS et al, 2022; NICKEL et al, 2022; WHO, 2020). A tabela 3, a
seguir, foi retirado da publicacgéo feita pela WHO mostrando a classificagdo recomendada

e o0 escore (Score) de cada forma clinica (WHO, 2020).

Tabela 3: Classificacao dos Pacientes com as diferentes formas clinicas da COVID-19

Patient State Descriptor Score
Uninfected Uninfected; no viral RNA detected 0
Ambulatory mild disease Asymptomatic; viral RNA detected 1
Symptomatic; independent 2
Symptomatic; assistance needed 3
Hospitalised: moderate disease | Hospitalised; no oxygen therapy* 4
Hospitalised; oxygen by mask or nasal prongs 5
Hospitalised: severe diseases Hospitalised; oxygen by NIV or high flow 6
Intubation and mechanical ventilation, pO,/FiO, 2150 or Sp0,/Fi0, 2200 7
Mechanical ventilation pO,/FIO, <150 (Sp0O,/Fi0, <200) or vasopressors 8
Mechanical ventilation pO,/FiO, <150 and vasopressors, dialysis, or ECMO 9

Esta classificacdo foi publicada pela World Health Organization (WHQ) em 2020 e detalha as condicdes e
0 escore (Score) para a classificagdo clinica de individuos com Sindrome Respiratdria Aguda (SRA) e
SARS infectados com SARS-CoV-2.

Os voluntérios com RT-PCR negativo para SARS-CoV-2, incluindo os individuos
saudaveis do grupo negativo, receberam o escore 0. E importante salientar que 0s
voluntarios definidos como grupo saudavel foram os individuos que apresentaram
resultado negativo para o teste de RT-PCR para COVID-19 e no teste sorologico para
anticorpos anti-SARS-CoV-2 (ndo foram previamente infectados). Os voluntarios RT-
PCR positivos que conseguiram se recuperar sem a necessidade de hospitalizagao, ou
seja, dentro dos escores 1, 2 e 3 foram considerados com quadro “leve” de COVID-19.
Entretanto, aqueles que precisaram de suporte médico com caracteristicas ndo invasivas,

sem apresentar nenhuma evolugéo no seu quadro clinico e sem uma administracdo muito
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intensa de oxigenoterapia se encaixaram nos escores 4 e 5, sendo classificados como
apresentando a forma “moderada” da doenga. Por fim, aqueles voluntarios que precisaram
de hospitalizacdo e evoluiram para um quadro ainda mais grave apés a internacao, sendo
necessario passar por procedimentos médicos mais invasivos e recebendo volumes
maiores na oxigenoterapia, se enquadraram dentro dos escores 6 a 9 e foram considerados
casos “graves” de COVID-19.

Como ja mencionado anteriormente, os voluntarios que o quadro clinico evoluiu
sistemicamente levando-os ao 6bito como desfecho clinico foram classificados como
quadro critico com escore 10. Por serem estes poucos individuos no nosso n amostral,

optamos por exclui-los das analises.

Durante as analises, em alguns momentos, os pacientes moderados e graves foram
unidos em um grupo denominado “hospitalizado” com o intuito de aumentar o numero
amostral de individuos que evoluiram da forma leve para COVID-19 grave ou que nédo
tiveram dados de prontuarios suficientes para a classificacao clinica. Ademais, esse grupo
de pacientes atendido quando ainda apresentaram sintomas leves e, posteriormente,
evoluiram para um estado moderado, grave ou critico, foram chamados de “EVO” e

tratados como um grupo a parte.

5.3 Coleta de Material Biologico

Foram coletados, por paciente, entre 30 mL a 40 mL de sangue periférico, sendo até
30 mL de sangue coletado em tubo contendo heparina sodica e até 10 mL de sangue
coletado em tubo com ativador de coagulo. As coletas foram realizadas por profissionais
treinados e devidamente paramentados com jaleco descartavel, touca, luva, 6culos de
protecdo ou face shield, méscara N-95 e luvas nitrilicas ou de vinil sem pd. Os tubos
utilizados na coleta de sangue foram das marcas BD Biosciences®, Vacuplast® ou Olen®,
variando de acordo com a disponibilidade do produto em cada um dos centros de
recrutamento durante a pandemia. ApOs a coleta de sangue, as amostras foram
direcionadas para os centros de processamento. Em Belo Horizonte-MG, as amostras
foram transportadas no mesmo dia, em caixas térmicas de uso exclusivo para transporte
de material biolégico humano, para o Instituto René Rachou (IRR). Em Governador
Valadares-MG, o material foi transportado no mesmo dia ou enviado na manha do dia

seguinte, em caixas térmicas ou isopor exclusivo para transporte de material biologico
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humano, para ser processado no Laboratorio Multiusuario da Universidade Vale do Rio
Doce (UNIVALE). Em S&o Paulo-SP, as amostras foram transportadas no mesmo dia,
em caixas térmicas ou isopor de uso exclusivo de transporte de material bioldgico
humano, para o Laboratério de Imunologia de Mucosas (LIM), no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas IV (ICB-1V), na Universidade de Sdo Paulo (USP).

O processamento do sangue nos 3 centros ocorreu em até 48 horas ap6s a coleta do
material. A separacdo do soro e plasma foram realizados através de centrifugacdo a 700x
g a 20°C por 10 minutos com aceleracéo de 9 e desaceleracdo de 4 (protocolo completo
disponivel no Anexo 9), sempre utilizando a centrifuga refrigerada de mesa Sorvall
modelo ST16-R — Thermo Scientific® ou semelhante. O soro obtido apds centrifugacio
foi transferido para microtubos de 1,5 mL ou 2 mL (contendo até cerca de 0,5 mL menos
do volume total do microtubo) com o auxilio de micropipeta automatica. Cada aliquota
foi devidamente identificada, mapeada e armazenada em freezer -80°C para analises

posteriores.

As coletas de swab para detec¢do do SARS-CoV-2 foram realizadas por profissionais
treinados e devidamente paramentados com jaleco descartavel, touca, luva, éculos de
protecdo ou face shield, mascara N-95 e luvas nitrilicas sem p6. Os materiais utilizados
foram tubo com tampa de rosca de 15 mL da marca Sarstedt® e swabs estéreis da marca
Labor Import®. Estas amostras foram mantidas em geladeira (2°C a 4°C) e transportadas
no mesmo dia para serem processadas e analisadas por colaboradores do CT-Vacinas, que
disponibilizaram equipamentos, insumos e protocolos para realizar os exames dos
individuos de Belo Horizonte-MG e Governador Valadares-MG (Anexo 3). Em Sao
Paulo-SP, os exames de RT-PCR para deteccdo da COVID-19 foram realizados no

préprio IER.

5.4 Medida de Mediadores Plasmaticos Pela Técnica de Luminex.

A medida dos mediadores sanguineos foi realizada no plasma heparinizado para
deteccdo e quantificagdo dos analitos. Foi utilizado o kit da Bio-Rad Laboratories (Bio-
Plex® Pro Human Cytokine Standard), que, por ser multiplex, permite que sejam
analisadas varios analitos simultaneamente utilizando a técnica de imunoensaio

magnético realizado pelo equipamento Luminex (Bio-Plex® 200, Bio-Rad), seguindo os
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protocolos de armazenamento e processamento padronizados pelo Grupo Integrado de

Pesquisas em Biomarcadores (GIPB) do IRR.

As analises foram feitas utilizando o software Bioplex™ xPONENT verséo 3.1. (Bio-
Rad) e painel de analitos quantificados foi: IL-1p, IL-1Ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
CXCLS, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17A, CCL11, FGF-Basic, G-CSF, GM-
CSF, IFN-y, CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4, PDGF-BB, CCL5, TNF-a ¢ VEGF. A tabela
a seguir contém mais informacdes do painel inflamatério utilizado. O protocolo utilizado
para a deteccdo dos mediadores do painel (Tabela 4). O protocolo ndo pdde ser
disponibilizado, porque é de uso confidencial da FIOCRUZ/MG.

Tabela 4: Painel de Mediadores Sanguineos Medidos Pelo kit Bio-Plex® Pro Human Cytokine

Standard.
_ VALOR MEDIO DE
ANALITO DESCRICAO _
AQUISICAO (pg/mL)
IL-1p Interleucina — 1 beta. 1,013
Antagonista do receptor de
IL-1Ra ) 76,896
Interleucina — 1.

IL-2 Interleucina — 2. 17,225

IL-4 Interleucina — 4. 1,588
IL-5 Interleucina — 5. 57,568

IL-6 Interleucina — 6. 7,980
IL-7 Interleucina — 7. 37,632
CXCLS8 Interleucina — 8 (IL-8). 17,258
1L-9 Interleucina — 9. 37,868
IL-10 Interleucina — 10. 26,569
IL-12p70 Interleucina — 12p70. 19,101

IL-13 Interleucina — 13. 4,658
1L-15 Interleucina — 15. 137,986
IL-17A Interleucina — 17A. 27,648

CCL11 Eotaxina. 2,081

_ Fator de Crescimento Bésico de
FGF-Basic 61,360
Fibroblastos.
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Fator Estimulador de Coldnias de
G-CSF - 97,519
Granulécitos.

Fator Estimulador de Colbnias de

GM-CSF o ) 6,627
Granulocitos e Macréfagos.
IFN-y Interferon-y. 4,495
CXCL10 Proteinal0 induzida (IP-10). 57,004
Proteina Quimioatraente 1 de
CCL2 . 7,634
Monocitos.

Proteina Inflamatéria de
CCL3 ] 755
Macrdéfago-1 alfa.

Proteina Inflamatoria de
CCL4 ; 7,107
Macrofago-1 beta.

Fator de Crescimento Derivado
PDGF-BB 76,160
de Plaquetas.

Regulacédo pos-ativacdo de célula

CCL5 59,870
T expressa e secretada.
TNF-a Fator de Necrose Tumoral-Alfa. 53,044
Fator de Crescimento Endotelial
VEGF 209,528
Vascular.

Mediadores detectaveis pelo kit Bio-Plex® Pro Human Cytokine Standard. Os valores para os mediadores
presentes no quadro representam a media da aquisicdo do padrdo de cada um deles e sdo importantes para

avaliar se os valores dos padrdes de cada lote estdo de acordo com a média prevista na bula.

5.5 Exames Complementares para Medida de Mediadores no Plasma

Com objetivo de complementar os resultados do ensaio Luminex para medida de
mediadores no plasma, optamos por utilizar o sistema Cytometric Bead Array (CBA)
(Becton Dickinson-BD), cujo protocolo de execucdo é semelhante ao da técnica de
Luminex, entretanto, faz uso de esferas de poliestireno associados a anticorpos
especificos para os mediadores humanos (no caso as quimiocinas). S&o utilizados
anticorpos anti-lIgG humana acoplados a fluoréforos de fluorescéncia discretas e distintas
(detectadas no canal de fluorescéncia 3 do citbmetro BD FACSverse). Para essa
metodologia de CBA, foi utilizado um protocolo adaptado pelo GIPB-FIOCRUZ/MG do
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protocolo original do kit CBA. O kit contém um painel de anticorpos para as seguintes
quimiocinas: CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 e CXCL10 e todos os analitos foram
dosados no plasma heparinizado. A tabela 5, a seguir, descreve as quimiocinas detectaveis
pelo kit. O protocolo de CBA utilizado ndo p6de ser disponibilizado porque é de uso
confidencial da FIOCRUZ/MG.

Tabela 5: Painel de Mediadores Sanguineos Medidos pela Técnica de CBA (BD).

ANALITO DESCRICAO
CCL2 Proteina Quimioatraente 1 de Mondcitos.
cCLS Regulacdo pds-ativacdo de célula T expressa
e secretada.
CXCL8 Interleucina — 8 (IL-8).
CXCL9 Monocina Induzida por Gama (MIG).
CXCL10 Proteina 10 induzida (IP-10).

5.6 Medida de Marcadores Bioquimicos

A dosagem dos marcadores bioquimicos foi realizada no soro. Os exames foram
terceirizados para o Laboratério Hermes Pardini (LHP) e, desta forma, foram respeitados

o volume e o material biolégico solicitados pelo LHP para analise de cada analito.

Os seguintes marcadores integraram o painel bioquimico: Proteina C-Reativa (PCR),
Ferritina e Vitamina D. Uma descricdo mais detalhada de cada molécula esta presente a

seguir no Tabela 6.

Tabela 6: Painel de Exames Bioquimicos

MARCADOR MATERIAL CARACTERISTICAS GERAIS
Marcador bioguimico de inflamagéo aguda que
PCR Soro ) )
ativa o sistema do complemento.
Proteina hepética responsavel pelo armazenamento de
FERRITINA Soro ferro no organismo. E bastante relacionada a

infeccdes agudas e ao COVID-19.



Pagina |62

Hormdnio que atua em vérias células inclusive
VITAMINA D Soro as imunes e tem sido relacionados com a

reducdo da inflamagdo na COVID-19.

5.7 Medida de Anticorpos Séricos Anti-SARS-CoV-2

O ensaio utilizou o kit Bio-Plex Pro Human 1gG SARS-CoV-2 N/RBD/S1/S2 4-Plex®
da Bio-Rad®. O ensaio caracteriza-se como uma imunofluorescéncia indireta com
aquisicdo feita por beads magnéticas, onde as proteinas virais SPIKE 1, SPIKE 2, RBD
e N (nucleocapsideo) do SARS-CoV-2, sdo associados e se ligam a anticorpos especificos
presentes no soro dos individuos. Apos varias lavagens para retirar os elementos que nao
se ligaram as proteinas virais, € adicionado um anticorpo biotiniliado de detec¢do (anti-
IgG humana) acoplado a um fluoréforo (acoplado a estreptavidina) que permite a
aquisicao especifica dos conjugados. A figura 11, a seguir, ilustra os passos da técnica. O
protocolo testado e padronizado pelo GIPB no IRR nédo pdde ser disponibilizado porque
é de uso confidencial da FIOCRUZ/MG.

Phycoerythrin [3)
fluorescent cﬂ 609
reporter bo Streptavidin

__/ Biotinylated isotype-specific
1

detection antibody

Anti-SARS-CoV-2 antibody

\\}\A

SARS-CaoV-2 viral protein

Magnetic bead

Figura 11: Ensaio Luminex Soroldgico para SARS-CoV-2. Representacdo esquematica do ensaio para
medida de anticorpos anti-SARS-CoV-2 no soro pelo kit Bioplex (Bio-Rad®). Esferas (beads) magnéticas
acopladas aos antigenos de interesse (proteinas N e S do SARS-CoV-2) ligam-se aos anticorpos especificos
anti-SARS-CoV-2 presentes no soro. Anticorpos de deteccdo anti-lgG humana acoplados a biotina se ligam
aos anticorpos imunobilizados nas esferas e sdo ligados por estreptavidina marcada com fluoroforo
permitindo sua deteccdo pela medida da imunofluorescéncia, pelo equipamento Luminex (Bio-Rad®).
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5.8 Andlises Estatisticas
5.8.1 Teste de Normalidade

Os testes de normalidade e lognormalidade sdo utilizados para ajustar as distribuigdes
de probabilidade continuas e unidimensionais de maneira que todas fiquem distribuidas
de forma igualitaria e permitindo uma analise mais segura e confidvel dos dados.
Utilizamos o teste Kolmogorov-Smirnov para analises com n amostral inferior a 30

individuos e o teste Shapiro-Wilk para analises com n amostral superior a 30 individuos.

5.8.2 Teste de Mann Whitney

As diferencas de abundancia relativa dos nimeros gerados pelas analises realizadas
foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney ndo paramétrico sempre que era realizada
uma comparacgéo simples entre duas colunas ou grupos. O valor de p<0,05 foi considerado

como estatisticamente significativo, utilizando o programa Graph Pad Prism 8.0®.

5.8.3 Teste de Kruskal-Wallis e Pés-Teste de Dunn

As diferencas de abundancia relativa dos nimeros gerados pelas andlises realizadas
foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis ndo paramétrico sempre que era realizada
uma comparagdo com mais de duas colunas ou grupos. O valor de p <0,05 foi considerado
como estatisticamente significativo, utilizando o programa Graph Pad Prism 8.0%. O p6s-
teste de Dunn foi utilizado para a aquisi¢cdo dos valores estatisticos especificos para cada

comparacao realizada.

5.8.4 Teste de ROUT

O teste ROUT é um método utilizado para identificacdo de valores distribuidos
drasticamente fora (outliers) de uma curva gaussiana da distribuicdo dos dados em
analise. Esses outliers podem induzir resultados menos confidveis sendo necessario sua

exclusdo do n amostral.
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5.9 Graficos
5.9.1 Radar

O grafico em radar faz a representacdo do balanco da alta frequéncia de uma
populacdo de interesse, no caso do presente trabalho, os mediadores inflamatorios ou
reguladores dos grupos descritos. Os graficos foram construidos com cada eixo exibindo
a proporcao dos voluntéarios com a frequéncia de produgdo de cada biomarcador em cada
um dos grupos. Os valores, em cada um dos eixos, foram unidos para formar a area
poligonal central que representa o equilibrio global dos mediadores. O aumento (acima
de 50% em relacdo a média global) ou reducéo (inferior a 50% em relacdo a média global)

das areas poligonais centrais refletem a expressao de cada um dos analitos.

5.9.2 Violino

O gréfico de Violino é uma demonstracdo visual da variacdo de dados numéricos
semelhante ao Box Plot (grafico que representa os dados em caixas ou barras), entretanto
permite uma melhor visualizagdo das distribui¢Ges dos dados por meio de seus quartis

nos diferentes grupos de estudos.

5.9.3 Correlograma de Correlacédo de Spearman

As matrizes de correlacdo em todas as citocinas do plasma do paciente, comparando
0 dias de infecc¢do por COVID-19 e 7 dias de infec¢do por COVID-19 em Belo Horizonte,
Brasil. A forca da correlacdo entre duas variaveis é representada pela cor do circulo na
intersecdo dessas variaveis. As cores variam de azul brilhante (forte correlacéo positiva;
ou seja, 12 = 1,0) a vermelho brilhante (forte correlacao negativa; ou seja, 12 = — 1,0). O
tamanho do circulo representa a diferenca estatistica (p-value) entre as citocinas, quanto
maior o circulo, maior a diferenca estatistica. Os resultados ndo foram exibidos se P >
0,05.

5.9.4 Heatmap

O Heatmap é capaz de representar os dados em duas dimensdes de maneira que 0s

valores séo apresentados em coloragdo com maior ou menor intensidade indicando
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claramente os fenbmenos que estdo associados ou que variam dentro do espaco. Nesse

tipo de representacéo grafica, quanto mais forte é a coloracdo azul, maior é a correlacéo

positiva e quanto mais forte a coloracdo vermelha, maior é a correlagdo negativa. Os

espacos em branco indicam que os dados possuem uma correlagcdo nula por seguirem

direcdes opostas e desassociadas.

6 RESULTADOS & DISCUSSAO

6.1 Analise das Caracteristicas das Populagfes do Estudo

Incialmente, analisamos as caracteristicas demograficas e de saude dos 309
individuos selecionados para as analises de mediadores plasmaticos (Tabela 7).

Tabela 7 — Tabela Populacional de Individuos Utilizados na Analise

Governador Valadares Belo Horizonte Sdo Paulo
(n = 89) (n=174) (n = 46)
COVID-19 SG COVID-19 SG COVID-19 SG Valor de
(n=43) (n=44) (n = 98) (n=76) (n = 35) (n=11) P
38,0 42.9* 39.0 0.0057*
Idade (anos) (n; 39,7 +158 42,1 + 14,6 | 46,0 £ 11,0*
(1810 90) [ (18 to T0) {23to 69) | 0.0017*
02 01
Faixa Etaria (idosos) (r 07 (15,55%) |05 (11.36%)( 15 (15.30%) | 11 (14.47%) 0.0895
(5,71%) (9,09%)
Sexo (feminino) (r 26 (57,77%) |21 (47,72%)( 45 (45,91%) | 41 (53,94%) | 21 (60,00%) | 05 (45.45%) | 0.0674
indice de Massa Corpo r
SR il 26,7+ 4,89 (26,6 54.22 | 268+5.22 | 26.8+4.48 - - 0.0679
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Comorbidades

Obesidade‘

Doencas Respiratorias (n;%)

Doencas Cardiacas (n;%)

Hipertenséo (n;%)

Doencas Metabdlicas (n;%)

Doencas Renais Cronicas
(n;%)

Com mais de uma
comorbidade dentro destes
grupos (n;%)

Gravidade da COVID-19
(n;%)

Leve

Moderado

€] rave‘

10 (22,22%) |08 (18,18%)| 18 (18,36%) | 16 (21,05%) - -
07 (15,55%) | 04 (9,09%) | 13 (13,26%) | 10 (13,15%) | 02 (5,71%) | 03 (27,27%)
08 (17,77%) |09 (20,45%)| 24 (24,48%) | 15 (19,73%) | 13 (37,14%) | 0 (0,0%)
07 (15,9%) |07 (15,55%)| 21 (21,42%) | 15 (19,73%) | 7 (20,0%) | 01 (16,6%)
0(0,0%) | 0(0,0%) | 11(11,22%) | 04 (5,26%) | 06 (17,14%) | 0 (0,0%)
01(222%) | 0(0,0%) | 05(510%) | 03(3,94%) | 0 (0,0%) 0 (0,0%)
02 (4,44%) | 0(0,0%) | 11 (11,22%) | 08 (10,52%) | 07 (20,00%) | 0 (0,0%)
42 (93,33%) - 79 (80,61%) - 6 (17,14%) -

0 (0,0%) - 5 (5,10%) - 13 (37,14%) -

0 (0,0%) - 8 (8,16%) - 16 (45,71%) -

Hospitalizado (Moderado
ou Grave)

03 (6,66%)

06 (6,12%)

0 (0,0%)

Estes individuos foram selecionados (309 entre os 763 voluntarios recrutados),

isto porque eles nos permitiram um pareamento mais adequado de sexo, idade e presenca

de comorbidades para comparar os grupos de individuos com COVID-19 nas formas leve,

moderada e grave entre si e com o grupo sindrome gripal (SG). Desta maneira, pudemos

excluir a influéncia desses fatores no desfecho da doenca e analisar com mais precisao o

efeito do perfil inflamatorio. Foram observadas diferencas apenas na idade dos individuos

do grupo geral, mas essas diferencas foram utilizadas posteriormente para segregar 0s

individuos entre adultos e idosos que puderam ser analisados separadamente (Figura 19).
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6.2 Analises dos Mediadores Plasmaticos Para Caracterizacdo da Populacéo do
Estudo

Observamos, ao longo das analises, que 8 mediadores detectados pelo ensaio de
Luminex (CCL2, CXCL8, CXCL10, IL-6, IL12p70, IFN-y, IL-1Ra e IL-10) se
destacaram apresentando diferencas significativas entre 0os grupos comparados em quase
todas as analises. Além desses mediadores, optamos por adicionar 6 mediadores
complementares (CCL5, IL-15, TNF-a, IL-4, IL-5 e IL-2) para complementar o painel
inflamatério dos individuos tendo em vista aqueles ja descritos como importantes no

inflammaging.

Para as analises globais do perfil inflamatorio, foram considerados todos os 27
mediadores medidos pelo ensaio de Luminex. No entanto, para as analises
individualizadas dos mediadores com célculos estatisticos de diferengas entre grupos

foram considerados apenas aqueles mencionados no paragrafo anterior.

Primeiramente, foram feitas analises gerais para entender se havia varia¢des no perfil
inflamatorio dos individuos quando consideradas variaveis como 0 sexo e a raga, por
exemplo. Depois, analisamos as possiveis diferencas entre 0s grupos em outros
parametros como os biomarcadores bioguimicos e o valor da carga viral obtida no exame
de RT-PCR para COVID-19. Em seguida, as analises se direcionaram para a escolha do
dia de inicio de sintomas que melhor se adequava ao objetivo principal do estudo que era
detectar mediadores e biomarcadores que pudessem predizer o desfecho da COVID-19.
Para isto, o perfil inflamatdrio dos individuos deveria ser o mais inicial possivel para
evitar a confusdo destes com as grandes alteraces produzidas pelo curso da doenca.
Apos esta escolha, foram analisados os grupos clinicos da doenga, primeiro comparando
0S grupos em comum nos 3 centros de coleta, observando também as diferencas entre 0s
individuos adultos (20 a 59 anos) e idosos (acima de 60 anos) de regiGes endémicas e nao
endémica, depois comparado todas as formas clinicas da COVID-19, considerando 0s
voluntarios das cidades de Belo Horizonte e S&do Paulo. Ainda pensando nos possiveis
biomarcadores ou preditores de diferentes formas clinicas da COVID-19, foram
analisadas duas pequenas coortes, uma contendo um grupo de pacientes que tiveram
material coletado quando apresentavam a COVID-19 na sua forma leve e, posteriormente,
evoluiram e foram hospitalizados (denominados como grupo COVID-19 EVO) e a outra
coorte com individuos hospitalizados coletados em dois tempos distintos (tempo 0 e 7
dias apos a primeira coleta). Por fim, foi realizada uma comparacao do perfil inflamatdrio

de individuos vacinados e reinfectados e uma analise adicional com um painel contendo
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a citocina CXCLJ9, recentemente descrita como possivel biomarcador do envelhecimento.
Neste ultimo caso, comparamos as concentra¢des de CXCL9 em individuos com COVID-

19 em diferentes faixas etarias.

O grupo “sindrome gripal” (SG) se refere a um grupo de individuos ndo infectados
com SARS-CoV-2, mas que apresentou alguma doenga respiratéria aguda cujo agente
infeccioso ¢ desconhecido. O grupo de pacientes “hospitalizados” foi composto de
individuos com COVID-19 que podem apresentar as formas moderada ou grave de

COVID-19 e que foram unidos em um s6 grupo com o intuito de ampliar o n amostral.

E importante destacar que o grafico de radar entrega um resultado da complexidade
dos biomarcadores que estdo sendo analisados, sendo importante na observagédo global
das frequéncias de alto produtores (todos que ultrapassarem o eixo interno que equivale
a 50%) dentro de cada grupo. O gréafico de radar como esta aqui apresentado, ndo é capaz

de dar confirmacdo estatistica das diferencas que demonstra.

Para facilitar a discussdo dos dados, apresentamos a descri¢do dos resultados e a sua

discussdo em uma sessao Unica.

Sindrome Gripal (Brasil) COVID-19 (Leve) (Brasil)

CCL-11 CCL-11
L-2

e H omens e omens

s Mulheres =N ulheres

COVID-19 (Grave) (Brasil)

CCL-11
IL-2 CXCL-8

A\

#\ @ Homens

10 ’ TNF-alpha
T

IL-1 beta e Nulheres
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Figura 12: Influéncia do Sexo dos Voluntarios no Seu Perfil Inflamatério. (A) Anélise comparativa da
frequéncia de altos produtores dos mediadores entre homens (n=53) e das mulheres (n= 57) em cada um
dos grupos clinicos, utilizando a populacdo dos 3 centros de coletas. Os dados foram apresentados em
gréaficos de radar e expressos em percentual. (B) Analise comparativa das concentracGes dos mediadores
plasmaticos entre as formas clinicas da COVID-19 e o grupo com sindrome gripal (SG) nos individuos
sexo masculino. (C) Anélise comparativa das concentracdes dos mediadores plasmaticos entre as formas
clinicas da COVID-19 e o grupo com sindrome gripal (SG) nos individuos sexo feminino. (D) Analise
comparativa dos mediadores CXCL8 e IL-15 entre homens e mulheres nas diferentes formas clinicas da
COVID-19 e no grupo com SG. Nos gréficos de violino, a mediana separa os quartis e o formato do violino
é diretamente proporcional aos valores dos dados. As amostras foram previamente normalizadas e com
outliers excluidos do n amostral, foi realizado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste de Dunn. As
linhas foram utilizadas para representar quais grupos foram comparados e 0s asteriscos para representar a
significancia estatistica (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 ou **** p<0,0001).

Como ja colocado no inicio do tdépico anterior, as primeiras analises buscaram
compreender mais informacdes sobre a populacéo que foi coletada. Sendo assim, sabe-se
que a literatura nos mostra uma extensa discussdo sobre como 0s homens, em geral,
possuem uma susceptibilidade maior para varias doencas inflamatorias e,
consequentemente, podem expressar um processo inflamatério mais acentuado em
relacdo as mulheres (CARDANO et al, 2022). Muitas diferencas ja foram abordadas
como provaveis fatores que podem favorecer este fendmeno mais inflamatério nos
homens, embora ainda ndo haja uma resposta conclusiva, fatores genéticos (CARDANO
et al, 2022; SMITH et al, 2010), hormonais e metabdlicos (JOOSTEN et al, 2004), dentre
outros, ja foram descritos. Desta forma, ja é compreendido que um dos grupos com
susceptibilidade a COVID-19 sdo os homens, que sdo responsaveis por integrar em sua
maioria os grupos de individuos com as formas mais graves da doenca desde o inicio da
pandemia (HUANG et al, 2020) e que apesar de ndo ter necessariamente, uma
comorbidade envolvida, como é o caso dos demais grupos de risco da COVID-19, a
tendéncia € que os homens podem ser capazes de induzir processos inflamatérios mais
intensos no organismo, que podem levar a um perfil inflamatdrio mais especifico e com
menor complexidade, como observado, por exemplo, em idosos (LIPSITZ, 2004). De
fato, um trabalho recente discute o achado epidemioldgico de que os homens sdo mais
suscetiveis as formas graves da COVID-19 e essa suscetibilidade estéa correlacionada com
um perfil de producdo mais acentuada de citocinas inflamatorias no plasma (tais como
CXCLS8 e IL-18) e com ativacdo mais robusta de macrofagos ndo-classicos durante o
desenvolvimento da doenca (TAKAHASHI et al, 2020).

NOs investigamos se o perfil inflamatdrio dos homens esteva aumentado em relagdo
ao das mulheres. Entretanto, na coorte do presente estudo, observamos na comparagao
entre os sexos (Fig. 12) que os grupos SG, COVID-19 (Leve) e (Grave) apresentam um
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perfil semelhante entre homens e mulheres e que ha diferencas apenas nos individuos
com COVID-19 moderada sendo que as mulheres apresentam um perfil de producédo de
mediadores plasmaticos mais pronunciado que os homens (Fig. 12A). Em concordancia,
as andlises (Fig.12B e Fig.12C) demonstraram diferencas significativas semelhantes entre
os grupos. E importante notar que as mulheres com COVID-19 moderada apresentam um
aumento significativo da concentracdo de 5 mediadores (CXCLS8, IFN-y, IL-15, TNF-a e
IL-2) quando comparadas com seu controle SG e também um grande aumento na
expressdo de alguns mediadores como: IL-1Ra, IL-6, IL-10 e CXCL10, entre 0s grupos
de ambos os sexos. Quando realizamos a comparagdo dos grupos entre os géneros (Fig.
12D), percebe-se que existem diferencas significativas nas concentracdes de CXCL8 e
IL-15 ambas entre 0os grupos moderados sendo que as mulheres apresentam niveis mais
elevados. No entanto, apesar das mulheres apresentarem um perfil inflamatério
aparentemente mais acentuado no grupo COVID-19 (Moderado), 0s homens
apresentaram um perfil menos complexo e mais especifico, semelhante ao que ja foi
observado na literatura em individuos mais idosos ou com idade biologica acelerada, por
exemplo (DURSO et al, 2022; LIPSITZ, 2004). E interessante notar que 0 grupo com a
forma moderada de COVID-19 se destacou nessas diferengas. Nossa hipotese é que este
grupo deve conter exatamente aqueles individuos borderline em dois aspectos: 1) eles se
encontram, do ponto de vista clinico, em um momento de transicdo entre obter uma
resposta satisfatdria as intervencGes médicas e regredir para formas clinicas mais leves
ou, o contrério, progredir para formas mais graves da doenca; 2) do ponto de vista
imunoldgicos, notamos em analises subsequentes do perfil inflamatério e de outros
parametros (Fig. 14) que eles sdo o grupo que apresenta um perfil inflamatoério acentuado,
mas que contam ainda com a producdo de mediadores anti-inflamatdrios capazes de
controlar a progressdo da inflamacdo que é parte da patogénese do quadro grave da
COVID-19.
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Figura 13: Influéncia da Raga/Etnia dos Voluntarios no Seu Perfil Inflamatério. (A) Analise
comparativa da frequéncia de altos produtores dos mediadores plasmaticos entre individuos com COVID-
19 da raca branca (n=28), negra (n=17) e parda (n=30) em cada um dos grupos clinicos, utilizando apenas
a populacdo de Belo Horizonte. Os dados foram apresentados em graficos de radar e expressos em
percentual. (B) Anélise comparativa entre individuos com COVID-19 das ragas branca, negra e parda. Nos
gréaficos de violino, a mediana separa os quartis e o formato de cada violino é diretamente proporcional aos
valores dos dados. As amostras foram previamente normalizadas e com outliers excluidos do n amostral,
foi realizado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn. As linhas representam quais grupos
foram comparados e os asteriscos representar a significancia estatistica (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

ou **** n<0,0001).

O Brasil € um pais complexo com grande extensdo territorial, diferencas regionais

importantes e diversidade étnica e cultural. Assim a etnia/raca dos individuos €é parte da

complexidade inerente ao estudo da nossa populacdo. Decidimos explorar mais essas

diferencas neste estudo, pois existem poucos trabalhos publicados analisando a
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associacdo entre racas/etnias com a COVID-19 ou com outras patologias em geral.
Alguns trabalhos mostram muitos fatores que podem se relacionar & uma maior
predisposicdo a doencas circulatdrias, por exemplo (DRIES et al, 1999; VASAN et al,
2021; PRENDERGAST, 2014). Uma limitacdo do nosso estudo € que, além da
miscigenacdo brasileira que torna dificil a classificacdo de etnia e raca, esse tipo de
informacdo é obtida do préprio voluntario, sem auxilio de qualquer avaliagdo mais

precisa.

Mesmo com tais limitac6es, comparamos o perfil inflamatério de individuos que
se consideram brancos, pardos e negros (Fig. 13), sendo importante ressaltar que é uma
andlise preliminar e que seria necessario realizar estudos mais direcionados e
aprofundados para se chegar a uma conclusé@o concreta sobre os resultados. Originalmente
havia as opcdes “indigena” e “amarela” no questionario, mas em fun¢ao do baixo n
amostral, a analise foi realizada sem essas duas ragas. Sendo assim, nota-se que o perfil
inflamatorio em cada grupo € bastante semelhante, sobretudo nas analises globais (Fig.
13A). Nas analises dos mediadores individuais, 0 VEGF destaca-se na populagao negra,
onde se manifesta com a concentracdo um pouco mais aumentada na COVID-19 em
relacdo as demais etnias, na literatura, este fendmeno ja é observado. A populagéo negra
possui algumas diferencgas das demais populagcfes em se tratando de sistema circulatorio,
diferengas que podem tornar, esta populagdo, mais susceptivel ao desenvolvimento de
certos disturbios cardiovasculares (PRENDERGAST, 2014; VASAN et al, 2021). Como
0 processo inflamatorio da COVID-19 pode favorecer a inducdo de distarbios
circulatorios e de coagulacdo (ESLAMIFAR et al, 2020), entende-se que seria coerente
se esta populagdo se mostrasse mais vulneravel a esta condi¢do. Um estudo de meta-
analise de 50 artigos publicado em 2021 mostra que, dentre um total de 4.318.929
individuos incluidos dos estudos utilizados, individuos que compdem as populacdes
negra, asiatica e hispanica nos Estados Unidos tém um risco maior de contrair a infeccéo
por SARS-CoV-2 e de hospitalizacdo uma vez infectados, quando comparados com
individuos da populacdo branca. Esse estudo foi importante porque, diferentemente de
outros, ele ajustou (usando relative risk ratio and odds ratio) as populacbes pelas
condigdes socioecondmicas e de saude, fatores de confusdo relevantes nesse tipo de
analise (MAGESH et al, 2021). No nosso estudo, foi possivel observar uma expressiva
diminuigdo de IL-17A na populagdo negra infectada com COVID-19 (no grupo
hospitalizado) (Fig. 13A), entretanto, ndo detectamos diferenca estatisticamente

significativa quando comparamos 0s nhiveis dessa citocina entre as racas. A figura 13B
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mostra as diferencas de concentracdo de cada mediador em cada etnia, sendo possivel
identificar 5 diferencas: CXCL10 que aumenta de concentragdo nos individuos pardos
em relacdo aos negros, TNF-a, IL-12p70, IL-5 e IL-15 que tém a concentracdo aumentada
nos individuos negros em relacdo aos brancos. Destas, apenas a quimiocina CXCL10 nao
apresenta niveis significativamente aumentados na populacdo negra. Existem outros
fatores, sobretudo sociodemograficos, que argumentam que a populacdo negra, em geral,
€ mais vulneravel socialmente e, esta também poderia ser uma razdo pela qual
observamos tais diferencas nessa populagdo em relagdo as demais (DRIES et al, 1999;
PRENDERGAST, 2014). Para esclarecer melhor se estas diferencas sdo ligadas as
diferencas raciais (por fatores genéticos, por exemplo), seriam necessarias outras analises

levando-se em contato os fatores de confusao.

Muitos trabalhos mostraram que o aumento de alguns fatores presentes no plasma,
como a proteina C reativa (PCR) e a ferritina, seriam biomarcadores da COVID-19 grave
(SMILOWITZ et al, 2020; LIU et al, 2020; CHENG et al, 2020; MAHROUM et al,
2022). Além destes, algumas citocinas inflamatérias como a IL-6 também tém sido
descritas em associacdo com uma inflamacao mais intensa nos primeiros dias da infeccéo
(LUCAS et al, 2020; LIU et al, 2020; HUANG et al, 2020). Sendo assim, procuramos
estudar como estes pardmetros poderiam estar aumentados nas nossas 3 coortes

(analisadas em conjunto) (Fig. 14).
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Figura 14: Influéncia de Biomarcadores Bioguimicos nas Formas Clinicas da COVID-19. Anélise de
significancia estatistica dos biomarcadores Ferritina (Figura 15A) e Proteina C-Reativa (PCR) (Figura 15B)
de individuos infectados com diferentes formas clinicas da COVID-19, utilizando a populacéo dos 3 centros
de coletas. Os dados foram apresentados em grafico blox-plot considerando que a mediana separa 0s quartis.
As amostras foram previamente normalizadas e com outliers excluidos do n amostral, foi realizado o teste
Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn. As linhas foram utilizadas para representar quais grupos
foram comparados e 0s asteriscos para representar a significancia estatistica (* p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001 ou **** p<0,0001). Nao houve diferenga nos niveis Vitamina D entre 0s grupos e, por essa razéo,
esta ndo foi representada na figura.

Observamos que, de fato, a PCR e a ferritina estdo mais aumentados entre 0s
grupos infectados com COVID-19 nas formas clinicas mais graves da doenca, em

concordancia com os dados ja publicados na literatura.

Uma das questes importantes abordadas no nosso estudo foi a relevancia do tempo
de inicio da infeccdo pelo SARS-CoV-2 nas andlises de quaisquer fatores que
eventualmente contribuiriam para determinar o quadro mais grave da COVID-19. Muitos
trabalhos publicados com COVID-19 ndo observam o dia de inicio dos sintomas (DIS)
como uma variavel que pode ser muito importante a depender da hipdtese a ser abordada.
No presente estudo, entendemos que o perfil inflamatério do individuo no periodo inicial
da doenca seria critico para investigar o impacto desse perfil no desfecho da COVID-19
ja que é esta nossa hipétese de trabalho. Com o avanco do processo infeccioso, as
alteracdes impostas pela resposta imune se somam a este perfil tornando a analise mais
difusa e completa. Abordagem similar foi realizada em alguns trabalhos (LUCAS et al,
2020) que demonstram que os primeiros 5 a 7 dias de inicio dos sintomas sdo 0s mais
adequados para avaliacdo da inflamacg&o relacionada a infecgdo viral propriamente dita,
uma vez que as alteragdes nos dias subsequentes ocorrem em funcéao da participagdo mais
ativa de outras células (principalmente linfocitos) e da concentracdo mais amplificada de
determinadas moléculas (LUCAS et al, 2020). A propria tempestade de citocinas ou
explosdo inflamatoria que é capaz de causar lesdes ao organismo ndo tem uma relacao
direta com o virus, mas é uma consequéncia da resposta imune (que pode ser determinada
por um perfil imune prévio do individuo) a infeccdo viral (HUANG et al, 2020;
MEDZHITOV, 2008; LUCAS et al, 2020; LIU et al, 2020). Diante dessas consideracoes,
decidimos analisar 3 grupos distintos, com individuos infectados e ndo infectados, e
varios tempos de infeccdo para orientar a escolha de qual seria o DIS ideal para 0 nosso
estudo. Os dias de infeccdo seriam 1 a 4 dias, 5 a 9 dias e acima de 10 dias (contados a

partir do inicio dos sintomas). Como 0 nosso objetivo é examinar o impacto de um perfil
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inflamatorio inicial relacionado aquele apresentado por individuos idosos (inflammaging)
e avaliar o seu impacto no desfecho da doenca, analisamos duas faixas etarias: adultos

(20 a 59 anos) e idosos (acima de 60 anos).
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Figura 15: Influéncia do Perfil Inflamatdrio dos Voluntarios nos Diferentes Dias Apos o Inicio dos
Sintomas nas Formas Clinicas da COVID-19. (A) Analise comparativa da frequéncia de altos produtores
dos mediadores entre individuos SG (n=115) e infectados com COVID-19 (n=146), utilizando apenas a
populacdo de Belo Horizonte. Os dados foram apresentados em gréficos de radar e expressos em percentual.
O gréfico de radar mostra um aumento na frequéncia de altos produtores dos biomarcadores. Nesta figura
foi realizada a comparacéo de diferentes grupos de inicio de sintomas, sendo eles 1 a 4 dias (SG n=63 e
COVID-19 n=56), 5 a 9 dias (SG n=34 e COVID-19 n=48) e acima de 10 dias (SG n=18 e COVID-19
n=42). Ainda na figura 16A, a direita, foi realizado uma comparagdo dos mesmos grupos de inicio de
sintomas, porém comparando a frequéncia dos altos produtores entre adultos e idosos. Para esta analise,
apenas a populacdo coletada em Belo Horizonte foi utilizada, pelo fato de ter sido o centro que coletou
maior nimero de pacientes idosos e que apresentou melhor distribuicdo de pacientes dentre os dias de
sintomas. (B) Andlise do perfil inflamatério dos individuos com COVID-19 com 1 a 4 dias de inicio de
sintomas. (C) Analise do perfil inflamatério dos individuos com COVID-19 com 5 a 9 dias de inicio de
sintomas. (D) Analise do perfil inflamatério dos individuos com COVID-19 com mais de 10 dias de inicio
de sintomas. Os dados foram apresentados em gréafico violino considerando que a mediana separa os quartis
e o formato do grafico é diretamente proporcional aos valores dos dados. As amostras foram previamente
normalizadas e com outliers excluidos do n amostral, foi realizado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo pos-
teste de Dunn. E importante ressaltar a simbologia utilizada para representar os valores estatisticos, onde
foi utilizado linhas (para representar quais grupos foram comparados) e asteriscos (para representar a
significancia estatistica, podendo ser: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001 ou **** = p<0,0001).
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Figura 16: Analise Global do Perfil Inflamatério dos Voluntarios com COVID-19 e SG nos Primeiros
7 Dias Apés o Inicio dos Sintomas. Analise comparativa da frequéncia de altos produtores dos mediadores
entre individuos SG (n=105) e infectados com COVID-19 (n=178), utilizando os individuos das 3 cidades
(centros de recrutamento). O grafico de radar mostra um aumento na frequéncia de altos produtores dos
mediadores. Nesta figura foi realizada a comparagéo do perfil inflamat6rio dos voluntéarios entre 1 a 7 dias
de inicio dos sintomas (sendo o grupo SG dialn=9,dia2n=16,dia3n=22,dia4 n=21,dia5n=19,
diaén=7edia7n=11,eo0grupo COVID-19,dialn=7,dia2n=22,dia3n=25dia4n=237dia5
n =34, dia 6 n =22 e dia 7 n = 31). Os dados foram apresentados em graficos de radar e expressos em
percentual.
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E importante salientar mais uma vez que o grafico de radar entrega um resultado
da complexidade dos biomarcadores que estdo sendo analisados, sendo importante na
observacao global das frequéncias de alto produtores (todos que ultrapassarem 0 eixo
interno que equivale a 50%) dentro de cada grupo. O grafico de radar como esta aqui
apresentado, ndo e capaz de dar confirmacdo estatistica das diferencas que demonstra.
Ademais, as andlises realizadas na figura 16 ndo expressam uma cinética entre 0s

individuos e sim a comparacdo de individuos infectados em diferentes DIS.

Nossos resultados mostraram que, a partir de 10 dias do inicio dos sintomas, 0
perfil inflamatdrio altera-se drasticamente entre os grupos (Fig. 15A). Ocorrem Vvarias
diferengas entre os fatores de crescimento e perda de correlagdo com citocinas anti-
inflamatorias e varios dos mediadores pro-inflamatérios (Fig. 15B), reforcando a
concluséo de que nossas analises deveriam incluir individuos com 1 a 7 dias de infecgéo
(Fig. 16). A partir desses resultados, padronizamos todas as anélises para esse tempo de
sintomas. E interessante observar como a expressio CXCL10, aumenta nos individuos
infectados com 1 dia de sintomas e permanece aumentado até individuos infectados com
7 dias de sintoma (Fig. 16).

Além disto, observamos, na comparacdao dos individuos adultos e idosos com
COVID-19 entre diferentes grupos de sintomas, que os idosos, mais vulneraveis a doenca,

exibem um perfil inflamatorio especifico e com baixa complexidade (Fig. 15A).

Uma outra questéo relevante quando analisando os véarios desfechos clinicos da
COVID-19 é certamente se esses desfechos ndo foram determinados pela presenca de

cargas virais diferentes entre os individuos.
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Figura 17: Influéncia da Carga Viral de Individuos Infectados no Desenvolvimento das Diferentes
Formas Clinicas da COVID-19. Foram considerados os voluntarios das 3 Cidades analisadas em conjunto.
Os dados foram apresentados em grafico blox-plot considerando que a mediana separa os quartis. Cada
box-plot representa o nimero de ciclos necessarios (CT) para a deteccdo do virus SARS-CoV-2 pela técnica
de RT-PCR. O CT corresponde ao nimero de ciclos de PCR necessarios para o inicio da amplificacdo, ou
seja, 0 momento em que a fluorescéncia emitida ultrapassa a linha do limite. Dessa forma, o CT tem relacéo
inversamente proporcional & quantidade de sequéncia alvo presente na amostra. As amostras foram
previamente normalizadas e com outliers excluidos do n amostral, foi realizado o teste Kruskal-Wallis
seguido pelo pos-teste de Dunn. As linhas foram utilizadas para representar quais grupos foram comparados
e 0s asteriscos para representar a significancia estatistica (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 ou
****p<(0,0001).

Para confirmar que os individuos que foram selecionados com 1 a 7 dias de
sintomas nédo apresentam diferengas na concentracéo viral infectante do SARS-CoV-2 e,
assim, garantir a homogeneidade dos grupos clinicos infectados com COVID-19, fizemos
uma andlise comparativa da carga viral presente nos swabs dos individuos infectados
apresentando diferentes formas clinicas de COVID-19. Considerando que, quanto maior
é a concentracdo do virus menos ciclos de RT-PCR (CT) serdo necessarios para a
amplificacdo dos genes virais, observamos que ndo houve diferencas significativas entre
0s grupos clinicos avaliados (Fig. 17), ou seja, ndo houve qualquer interferéncia da
concentracdo viral infectante com a gravidade da doenca nas analises desses pacientes
com COVID-19 nos quais o inicio dos sintomas ocorreu entre 1 a 7 dias antes do teste.
Portanto, esta ndo foi uma varidvel relevante para determinar o desfecho clinico da
doenga. Resultado semelhante ao que foi observado por Lucas e colaboradores,
analisando individuos infectados de uma populacdo nos Estados Unidos da América
(EUA), mostrando que as cargas virais entre individuos com COVID-19 leve, moderada
e grave ndo apresentaram diferencas significativas (LUCAS et al, 2020). Esses dados
obtidos em individuos de paises e cidades diferentes sugerem que outras variaveis, tais
como aquelas ligadas ao perfil imunologico dos individuos, podem ser mais relevantes

que a carga viral para determinar o desfecho da COVID-19.

Com a populacdo caracterizada e o DIS ideal padronizado (1-7 dias) para os
objetivos do nosso estudo definido, foi possivel explorar com maior acurdcia as

populacdes coletadas em cada centro e compara-las entre si.

Como ja discutido, a populacdo brasileira se distribui em uma grande extensao
territorial, formando &reas distintas que podem ser caracterizadas como endémicas ou néo
endémicas para determinadas doencas. Estudos prévios demonstraram que estas areas
configuram perfis imunoldgicos distintos em funcdo da imunobiografia, que tornam estes

individuos mais vulneraveis a determinadas condicdes, incluindo o inflammaging e o
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envelhecimento bioldgico (SILVEIRA-NUNES et al, 2017; TORRES et al, 2018;
BATISTA et al, 2020). A cidade de Governador Valadares, situada no estado de Minas
Gerais, foi escolhida como um dos centros de coleta para realizacdo deste estudo por ser
considerada uma area endémica para diversas doencas infecciosas (Esquistossomose,
Leishmaniose, Hanseniase além de arboviroses como Dengue e Chikungunya) e pelos
resultados anteriores do nosso grupo mostrando que os individuos que residem nessa
cidade apresentam uma aceleracdo da senescéncia bioldgica medida pela metilacdo do
DNA (DURSO et al, 2022). Nossa hipotese € que esses individuos, por estarem mais
expostos a uma concentracdo maior e mais diversa de antigenos, teriam um perfil
inflamatorio mais acentuado, o que poderia torna-los mais susceptiveis a progressao
clinica da COVID-19 para quadros mais graves. Ademais, 0s idosos dessas regides
endémicas poderiam ser ainda mais vulnerdveis. Sendo assim, comparamos 0S grupos
clinicos em comum de cada cidade. Curiosamente, o grupo de individuos de Sao Paulo
que integram o grupo COVID-19 (Leve), apresentou uma producdo muito acentuada de
mediadores quando comparado com as populacdes de Belo Horizonte e Governador
Valadares. No entanto, é possivel notar que a populacdo de area endémica também
apresenta um grande aumento na producdo dos mediadores (Fig. 18A). E importante
ressaltar que nao foi possivel comparar grupos que apresentam uma forma clinica mais
grave para COVID-19, porque ndo conseguimos coletar um n amostral suficiente na

cidade de Governador Valadares.
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Figura 18: Comparacdo do Perfil Inflamatdrio dos Voluntarios das 3 Cidades do Brasil. (A) Anélise
comparativa da frequéncia de altos produtores dos mediadores plasmaticos entre individuos com COVID-
19 leve e sindrome gripal (SG) em Belo Horizonte (n=155, sendo SG n=76 ¢ COVID-19 Leve n=79),
Governador Valadares (n=86, sendo SG n=44 e COVID-19 Leve n=42) e Sdo Paulo (n=17, sendo SG n=11
e COVID-19 Leve n=6). Os dados foram apresentados em graficos de radar e expressos em percentual. (B)
Andlise das concentracdes dos mediadores plasmaticos em individuos com COVID-19 e com sindrome
gripal (SG) de Belo Horizonte divididos nos grupos SG (n=76) e COVID=19 Leve (n=79). (C) Analise das
concentragBes dos mediadores plasmaticos em individuos com COVID-19 e com sindrome gripal (SG) de
Governador Valadares divididos nos grupos SG (n=44) e COVID=19 Leve (n=42). (D) Analise das
concentragdes dos mediadores plasmaticos em individuos com COVID-19 e com sindrome gripal (SG) de
S&o Paulo divididos nos grupos SG (n=11) e COVID=19 Leve (n=6). Os dados foram apresentados em
grafico violino considerando que a mediana separa 0s quartis e o formato do violino é diretamente
proporcional aos valores dos dados. As amostras foram previamente normalizadas e com outliers excluidos
do n amostral, foi realizado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn. As linhas representam
quais grupos foram comparados e asteriscos representam a significancia estatistica (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 ou ****p<0,0001).

Alguns trabalhos propGem que a elevacdo nos niveis plasmaticos da quimiocina
CXCL10 pode ser um preditor de gravidade da COVID-19, por esse mediador se mostrar
bastante aumentado nos individuos com a doenca grave (TAY et al, 2020; COPERCHINI
et al, 2021%; COPERCHINI et al, 2021° HUANG et al,2020). No nosso estudo,
observamos que a concentracdo de CXCL-10 esta elevada no grupo COVID-19 quando
comparada ao grupo SG (Fig. 17 e Fig. 18A). As analises estatisticas nas figuras 18B,
18C e 18D, demonstram que niveis plasmaticos elevados dessa quimiocina estdo
correlacionados com a COVID-19 em relagdo ao grupo ndo infectado, independente do
centro de coleta. TAY e colaboradores relataram também a alta associacdo de
determinados mediadores cuja concentracdo estaria elevada no plasma com a COVID-
19: IL-6, IFN-y, CCL2 e CXCL10, por exemplo (TAY et al, 2020; HUANG et al, 2020).
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Onde observamos que a CXCL10 esta presente nas 3 regides e possui uma forte diferenca
estatistica em cada regido. Ademais, alguns trabalhos mostram ainda que outros
mediadores, tais como IL-1Ra e IL-10 parecem apresentar a mesma associagdo (LUCAS
et al, 2020; HUANG et al, 2020). Esse perfil “classico” de alteracdo de mediadores
plasméaticos na COVID-19 é observado nas populagdes das 3 cidades utilizadas como
centros de recrutamento no nosso estudo (figuras 18B, 18C e 18D), entretanto, notamos
alteragbes também nos niveis de CXCL8, molécula quimioatraente de neutrofilos. E
importante destacar que TNF-a, muito relacionado com o perfil inflamatério do
inflammaging (QINGWEI et al, 2013), estd aumentado apenas na populacdo que reside
em area endémica, assim como a IL-10. O papel da IL-10 na resposta imune contra
infeccbes tem sido muito discutido na literatura. Alguns trabalhos mostram que sua
elevacdo no plasma pode aumentar a susceptibilidade dos individuos para outras
infeccbes, por se tratar de uma molécula com alto potencial anti-inflamatorio
(ARUNACHALAM et al, 2020; ZHAO et al. 2020). Em contrapartida, outros trabalhos
discutem que a sua diminuicdo favorece o estabelecimento de um perfil inflamatdrio
sendo esta uma caracteristica ligada ao inflammaging e ao aumento da suscetibilidade a
fragilidade em idosos (FRANCESCHI et al, 2018). Contudo, é possivel concluir que a
acao reguladora da IL-10 participa da modulagéo da inflamacéao e pode ser importante no
controle da resposta imune evitando a evolucdo para quadros graves de doencas
infecciosas. As analises dos grupos exibidos na figura 18 mostram um perfil inflamatério
semelhante a este nos individuos com COVID-19, embora existam diferencas entre as 3

cidades.

A cidade de Sao Paulo tem certo destaque inflamatorio nas 3 regiGes, apresentando
perfil mais intenso em comparacdo com as demais cidades, como ja mencionado
anteriormente. Além deste resultado demonstrar como a imunobiografia é diferente em 3
cidades de uma Unica regido brasileira, esta diferenca de perfil também poderia ser
justificada pela maior interagdo dos individuos com poluentes (sobretudo do ar), maiores
incidéncias de obesidade/sedentarismo e por determinados surtos infecciosos que
acometeram esta populacédo recentemente (GUARNIERI & BALMES, 2014).

Como nossa hipétese de trabalho é que o perfil mais inflamatério do idoso
(inflammaging) estaria relacionado a desfechos clinicos mais graves da COVID-19, o
préximo passo foi comparar os perfis de mediadores plasmaticos de individuos adultos

(20-59 anos) e idosos (>60 anos). Considerando que houve o recrutamento de um n
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amostral mais amplo de individuos idosos na populacéo de Belo Horizonte e Governador

Valadares, buscamos comparar os grupos clinicos distintos nessas duas cidades.

Belo Horizonte (Adulto) Governador Valadares (Adulto)

FGF basic ‘ir’/ \wf}- IL-1 beta
IL-13 ' y‘ “y\‘ﬁ IL-6
IL-10 “’4"‘ ‘ TNF-alpha
1L-12(p70)
IL-5 TFN-gamma
IL-lra Ta7Al

Belo Horizonte (Idoso)

CCL-11
5

V‘é\\-— (4;-

AN

Figura 19: Comparago dos Individuos com COVID-19 de Area Endémica (Governador Valadares)
e Ndo Endémica (Belo Horizonte) por Faixa Etaria (Adultos e Idosos). (A) Analise comparativa da
frequéncia de altos produtores dos mediadores entre individuos com COVID-19 em duas diferentes faixas
etérias de individuos de Belo Horizonte (Adultos com n=136, sendo SG n=65 e COVID-19 Leve n=71 e
idosos com n=19, sendo SG n=11 e n=8) e de Governador Valadares (Adultos com n=75, sendo SG n=39
e COVID-19 Leve n=36 e idosos com n=11, sendo SG n=5 e n=6) Os dados foram apresentados em gréaficos
de radar e expressos em percentual. As analises foram realizadas apenas estes dois centros em funcgéo do
baixo nimero de individuos idosos coletados em S&o Paulo.

Observamos um perfil de baixa complexidade e maior especificidade nos
individuos idosos (Fig. 19) e que os individuos ndo infectados de area endémica
apresentam um perfil inflamat6rio mais acentuado quando comparados com a populagédo
que ndo reside em area endémica (Belo Horizonte). No grupo COVID-19 idoso, por sua
vez, observamos a expressdo de 100% de altos produtores em quase todas as quimiocinas
e, também em IL-1B, IL-4 e IL-13. Os idosos de Belo Horizonte também apresentam a
expressao elevada de alguns mediadores tendo perfil de 100% de alto produtores, como
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CCL11,IL-9e IL-17A, porém apresentam um perfil bastante diferente dos idosos de area
endémica. Entretanto, fica evidente que os idosos parecem exibir um perfil mais

inflamatorio em relacdo aos adultos em ambas as cidades (Fig. 19).

Como os individuos de Governador Valadares apresentaram um perfil
inflamat6rio muito mais exuberante (tanto no grupo adulto, quanto no idoso) quando
comparados com aqueles de Belo Horizonte, concluimos que essa populagéo representa
um grupo com caracteristicas bem distintas das demais analisadas neste estudo com
relacdo ao seu inflammaging. De fato, em trabalho anterior realizado pelo nosso grupo
comparando as idades bioldgicas versus a idade cronoldgica de coortes de Governador
Valadares e Sdo Paulo, mostramos que os individuos que residem nessa area endémica
para doencas infecciosas apresentam uma aceleracdo da idade epigenética quando
comparados aos individuos de Sao Paulo. Além disto, o perfil de mediadores plasmaticos
desses individuos também é distinto indicando que pode haver uma exacerbacdo do
inflammaging nessa populagdo (DURSO ET AL, 2022). Importante destacar que a
CXCL10 é um alto produtor nos adultos e nos idosos que integram o grupo COVID-19
(Leve).

Infelizmente, ndo conseguimos um ndmero amostral suficiente de individuos com
as formas moderada e grave da COVID-19 em Governador Valadares para analisar o
efeito do perfil inflamatdrio no desfecho clinico da COVID-19. Utilizamos as populages
das areas metropolitanas de Belo Horizonte e Sdo Paulo para realizar esse tipo de analise
(Fig. 20).
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Figura 20: Relacéo do Inflammaging em Populacfes de Cidades Ndo Endémicas (Belo Horizonte e
Sao Paulo) no Desfecho da COVID-19. Todos os grupos foram devidamente pareados em sexo e idade
para realizacdo das analises. (A) Andlise comparativa da frequéncia de altos produtores dos mediadores
entre individuos infectados e ndo infectados com COVID-19, utilizando individuos de Belo Horizonte
(n=33, sendo SG n=12 e COVID-19 Leve n=12, COVID-19 Moderado n=5 e COVID-19 Grave n=4). Os
dados foram apresentados em gréficos de radar e expressos em percentual. (B) Analise comparativa da
frequéncia de altos produtores dos mediadores entre individuos infectados e ndo infectados com COVID-
19, utilizando individuos de Sdo Paulo (n=46, sendo SG n=11 e COVID-19 Leve n=6, COVID-19
Moderado n=13 e COVID-19 Grave n=16). Os dados foram apresentados em graficos de radar e expressos
em percentual. (C) Anélise comparativa da frequéncia de altos produtores dos mediadores entre individuos
infectados e nédo infectados com COVID-19, utilizando individuos de Belo Horizonte (Mesma populacao
da figura 20A) e de Séo Paulo (Mesma populacao da figura 20B). Os dados foram apresentados em graficos
de radar e expressos em percentual e demonstram as diferencas apresentadas entre as populacdes para cada
grupo clinico. (D) Anélise da concentracdo de mediadores plasmaticos em individuos com COVID-19 ou
com sindrome gripal (SG). A populagdo utilizada foi a populagdo de Belo Horizonte, a mesma utilizada na
figura 20A. (E) Analise das concentra¢es de mediadores plasmaticos em individuos com COVID-19 ou
com sindrome gripal (SG). A populacdo utilizada foi a populacéo de S&o Paulo, a mesma utilizada na figura
20A. Os dados foram apresentados em grafico violino considerando que a mediana separa os quartis e o
formato do violino é diretamente proporcional aos valores dos dados. As amostras foram previamente
normalizadas e com outliers excluidos do n amostral, foi realizado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo pds-
teste de Dunn. As linhas foram utilizadas para representar quais grupos foram comparados e asteriscos para
representar a significancia estatistica (p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ou **** p<0,0001).

Buscando relacionar a gravidade da doenca, avaliamos apenas 0s grupos clinicos
das cidades ndo endémicas nos quais os individuos foram pareados por sexo e idade.

Observamos que quanto mais grave € a forma clinica da doenca, maior sera a producao
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dos mediadores analisados, independentemente da cidade (Fig. 20A e Fig. 20B).
Entretanto, quando a analise ¢é feita comparando os grupos entre as cidades, a populacédo
analisada de S&o Paulo apresenta um perfil de producéo de mediadores plasmaticos mais
acentuado em todas as formas clinicas da COVID-19, mas ndo nos individuos com SG
(Fig. 20C). Quando comparamos individualmente o0s mediadores plasmaticos,
observamos que varios mediadores inflamatorios tipicos do inflammaging e da
inflamagdo que acompanha a COVID-19 se encontram significativamente mais
aumentados nas formas moderada e grave da doenca quando comparados com 0 grupo
controle SG. Esses mediadores séo: IL-6, IFN-y, CCL2, CXCL10, IL-1Ra e IL-10 nos
individuos de S&o Paulo e CXCL10, IL-6 e IL-1Ra nos individuos de Belo Horizonte
(Fig. 20D e Fig. 20E), destaque para CXCL10 que, mais uma vez, tem forte destaque
estatisticamente significativo em ambas as regides e, parece acompanhar em propor¢éo a
gravidade da doenca, intensificando nas formas mais graves da doenga. A IL-1Ra, aparece
mais uma vez alterando entre os grupos de maneira significativa, tendo em vista que o
perfil inflamatorio classico da COVID-19 relatado na literatura inclui um aumento de IL-
1B, muito em fung@o do aumento tardio de IL-1Ra o que contribuiria para o0 CS (LUCAS
et al, 2020). Este aumento de IL-1Ra, poderia inclusive estar impedindo o aumento da
expressdo de IL-1P na presente populagdo. Entretanto, é importante ressaltar que o n
amostral utilizado nestas andlises ndo é capaz de confirmar uma influéncia do
inflammaging com a COVID-19. Desta forma, é necessario que estudos com um n
amostral mais significativo sejam realizados para que seja possivel confirmar se de fato

existe esta diferenca e uma influéncia da doenca com o inflammaging.

Ao todo, para o presente trabalho, 763 individuos foram recrutados. Entretanto,
esses voluntarios foram filtrados pela aplicacdo de critérios de inclusdo e exclusdo para
garantir uma amostra mais homogénea e pareada por sexo e idade, por exemplo. Foi
possivel fazer algumas pequenas coortes que permitiram observacdes relevantes para

complementar os dados sobre o perfil inflamatério da COVID-109.

Estudamos uma pequena coorte que coletamos de 10 pacientes que foram
classificados como individuos moderados ou graves e que estavam hospitalizados no
momento da coleta. Realizamos a coleta de sangue nesses individuos em dois tempos
distintos, nos tempos 0 e 7 apds admissdo no hospital e recrutamento para o estudo. Vale
ressaltar que essa coorte é uma excecao ao DIS entre 1 a 7 dias, apresentando uma maior
variabilidade no DIS. Este estudo foi feito em colabora¢do com outro grupo que estudou

apenas 14 mediadores diferentemente das demais analises que levaram em conta todos 0s
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27 mediadores presentes no kit de Luminex. Observamos uma perda de correlacdo

positiva da citocina IL-10 com a diminuicdo dos niveis dessa molécula no Tempo 7 (Fig.

21B). Esse dado, associado com a diminuicdo dos niveis de outras citocinas, sugere que

estd ocorrendo o controle ou resolugdo do processo inflamatdrio. A producdo desse

mediador anti-inflamatério pode também funcionar como um mecanismo de feedback

para atenuar a inflamacao impulsionada por moléculas inflamatorios como a IL-6, por

exemplo. O trabalho ja submetido que exibe e discute os dados obtidos a partir deste

estudo, correlacionando os dados obtidos com outros colaboradores se encontra presente

no Anexo 10.
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Figura 21: Analise Longitudinal da Produgdo de Mediadores Plasméaticos em Individuos com
COVID-19 Hospitalizados em Belo Horizonte. Neste grafico representamos uma coorte com 10
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individuos com COVID-19 recrutados no Hospital Risoleta Tolentino Neves em Belo Horizonte que
apresentavam dia de inicio de sintomas variavel entre 4 a 14 dias, estavam hospitalizados e com sintomas
moderados ou graves. O sangue foi coletado em 2 tempos (tempo 0 e tempo 7 apds a o recrutamento e a
admisséo no hospital). O perfil inflamatério analisado foi composto de 14 mediadores dentro do painel de
27. (A) Analise comparativa da frequéncia de altos produtores dos mediadores entre individuos infectados
e ndo infectados com COVID-19, utilizando individuos de Belo Horizonte (n=12, sendo Controle Negativo
n=5 e COVID-19 n=7, nos tempos 0 e 7). Os dados foram apresentados em graficos de radar e expressos
em percentual. (B) Andlise da correlacéo entre os mediadores do perfil. A for¢a da correlacdo entre duas
variaveis é representada pela cor do circulo na intersecdo dessas variaveis. As cores variam de azul escuro
(forte correlagdo positiva, ou seja, r2 = 1,0) a vermelho escuro (forte correlagdo negativa; ou seja, r2 = -
1,0). Os resultados néo foram exibidos se P < 0,05.

Os pacientes com COVID-19 moderada/grave hospitalizados mostraram uma
tendéncia de aumento genérico na producéo de citocinas ao longo dos 7 dias (Fig. 21A),
a exemplo da frequéncia de altos produtores de CXCL8 comumente elevada em pacientes
com COVID-19 (COPERCHINI et al, 2020; SALLENAVE & GUILLOT, 2020;
HAZELDINE & LORD, 2021), sugerindo um aumento da resposta inflamatoria ao longo
de sete dias. Além disso, a matriz de correlacdo evidenciou maiores correlagdes entre 0s
niveis de CCL2, IFN-y e GM-CSF no tempo 7 (Fig. 21B). Esses mediadores estdo
implicados na resposta dos linfécitos T ao SARS-CoV-2, como: trafego celular, producéo
de citocinas e replicacdo celular (COPERCHINI et al, 2020; ARCANJO et al, 2021). A
perda do equilibrio do corpo que leva ao adoecimento tem sido associada a perda de
complexidade e dindmica dos processos fisioldgicos tais como a frequéncia cardiaca e
respiratoria e, a manutencdo de um perfil equilibrado de mediadores inflamatorios no
sangue (LIPSITZ, 2004). Observamos um processo semelhante de perda de complexidade
na andlise das correlacdes entre 0os mediadores examinados nesta coorte, com a reducao
de algumas correlacBes positivas e o surgimento de correlagdes negativas. Essas
mudancas sugerem uma reducdo do equilibrio e complexidade do balanco de mediadores
inflamatorios e anti-inflamatorios produzidos por células imunes durante um processo

infeccioso grave como a COVID-19.

Separamos outra coorte de pacientes infectados com COVID-19 com a forma leve
da doenga e que, durante o telemonitoramento, evoluiram para um estado mais grave e
tiveram de ser hospitalizados. O n amostral foi de 10 pacientes com sintomas entre 1 a 7
dias pareados por sexo e idade. Este grupo nos chamou a aten¢ao e esses individuos que
evoluiram, denominados como EVO, foram comparados com o grupo de voluntarios
infectados com COVID-19 (Leve) (Fig. 22A). No inicio da doenca, esses dois grupos de
individuos poderiam ser semelhantes, sobretudo nos sinais e sintomas, entretanto, os

pacientes EVO apresentaram, logo no inicio da COVID-19 (momento da coleta de
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sangue), um perfil inflamatdrio semelhante ao dos individuos hospitalizados (Fig. 22A).
As analises estatisticas demonstraram alteracdes em mediadores “classicos” da COVID-
19, como: IL-6, CXCL10 (mais uma vez se destaca tanto no grupo EVO, como no
hospitalizado), IFN-y e CCL2, com um aumento significativo destes nos grupos COVID-
19 (Grave) e EVO em relagéo ao grupo SG. A Unica excegéo foi IFN-y cujos niveis estdo
aumentados apenas em relacdo ao grupo COVID-19 (Leve). A IL-12p70 foi o0 unico
mediador cujos niveis diminuiram em relagdo aos demais grupos (Fig. 22B). A
diminuicdo da 1L-12p70 é um resultado bastante interessante, tendo em vista que essa
citocina é importante na inducdo da diferenciacéo de linfocitos T CD4" (Th1) produtores
de IFN-y, sugerindo que a produgdo aumentada de IFN-y estaria sendo proveniente de
células inatas (HASAVAND, 2022). Essa semelhanca corrobora na nossa hipotese de que
o perfil inflamatério inicial dos individuos (provavelmente estabelecido antes da infec¢do
pelo SARS-CoV-2) poderia ser fator determinante no desfecho da COVID-19. Ademais,
no grafico heatmap (Figura 22C) é possivel observar mais uma vez como o CXCL10 se
destaca nos grupos com COVID-19 (independente da forma clinica) e a IL-1Ra, que exibe
um aumento em todos 0s grupos, sobretudo nos individuos COVID-19 (Leve), indicando
também uma possivel regulacdo de IL-1p no estégio inicial da doenca, 0 que sugere um
dos mecanismos de controle inflamatorio que poderia estar fazendo estes individuos
terem maior controle e resolverem a inflamacao. Entretanto é importante ressaltar mais
uma vez que o n amostral ndo é satisfatorio para confirmarmos a veracidade da nossa

hipotese.
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Figura 22: Analise do Perfil Inflamatérios de Voluntéarios com COVID-19 Leve que Evoluiram Para
a Forma Grave da Doenca. Nesta analise foi utilizada uma coorte de pacientes infectados com COVID-
19 que foram recrutados com 1 a 7 dias de sintomas apresentando sintomas leves durante a coleta de sangue;
entretanto, tais pacientes evoluiram para o quadro grave da doenca durante o telemonitoramento (14 dias)
e foram hospitalizados. Os individuos selecionados para analise foram pareados por sexo e idade. (A)
Anédlise comparativa da frequéncia de altos produtores dos mediadores plasmaticos de individuos de Belo
Horizonte com COVID-19 ou com sindrome gripal (SG) (n=46, sendo SG n=13 e COVID-19 Leve n=14,
COVID-19 Hospitalizado n=12 e COVID-19 EVO n=7). O grupo COVID-19 Hospitalizado é composto
por individuos que foram hospitalizados com COVID-19 podendo ser moderados ou graves. Os dados
foram apresentados em gréaficos de radar e expressos em percentual e comparam os individuos EVO com o
grupo COVID-19 Leve (Com quem este grupo em tese seria semelhante) e com o COVID-19 Hospitalizado
(Com quem o grupo EVO, aparentemente, é mais semelhante). (B) Analise da concentracdo de mediadores
plasmaéticos dos individuos de Belo Horizonte com COVID-19 ou sindrome gripal (SG). Os dados foram
apresentados em grafico de violino considerando que a mediana separa os quartis e o formato do grafico é
diretamente proporcional aos valores dos dados. As amostras foram previamente normalizadas e com
outliers excluidos do n amostral, foi realizado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn. As
linhas foram utilizadas para representar quais grupos foram comparados e 0s asteriscos para representar a
significncia estatistica (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ou ****p<0,0001). (C) O gréafico heatmap
demonstra a mediana de cada mediador para cada grupo na escala de percentil (0 a 100%) a partir dos
valores obtidos de cada mediador, onde quanto mais préximo a zero esta representado em azul e quanto
mais proximo de 100%, em vermelho. O branco representa 50%. E importante ressaltar que ndo ha uma
analise estatistica entre os grupos.
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Selecionamos uma ultima coorte de voluntarios inicialmente excluidos do n amostral
por serem vacinados ou por estarem reinfectados com COVID-19. Esses grupos,
contendo cerca de 20 pacientes, foram pareados por sexo e idade. E interessante notar que
os individuos do grupo SG parecem ser os que apresentam um perfil inflamatério mais
intenso (Fig. 23A), por exibirem aumento de mais mediadores pré-inflamatérios. O grupo
infectado e vacinado para COVID-19, por sua vez, exibe um aumento discreto desses
mediadores, com um aumento mais expressivo de fatores de crescimento e diminuicéo
dos niveis de CXCL10 (Fig. 23A), similar ao que ja foi demonstrado anteriormente em
individuos nédo infectados (Fig. 18A). Esse perfil sugere que o processo inflamatorio
desses individuos estd mais controlado em relacdo ao grupo SG vacinado, por exemplo.
Os individuos reinfectados e ndo vacinados, ou seja, que passaram por uma segunda
infeccdo pelo SARS-CoV-2, apresentando resultado positivo no ensaio sorolégico para
anticorpos, apresentaram um perfil inflamatério bem mais especifico com aumento de
alguns mediadores bem caracteristicos da COVID-19 (Fig. 23A). E importante ressaltar
que esses voluntarios foram infectados e reinfectados em um periodo de 1 ano,
apresentando o mesmo perfil de maior especificidade e menor complexidade semelhante
aquele apresentado pelos individuos idosos. Isto sugere que esses episodios de reinfeccéo
podem significar um aumento na imunossenescéncia (LIPSITZ, 2004). Curiosamente, as
analises dos niveis de mediadores plasmaticos individualizados demonstraram como 0s
individuos infectados com outras doencas do trato respiratério (grupo SG) apresentam
um perfil mais inflamat6rio em comparagdo com os demais individuos infectados com
SARS-CoV-2 (Fig. 23B).
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Figura 23: Comparacéo do Perfil Inflamatdrio de Individuos com COVID-19 e SG Vacinados e com
COVID-19 Reinfectados. Comparamos uma nova coorte de individuos de Belo Horizonte com sindrome
gripal (SG) ou COVID-19 vacinados (com as vacinas Coronavac, Astrazeneca e Pfizer) com individuos
com COVID-19 e que se apresentaram positivos nos ensaios soroldgicos da doenca, ou seja, que constituem
um grupo de reinfectados (ndo é possivel dizer se seria a segunda infeccdo ou mais de duas). (A) Analise
comparativa da frequéncia de altos produtores dos mediadores entre individuos infectados e ndo infectados
com COVID-19, utilizando individuos de Belo Horizonte (n=30, sendo SG n=11 e COVID-19 Leve n=13,
COVID-19 Reinfectados n=6). Os dados foram apresentados em graficos de radar e expressos em
percentual. (B) Andlise das concentragdes de mediadores plasmaticos em individuos de Belo Horizonte
com COVID-19 ou SG, seguindo os mesmos grupos da figura 23A. Os dados foram apresentados em
grafico de violino considerando que a mediana separa os quartis e o formato do violino é diretamente
proporcional aos valores dos dados. As amostras foram previamente normalizadas e com outliers excluidos
do n amostral, foi realizado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn. As linhas foram
utilizadas para representar quais grupos foram comparados e 0s asteriscos para representar a significancia
estatistica (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ou ****p<0,0001).



CXCL10

l \ CXCL10

CXCL9

COVID-19 (Leve)

CCL2

CCL5

CXCL9 CXCL8

1044

SGH

COVID (Leve)H
COVID (Moderado)—
COVID (Grave)

Sindrome Gripal

CCL2

w— A dulto
Idoso

CXCL8

CXCL10

CXCL9 (pg/mL)

Pagina |98

CCL5

e A dulto

Idoso

COVID-19 (Hospitalizado)

CCL2

CCL5

CXCL9 CXCL8

1045 *

==
~a=
-
==
[ >=
=
[

10°+

<=

10?

T T T T T T T T
5 & = o= 5 o s o~
» 2 8 X & 2 £ 2
53 &8 g 2 £ F
2 5 O 2 5 3
[} sy E‘,\' [e)) e :
7 s 9 ¥ 5 9
8 5 4 g 3 a
2 2z 2 2z
o = 8 o E 8

= =

Q Q

&) O

Adulto Idoso

Figura 24: Andlise das Concentragdes de CXCL-9 em Individuos com COVID-19 de Belo Horizonte,
Sdo Paulo e Governador Valadares. (A) Analise comparativa da frequéncia de altos produtores das
quimiocinas CCL2, CCI3, CXCL8, CXCL9, CXCL10 entre individuos infectados e ndo infectados com
SARS-CoV-2 nas trés cidades de recrutamento (n=128, sendo SG n=40 e COVID-19 Leve n=46, COVID-
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19 Moderado n=18 e COVID-19 Grave n=24). Os dados foram apresentados em gréaficos de radar e
expressos em percentual. (B) Andlise da concentragdo de CXCL9 em individuos infectados e ndo infectados
com SARS-CoV-2 nas 3 cidades de recrutamento. Os dados foram apresentados em gréfico de violino
considerando que a mediana separa 0s quartis e o formato do gréfico ¢é diretamente proporcional aos valores
dos dados. As amostras foram previamente normalizadas e com outliers excluidos do n amostral, foi
realizado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn. As linhas foram utilizadas para representar
quais grupos foram comparados e 0s asteriscos para representar a significancia estatistica (*p<0,05, **
p<0,01, ***p<0,001 ou ****p<0,0001). (C) Andlise da concentra¢do de CXCL9 em individuos infectados
e ndo infectados com SARS-CoV-2 nas 3 cidades de recrutamento. Os individuos foram segregados em
adultos (20 e 59 anos) e idosos (acima de 60 anos). Os dados foram apresentados em grafico de violino
considerando que a mediana separa os quartis e o formato do grafico € diretamente proporcional aos valores
dos dados. As amostras foram previamente normalizadas e com outliers excluidos do n amostral, foi
realizado o teste Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunn. As linhas foram utilizadas para representar
quais grupos foram comparados e 0s asteriscos para representar a significancia estatistica (*p<0,05, **
p<0,01, ***p<0,001 ou ****p<0,0001).

Em 2021, Sayed e colaboradores publicaram um trabalho mostrando como alguns
mediadores aumentavam significativamente com a idade e, que estes, poderiam funcionar
como marcadores do envelhecimento. Entre estes, 0 CXCL9 foi o principal biomarcador
da senescéncia. A partir desses mediadores que aumentavam no plasma gradativamente
com o avancar da idade, esses autores constituiram um indice inflamatério que se
correlacionava com a idade bioldgica dos individuos analisados (iAge) (SAYED et al,
2021). Interessantemente, outros trabalhos tém demonstrado que a quimiocina CXCL9
tem importancia em diferentes perfis inflamatorios. Torres e colaboradores mostraram,
em um estudo longitudinal com populacdo brasileira residente na area endémica de
Bambui, no estado de Minas Gerais, que 0s niveis da quimiocina CXCL9 também
estavam significativamente aumentados com o envelhecimento (TORRES et al, 2018).
Além disto, nessa mesma coorte, foi demonstrado que o aumento dos niveis de CXCL9
ocorria em todos os individuos infectados com Trypanosoma cruzi e que esse aumento
era dependente da idade dos pacientes sendo maior nos idosos (DE ARAUJO et al, 2020).
Embora sejam dados que despertam interesse, pouco se sabe sobre a acdo dessa
quimiocina no processo inflamatério ou na rede de eventos que acompanha o
envelhecimento. Decidimos investigar, entdo, se 0s niveis de CXCL9 estariam
relacionados as formas clinicas da COVID-19 na nossa populacdo. Observamos que tanto
0os niveis de CXCL9 como da CXCL10, estavam aumentados nos idosos
independentemente do grupo ou da forma clinica da COVID-19 (Fig. 23A). Entretanto,
os adultos hospitalizados com COVID-19 e que apresentam perfil mais grave da doenca
apresentaram aumento significativo de ambas as quimiocinas em niveis semelhantes

aqueles encontrados nos idosos (Fig. 23A).
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Observamos também que os individuos das 3 cidades ndo apresentaram diferencas
significativas nos valores da CXCLJ9, porém, quando toda populacao estudada ¢ analisada
conjuntamente, existe um aumento de CXCL9 nos grupos COVID-19 moderado e grave
em relagcdo aos demais grupos (Fig. 23B). Quando analisamos essa mesma populagao de
acordo com a faixa etéria (dividida em adultos e idosos), a mesma diferenca entre os
grupos clinicos é observada apenas entre os adultos, provavelmente porque os idosos ja
apresentam niveis muito elevados de CXCL9 em todos os grupos clinicos em relagao aos
adultos, independentemente de estarem infectados ou ndo com SARS-CoV-2 (Fig. 23C).
Estes dados estdo em sintonia com os resultados publicados por Sayed et al, 2020 e nos
permitem sugerir que 0 processo inflamatorio associado ao envelhecimento
(inflammaging), poderia contribuir para o processo inflamatorio acentuado induzido pela
COVID-19.

7 CONCLUSOES
Podemos concluir que os mediadores CXCL8, CXCL10, CCL2, IL-6, IFN-y, IL-

12p70, IL-1Ra e IL-10 se destacaram como 0s mais importantes no quadro de
inflamag&o “classica” da COVID-19 nos individuos examinados no nosso estudo. A
CXCL10, dentre todas, parece ser o biomarcador mais expressivo na doenca, pelo
menos na nossa populacdo. Nossos dados também sugerem que 0s pacientes que
evoluiram de uma forma clinica leve para a forma grave de COVID-19 apresentaram
um perfil de mediadores plasmaticos diferenciado desde o inicio da doenca,
diferentemente de individuos infectados com a forma leve e que resolveram a
inflamacéo. Isto sugere que esse perfil inflamatorio inicial contribuiu para o desfecho

grave da doenga.

Apesar do n amostral pequeno de pacientes com as formas clinicas mais graves
da COVID-19 em érea endémica (Governador Valadares), foi possivel observar que
esta populacdo apresenta um perfil bem diferente das populacdes avaliadas em regides

ndo endémicas (Belo Horizonte e Sdo Paulo), tanto em adultos como em idosos.

Os idosos, assim como alguns grupos distintos, exibem um perfil inflamatério
mais acentuado e relacionado ao inflammaging, o que poderia contribuir para o

aumento na susceptibilidade desta populagéo para a COVID-109.

O grupo sindrome gripal (SG), utilizado em nosso estudo como controle, nos

permitiu observar que a COVID-19 tem diferencas importantes de outras sindromes



Pagina |101

gripais. E interessante notar que os individuos com SG procuraram as unidades de
saude apresentando sintomas semelhantes aos individuos diagnosticados com
COVID-19. No entanto, seu perfil inflamatério € bem distinto daqueles que foram
positivos para a infec¢do por SARS-CoV-2. A inclusdo deste grupo € um diferencial
importante do nosso estudo. Infelizmente, ndo foi possivel incluir um grupo controle
negativo saudavel, ja que os individuos recrutados nesse grupo (sem a doenga e ndo
vacinados) se revelaram um grupo muito especifico de individuos com caracteristicas

gue ndo puderam ser pareadas com aquelas dos nossos grupos de estudo.

O aumento dos niveis plasmaticos de CXCL9 ja foi descrito como biomarcador
importante do envelhecimento. Nosso estudo confirmou esse dado em populagdes
brasileiras e revelou, entretanto, que o aumento de CXCL10, além de estar muito
associado com a gravidade da COVID-19, pode estar exibindo o mesmo
comportamento da CXCL9 nos idosos. Entretanto, € necessario que mais estudos
sejam realizados para entender as agOes e atividades funcionais exercidas pela
CXCL9 e CXCL-10 durante a infeccdo pelo SARS-CoV-2.

LIMITACOES:

1. Né&o foi possivel recrutar um nimero adequado de pacientes com a forma leve de
COVID-19 em S&o Paulo e com as formas moderada/grave de COVID-19 em

Governador Valadares;

2. Né&o foi possivel recrutar individuos negativos para COVID-19 sem comorbidades

para integrarem o grupo controle do estudo;

3. Para alguns voluntarios (sobretudo os pacientes com a forma leve de COVID-19
que foram internados apds piora da evolucéo clinica), ndo foi possivel coletar os
dados de prontuério, prejudicando a classificacdo clinica completa destes.
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PERSPECTIVAS:

1.  Avaliar a acdo dos mediadores CXCL9 e CXCL10 em camundongos adultos (8
semanas de idade) e idosos (60 semanas de idade) portadores do receptor ACE2
humano nas células epiteliais infectados com SARS-CoV-2 e tratados com
anticorpos monoclonais anti-CXCL9 e anti-CXCL10, em experimentos

independentes;

2. Auvaliar o perfil de senescéncia das células de pacientes com COVID-19 com
formas clinicas distintas e residentes em Belo Horizonte-MG, Governador
Valadares-MG e S&o Paulo-SP, assim como os perfis celulares predominantes
de células B, T e NK;

3. Avaliar o grau de metilagdo do DNA de individuos de Belo Horizonte-MG,
Governador Valadares-MG e Séo Paulo-SP com o intuito de se avaliar a
senescéncia celular e o relogio biologico de Horvath destes individuos.

Comparar o perfil inflamatorio desses individuos com os resultados obtidos;

4.  Realizar uma analise sorolégica ampla de possiveis infeccbes prévias
apresentadas pelos voluntarios do estudo, com o intuito de caracterizar melhor

tanto os individuos com COVID-19 quanto aqueles do grupo sindrome gripal;

5.  Estudar, separadamente, o perfil inflamatério associado a COVID-19 nos
individuos convivendo com HIV (que sabidamente sofrem um processo de
aceleracdo da senescéncia), que foram excluidos do presente estudo, e comparar

os resultados obtidos.
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ANEXOS

ANEXO 01: Fotografias Historicas da “Gripe Espanhola”

Fotografia de 1918: Vista das vitimas dos casos de gripe espanhola enquanto estdo
deitadas em um hospital do quartel no campus do Colorado Agricultural College, Fort
Collins, Colorado, Estados Unidos.

Fotografia de ano desconhecido: Hospital militar de emergéncia montado no Kansas,
Estados Unidos, para tratar as vitimas locais da pandemia de gripe espanhola.
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Fotografia de 1918: Voluntarios da Cruz Vermelha no combate a gripe espanhola.

Fotografia de 1918: Mulheres trabalhando para Cruz Vermelha durante gripe pandémica.
Arquivo Bettmann.
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Fotografia de 1918: Homens em barbearias americanas cortando o cabelo com algumas
precaucdes adotadas durante a epidemia da influenza. Arquivo Bettmann.
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ANEXO 02: Projeto Aprovado no Comité de Etica e Pesquisa

COMISSAO NACIONAL DE £ Plabaforma
ETICA EM PESQUISA %nﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Impacto da imunossenescéncia no desfecho da COVID18.
Pesquisador: Ana Maria Caelano de Faria

Area Tematica: Pesquisas com coordenacio efou patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas
com copatrocinio do Governo Brasileir;

Versdo: 3

CAAE: 40208320.3.1001.5148

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: MERCK SHARF & DOHME FARMACEUTICA LTDA

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 4.522.282

Apresentacdo do Projeto:

As informagies elencadas nos campos "Apresentagio do Projeto”, "Objetive da Pesquisa”™ e "Avaliagio dos
Riscos & Beneficios™ foram retiradas do arquive Informagfes Basicas da Pesquisa
(PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1537837.pdf, de 29/01/2021).

RESUMO

A alual pandemia de COVID19 & um grande desafio para a ciéncia por varios molivos. Um deles & o padrio
dos grupos de risco que atinge individuos com co-morbidades (diabetes, doengas cardiovasculares,
obesidade) e idosos. De falo, doengas inflamatdrias crdnicas podem comprometer a resposta imune & o
anvelhecimento é associado a varias alleragdes imunolbgicas que lornam os idosos mais susceliveis a
infecgdas. Mo antanto, no Brasil, 25% das mortes por COVID19 ocorrem em individuos < 60 anos & sem as
doangas listadas como de risco em oulros paises. Por outro lado, nem todos os idesos desenvolvem a forma
grave da doenga. Nossa hipdtese a ser estudada nesse projelo 4 que alguns defeitos imunes tipicos da
imunossenascéncia podem ocorrer em idosos @ em adultos e ales seriam importantes para o desfecho
grawve da COVID19:

a) ainflamagdo crinica de baixa inlensidade associada ao envelhecimenio (inflamm-aging) pode potenciar a
lempesiade de citocinas que leva &s lesdes da microcirculagdo e do pulmao ocbservada nos casos graves de
COovID19;
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b} a senescéncia’exaustio de linfocitos T CDE+ pode compromeler a lungio dessas células na imunidade
anli-viral;

¢} a redugdo na fungdo de células T e B imunomeguladoras (lregs e Bregs) pode comprometer o controle da
inflamagdo pulmanar;

d) a redugdo da diversidade de reperldrio das imunoglobulinas (lg) de células B tipica da
imunossenescéncia pode compromeler o controle da infecgdo;

&) individuos de areas endémicas como Governador Valadares (GV) leriam um padrdo acentuado de
imunossenescéncia devida A exposicio crinica a infecgies que aceleraria a senescéncia imunaldgica;
1} outros falores inflamatdrios sistémicos como a disbiose da microbiola intestinal @ a obesidade, poderiam
atuar polenciando os danos pulmonares na COVID19 grave. Para lestar essa hipolese prelendemos avaliar
am coortes de adultos (20-60 anos) @ idosos (=80) com COVID19 de Belo Horizonte, Governador Valadares,
530 Paulo e Salvadaor:

1) perfil inflamatario sistémico (27 citocinas/quimiocinas no plasmal;

2) lendlipo de senescéncia am linfdcilos T @ B no sangue (PEMC);

3) reperidrio de Imunoglobulinas produzidas por linfdcitos B ativados;

4) oulros fatores inflamatdrics (obesidade, microbiola, nulrigio, co-morbidades);

5) a idade biologica medida pela melilagdo do DMA exiraido de leucocilos (em comparagdo com a idade
cronolégica) dos individuos estudados. A intengdo & relacionar o perfil de imunossenescéncia dessas
individuos com o deslecho clinico da doenga procurando identificar biomarcadores da forma grave da
COVID19.

HIPOTESE

A hipatese deste estudo & que o declinio na fungdo imunoldgica observado em idosos (inflamagio resullante
do aumento da secregdo de cilocinas inalas, dedlinio na fungdo de células TCD4+ reguladoras aumento da
frequéncia de células TCD8+ e T CD4+ exaustas/senescenles, disbiose da microbiola inlestinal e alteragoes
no reparldrio de anticorpos) 1&m um papel crilico no desencadeameanto da hiper-inflamagdo que resulla am
danos nos pulmdes & na microcirculagio com o desencadeamento sindrome respiraldria grave (SARS) e da
COVID-18 grave nessa populagao. Além disso, propomos que individuos residentes em uma area endémica
de varias doengas infecciosas crinicas (Governador Valadares, MG, Brasil) teriam aumentado a
suscelibilidade ao desenvolvimento de formas graves de COVID-19 em idade mais precoca devido a um

fenolipo de envelhecimento acelerado obsarvado nessa area. Individuos com o perfil de
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sanescéncia acelerada, em geral, teriam uma maior suscelibilidade ao desenvalvimento da forma grave da
doanca.

METODOLOGIA

Trats-se de um estuda transversal, no qual serdo recrutados 150 individuos positives para SARS-Cov-2 (os
negativos serdo o nosso grupo controle) de ambes os sexos de duas faixas eldrias (adultos de 20 a 60 anos
& idosos = B0 anos), residentes na drea urbana de Governador Valadares e nas cidades de Belo Horizonle e
330 Paulo. Serdo selecionados os individuos que forem posilivos para o teste molecular (RTPCR) para
SARS-CovZ e esles serdo divididos em 4 grupos de estudo: adullos ou idosos com as formas
leve/moderada ou grave da COVID-18. Os individuos que aceitarem parlicipar da pesquisa deverdo assinar
o Termo de Consentimento Livre & Esclarecido (TCLE). Apds a assinalura do TCLE, o individuos
responderdo o questionario de anamnese clinica, socioecondmica @ nulricional aplicados pelos médicos e
nutricionistas da equipe. Posteriormente o individuo passard para a colela de medidas anlropométricas e
colata de 40mL de sangue periférico & receberd vasilhame & instrugbes para colher uma amostra de fezes
am casa & entrega-la no reloma para receber o resultado. O sangue serd processado lendo a porgdo celular
(c#lulas monucleares) serd separada e ulilizada para: 1) avaliacio das caraclerislicas fenolipicas dos
linfécitos T & B (perfil de imunossenescéncia & de imunorregulagio) descrilas nos objelivos pela lBcnica de
citomelria de fluxo; extracdo do RMA para avaliagdo do reperidnio de imunoglobulinas; 2) exiragio do DMA
para avaliagdo da metilagio (delerminagdo da idade epigenética). O soro sera ulilizado para medida de
anticorpos para SARSCov2 e para tesles bioquimicos, o plasma sera ulilizado para medida do perfil de
citocinas/quimiocinas inflamatdrias e anti-inflamatarias (inflammaging) pela Wcnica de Luminex. Examas
bicquimicos como hemograma, leucograma, madida de Proleina C Realiva, Dimero D também serdo
realizados. As fezes serdo ulilizadas para os lesles parasilolégicos e para a microbiola intestinal (por
saquenciamento do DMA extraido). Serdo ulilizados mélodos de eslalistica de analise mullivariada e
ferramentas de bicinformatica para determinar as correlagies entre essas analises e o desfecho da COVID-

18 (leve/moderado versus grave) nas duas faixas elarias examinadas.

CRITERIOS DE INCLUSAD
Serdo incluidos todos os individuos maiores de 20 anos atendidos nas unidades parceiras do projeto que
aprasantarem confirmagdo para a presenca do Cov-2 e que aceilarem paricipar do estudo por meio da

assinalura do TCLE. Alguns individuos que foram negalives no leste de PCR
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para SARS-Cov2 serdo lambém incluidos como confrole do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVOS PRIMARIOS

Avaliar coma o perfil imunoldgico relacionade ao envelhecimanto impacta no desfecho da COVID1S de
modoe & lornar essa populagdo mais susceptivel ao agravamenlo da doenga para poder identificar
biomarcadores que possam permilir um diagndslico precoce dessa forma grave da doenca. Para isso serdo
avaliados os seguintes pardmelros na populagio esludada:

1) o perfil de ativagdo linfacites T e B, identificar se essas células apresentam maior grau de
anvelhacimenio/ exaustao celular, s& maniem a capacidade de prolileragdo e de diferenciago em células
reguladoras, bem como na alividade das células reguladoras;

2) o parfil da dlocinas/quimiocinas inflamatdrias (inflammaging) no plasma dos pacientas infeclados, & o
balango com as cilocinas anti-inflamatdrias;

3) o repertario da imunoglobulinas nos individuos em diferentes faixas etarias e com diferantes desfechos da
doanga;

4) as diferencas no perfil de composico da microbiola inlestinal entre os diferentes grupas;

5) as comorbidades inflamatdrias associadas ao perfil de imunossenescéncia & sua correlagdo com o
desfecho da COVID-19.

6) Por fim, tentar encontrar um biomarcador de resposla imune que passa ser utilizado como critério de

diagndslico & progndslico da doanga.

OBJETIVO SECUNDARIO
Produzir um banco de dados com os resultados de lodas as analises realizadas no projelto para facilitar a
interpretacdo dos resultados globais e auxiliar em pesguisas fuluras envolvendo a imunossenescéncia e os

perfis imunolégicos relacionados a ela e correlacionados com infeccies virais.

Avaliagao dos Riscos @ Beneficios:

RISCOS

0 sangue serd colelado por profissional reinado que usara jaleco, luvas @ mascara. Todo o material
utilizado para a colela e estéril e descartavel. A colela de sangue pode causar leve dor local podendo, em
alguns casos, levar a fermagdo de pequenos hematomas locais & discreto sangramento. Poderdo ocorrar
outres tipos de desconforlo como lonturas & desmaics, ou desconfortos psiquicos como ansiedade e medo.
Islo sera levado am conta no mamenio da colela e, caso seja necessario, serd providenciada uma colala na

posicdo deilada para evilar qualguer tipo
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de desconforlo, constrangimento ow aborrecimento. Medidas de biosseguranga serdo adoladas em lodos os
procedimentos realizados nesle projelo visando salvaguardar o coletor de qualquer possibilidade de
contaminagdo & lambém evitar injuria ao pacients no alo da colela de colela de sangue por pung3a venosa,
Serdo chservadas medidas de seguranga lambém para acidenles cortantes ou perfurantes e os riscos de
contaminagdo s80 minimizados com a realizacdo de anlissepsia do ponto de pungdo, assepsia das maos
antre o alendimenio dos pacienies & imunizagdo ativa conlra tétano, difteria e hepalite B para lodos os

prafissionais de salde envolvidos neste projelo.

BENEFICIDS

A parlicipaco da pessoa coma voluntaria ndo serd remunerada. Um beneficio imediato da participagio sera
a realizacdo gratuila do leste diagnastico por RT-PCR para SARS-Cov2 com resullado a ser informado em 2
-3 dias. Para os individuos de Governador Valadares, ser fomecido gratuitamente o resultado do exame
parasitokgico de fezes. Além disto, lodas as avaliagbes realizadas inclusive o perfil inflamaldrio do plasma,
o parfil celular de imunossenescéncia, o perfil da microbiota intestinal e a predigdo da idade bioldgica
(epigenalica) dos individuos analisados serdo disponibilizadas ao final do estudo, mediante solicitacio de
quem se inleressar, para o informar ao individuo sobre seu eslado de sadde. Além dislo, a parlicipagdo de
cada um serd lundamental para descobrirmos os fatores de risco relacionados a infecgdo pelo SARS-Cov-2

@ para a busca de novas medidas de controle dessa pandemia e de oulras infecgbes.

Comentarios & Consideragbes sobre a Pesquisa:

Esludo transversal, no qual serdo recrutados individucs suspeilos de infeccioe pelo Cov-2 de ambos os
s@x0s nas seguintes faixas elarias: a) 25-60 anos e b) = B0 anos, residentes nos municipios de Governador
Valadares, Belo Horizonle & 580 Paulo. Esses dois grupos atarios serdo subdivido em 2 grupos de acordo
com o desfecho da COVID-19 (ferma leve-moderada e forma grave). 0s dadoes clinicos dos voluntarios
incluindo anamnese complala contendo a historia pregressa de sadde, comaorbidades e wso de
medicamentos serdo coletados do prontudrio médico disponivel nos locais de recrutamento e a colela
desses dados assim como o acompanhamento clinico dos pacientes eslardo a cargo dos madicos
responsaveis palo atendimento em cada um dos hospitais parceiros do estudo.

Bragos do estuda:

- 20-80 anos (colata da secrecio oronasal, lezes e sangua).
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- Acima da B0 anos (colela de secreio oronasal, lezes e sangua).

Patrocinador: MERCK SHARP & DOHME FARMACEUTICA LTDA
MNomaro de participantes incluides no Brasil: 150

Parlicipardo os seguintes cenlros de pesquisa no Brasil: Instiluicdo Institule René Rachou/FIDCRUZ Minas,
Hospital Universitario Risolela Tolentinoe Neves, Universidade Federal de Juiz de Fora UFJF, Universidade

de 530 Paulo, Institulo de Infeciologia Emilic Ribas.

Havera armazenamento de amosiras: O material bioldgico constiluinle do Biorreposildrio serd mantido am
freezer -80° C (plasma, fezes e células mononucleares do sangue periférico PEMC) no Laboratirio de
Imunobiclogia do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICBUFMG), sob a coordenacdo da Profa. Dra. Ana Maria
Caetano de Faria, até sua utilizagdo. |sso ocorrera com as amostras colatadas em Belo Horizonte,
Governador Valadares e 580 Paulo que serdo armazenadas alé o momento de analise dos pardmelros
imunolégicos e genélicos como proposto no protocolo de pesquisa. O prazo de armazenamento do

Biorrepositério sera de, no maxima, 10 anos para lodas as amostras biologicas.

Previsdo de inicio do estudo: 0100272021
Pravisdo da encerramento do estudo: 01/02/2022.

Consideragbes sobre os Termas de apresantagio obrigatoria:
Vide campo "Conclusfes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Andlise da respostas ao parecer pendenta n® 4.515.180 emitide pela Conep em 28/01/2021:

1. Em relagdo ao projele de pesquisa detalhade (arquive intitulado
“Protocole_de_pesquisa_17_MNov_20.pdf”):

1.1. O projelo de pasquisa ndo & claro em definir o local onde o5 voluntarios serSo abordados para
recrutameanta, sendo incarlo se esta elapa ocorrerd na unidade de emergéncia, unidade ambulatorial ou
unidade de internagdo das instituighes parlicipantes. Solicilam-se esclarecimentos e adequagdo do
protocolo.

RESPOSTA: Mo Prolocolo de Pesguisa, pagina 16, esclarecemos o local onde os participantes serdo
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abaordados & onde ocorrerd & colela de sangue: “0 local de abordagem dos fuluros parlicipantes da
pesquisa serdo as unidades ambulatoriais, de inlernagdo & de emergéncia onde eles serdo atendidos.
Equipes distintas do projelo de pesquisa estardo preparados para & abordagem dos individuos nesses
locais. Para o individuos que procurem o antendimento com sintomas de “sindrome gripal”, os locais de
atendimento e recrutamento serdo os ambulatdrios das instituiches parlicipantes. Para os individuos com
sinlomas respiralérios graves, os locais de alendimento & recrutamento serdo as unidades de emengéncia e
de internagio das instiluigtes participantes”.

AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Em relagdo do Termo de Consentiménto Livre e Esclarecide (documento intitulado
“TCLE_Projeto_COVID_Imunossenescencia_Va™):

2.1. Lé-se na pagina 1 de 4: "0 lempo de duragdo desla pesquisa serd de 22 meses, sendo gue a colela de
dados lera inicio em Feverairo de 2021 & 1&mino em Novembro de 20227, O trecho, tal qual disposto, pode
induzir o parlicipanie a erro, fazendo-o acreditar que sua participagio no esludo serd de 22 meases, quando,
na verdade, o tempo refere-se ao estudo como um tedo. Solicita-se adequagdo do trecha, tornando clar o
lempo am que o parlicipante permanecera no astudao.

RESPOSTA: MNa pagina 1 (item 1) foi acrescentada uma frase explicando qual o tempo de participagao do
woluntario na pesquisa: "A sua parlicipagdo no estudo ocorrerd no periodo do atendimento alé o
desaparecimento dos sintomas da doenga caso a infecgdo pelo SARS-CoV? seja confirmada. 5e o
resultado do leste para o SARS-CoV2 for negativo, sua parlicipacdo se encerrard depois da coleta do
material biolégico (sangue e fezes).”

AMNALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.2, L&-se na pagina 1 de 4: "As fezes serfo coleladas por voodé mesmala) am sua casa & trazidas na
proxima consulla™. Levando-se em consideragdo que nem lodos os parlicipantes da pesquisa alendidos por
suspaila de COVID-19 nas unidades de emergéncia terdo seguimenio ambulatorial (sobretudo agueles com
doengas mais leves), enlende-s5& que o relorno ao hospilal para a enlrega do malerial bioldgico ndo faz
parte da rolina assistencial, mas do protocolo de pesquisa, havendo necessidade de ressarcir os gaslos
relacionados. Diante do exposto, solicila-se que o pesquisador assegure o direilo de ressarcimeanto ao
parficipante da pesquisa (e ao acompanhante, quando for necessario) de lodos os gastos decorrentes da
pesquisa.

Endersgo: SRTWVH 701, Wia W & Marie, loie D« Edificio PO 700, 3 andar

Bairra:  Asa Horls CEP: 70.719.040

UF: DF Municipio: BRASILIA
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abaordados & onde ocorrerd & colela de sangue: “0 local de abordagem dos fuluros parlicipantes da
pesquisa serdo as unidades ambulatoriais, de inlernagdo & de emergéncia onde eles serdo atendidos.
Equipes distintas do projelo de pesquisa estardo preparados para & abordagem dos individuos nesses
locais. Para o individuos que procurem o antendimento com sintomas de “sindrome gripal”, os locais de
atendimento e recrutamento serdo os ambulatdrios das instituiches parlicipantes. Para os individuos com
sinlomas respiralérios graves, os locais de alendimento & recrutamento serdo as unidades de emengéncia e
de internagio das instiluigtes participantes”.

AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Em relagdo do Termo de Consentiménto Livre e Esclarecide (documento intitulado
“TCLE_Projeto_COVID_Imunossenescencia_Va™):

2.1. Lé-se na pagina 1 de 4: "0 lempo de duragdo desla pesquisa serd de 22 meses, sendo gue a colela de
dados lera inicio em Feverairo de 2021 & 1&mino em Novembro de 20227, O trecho, tal qual disposto, pode
induzir o parlicipanie a erro, fazendo-o acreditar que sua participagio no esludo serd de 22 meases, quando,
na verdade, o tempo refere-se ao estudo como um tedo. Solicita-se adequagdo do trecha, tornando clar o
lempo am que o parlicipante permanecera no astudao.

RESPOSTA: MNa pagina 1 (item 1) foi acrescentada uma frase explicando qual o tempo de participagao do
woluntario na pesquisa: "A sua parlicipagdo no estudo ocorrerd no periodo do atendimento alé o
desaparecimento dos sintomas da doenga caso a infecgdo pelo SARS-CoV? seja confirmada. 5e o
resultado do leste para o SARS-CoV2 for negativo, sua parlicipacdo se encerrard depois da coleta do
material biolégico (sangue e fezes).”

AMNALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.2, L&-se na pagina 1 de 4: "As fezes serfo coleladas por voodé mesmala) am sua casa & trazidas na
proxima consulla™. Levando-se em consideragdo que nem lodos os parlicipantes da pesquisa alendidos por
suspaila de COVID-19 nas unidades de emergéncia terdo seguimenio ambulatorial (sobretudo agueles com
doengas mais leves), enlende-s5& que o relorno ao hospilal para a enlrega do malerial bioldgico ndo faz
parte da rolina assistencial, mas do protocolo de pesquisa, havendo necessidade de ressarcir os gaslos
relacionados. Diante do exposto, solicila-se que o pesquisador assegure o direilo de ressarcimeanto ao
parficipante da pesquisa (e ao acompanhante, quando for necessario) de lodos os gastos decorrentes da
pesquisa.
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e

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento

Arquive

Postagem

Informagtes Basicas
do Projeto

PE_INFORMACOES_BASICAS DO P
ROJETO 1537837 pdf

291012021
16:35:49

Outros

Carla_CONEP_Jan_2021.pdf

28/01/2021
16:34:01

Ana Maria Caselano
da Faria

TCLE | Tarmos de
Assentimanto /
Justificativa de
Auséncia

TCLE_Projeto_COVID_Imunossenescan
cia_\3.pdf

201012021
16:32:21

Ana Maria Caelano
de Faria

Brochura Pesquisa

Protocolo_de_pesquisa_COMNEP_29_Ja
n_21.pdf

28012021
168:31:27

Ana Maria Caselano
de Faria

Qutros

Tarmo_Biorrepositorio.pdf

18/11/2020
15:14:368

Ana Maria Caselano
de Faria

TCLE | Tarmos da
Assenlimanto /
Justificativa da
Ausdéncia

Tarmo_Anuancia_Unimed.pdf

18/11/2020
15:12:03

Ana Maria Caalano
de Faria

Folha de Rosto

Falha_Rasta_pdf

18112020
16:11:33

Ana Maria Caaelano
de Faria

TCLE | Tarmos de
Assenlimento /
Justificativa da
Auséncia

Termo_da_Anuencia_lIER.pdf

1711112020
16:48:00

Ana Maria Caalano
de Faria

Projeto Detalhado /
Brochura
[

Parecer_Projelo_Pesquisa_Ana_Faria_2
020.pdf

1711112020
16:43:29

Ana Maria Caelano
de Faria

| Invesligado:

TCLE | Tarmos da
Assentimanto /
Justificativa da
Ausdéncia

Tarmo_Anuencia_UFJF. pdf

171112020
168:33:45

Ana Maria Caalano
de Faria

TCLE | Tarmos de
Assenlimento /
Justificativa da
Ausancia

Parecer_Risoleta_Impacto_lmunossana
scancia.pdf

171112020
16:33.02

Ana Maria Caaelano
de Faria

Declarago do
Patrocinadar
Declaragio de
ImstituicSo &
nfragstniurg

Dacision Letlar.pdf

Patrocinador_B60383_Faria_Commitlee_

1711112020
16:30:28

Ana Maria Caselano
da Faria

Termo_Anuencia_FIDCRUZ_BH. pdf

1TM1/2020
16:28:04

Ana Maria Caefano
de Faria

TCLE | Tarmos da
Assentimanto /
Justificativa da
Auséncia

TCOU_Projato_COVID_Nov_2020.pdl

1711/2020
16:25:04

Ana Maria Caslano
de Faria

Declaragio de
concordancia

Tearmo_Anuancia_USP pdf

1711112020
16:16:16

Ana Maria Caalano

de Faria

Enderego:
Bairra:  Asa Norte
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ANEXO 03: Protocolo de Coleta de Swab para Detec¢do do SARS-CoV-2

. CTVacinas
UFQ’IG

PROCEDIMENTO PARA COLETA DE AMOSTRAS

1 - Serdo enviados pelo CT Vaci

nas aos locals de coleta tubos tipo “Falcon” de 15ml contendo 1,0 ml
de Meio de Transporte Viral. »

2 - O responséavel pela coleta das amostras dos pacientes deverd seguir os seguintes procedimentos:
1°) Apds higienizagio das m3os abra a embalagem do Coletor Swab na ponta oposta ao algod3o;

2°) Faga uma coleta na nasofaringe com indicada na Figura 1 abaixo;

3%) Insira o Swab submergindo totalmente na solugdo do tubo de Meio de Transporte Viral e aguarde
30 .segundos. Apds 30 segundos retire o Swab pressionando-o na parede interna do tubo (para
retirar o excesso de liquido) e descarte o Swab em um local adequado;

Dorse nasal Asscalbo navel e palao

a3
! Nasofatinge
Meato nasal midio

Figwo 1

4%) Lacre bem o tubo de Meio de Transporte Viral apos coleta e identifique o tubo com a etiqueta
referente ao paciente.

4 - Enviar as amostras para o CT Vacinas com os tubos devidamente lacrados e com a identifica¢do de
cada amostra/paciente, mantendo os tubos em posi¢do vertical durante o transporte.

5 - Todo envio de amostras deverd estar acompanhado de um Formulario de Cadastro de Amostras, a
ser disponibilizado com os tubos e etiquetas, no qual devera constar as mesmas identificacBes descritas
nos tubos de coleta e o cédigo de barras para conferéncia dos dados.

6 - Caso ndo haja o envio das amostras dentro do perfodo de 1 hora até o CT Vacinas, deverdo ser
armazenadas sob refrigeragdo entre 2 a 4°C por até 48h.

Enderego para Envio: Hordrio de Entrega:
CT Vacinas Segunda a Sexta 09:00 4s 17:00
Rua Professor José Vieira de Mendonga, 770, Sdbados, Domingos e Feriados, a combinar.

BH-Tec, Sala 205

Bairro Engenho Nogueira, Belo Horlzonte, MG
CEP: 31.310-260

Telefone: (31) 3401-1083

E-mail: ctvacinas@gmail.com
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ANEXO 04: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1 - Identificacio da pesquisa:

[ Titulo do Projeto: Impacto do perfil de imunossenescéncia no desfecho da COVID19. |

2 - Informacies ao participante ou responsédvel:

l. Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa intitulada “fmpacto da
imunossenescéncia no desfecho da COVID-19". O tempo de duracio desta pesquisa serd de 22
meses, sendo que a coleta de dados terd inicio em Fevereiro de 2021 e término em Novembro de
2022, A sua participacio no estudo ocorrera no periodo do atendimento até o desaparecimento dos
sintomas da doenca caso a infeccio pelo SARS-CoV2 seja confirmada. Se o resultado do teste
para o SARS-CoV2 for negativo, sua participacio se encerrara depois da coleta do material
biologico (sangue e fezes). Caso concorde em participar desta pesquisa, ao final da lertura deste
termo de consentimento vocé deverd assind-lo em duas vias, sendo que uma delas ficara com os
pesquisadores responsaveis 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 esta geralmente associado ao aparecimento de doengas inflamatorias
cronicas, ac aumento da suscetibilidade a infecgdes e a redugio na capacidade de realizar virias
atividades fisicas & 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 sadde, dos seus habitos, da sua moradia e da sua
familia como parte do exame clinico a que vocé serd submetido como rotina de atendimento. Um
pesquisador também fara algumas perguntas, através de um pequeno questionirio, sobre a sua
alimentagio. Vocé podera se recusar a responder qualquer pergunta que por ventura lhe causar
algum constrangimento. Um tempo de aproximadamente |5 minutos sera necessario para vocé
responder a essas perguntas e ao questiondrio,

5. Aléem do exame clinico, serdo necessarios alguns testes para verificar o seu estado de sande.
Esses testes serdo feitos a partir da coleta de materiais biologicos: fezes (avaliacio da microbiota
intestinal e da presenga de parasitoses intestinais), secrecio nasal (para deteccio do virus Cov-2)
e de sangue. As fezes serfio coletadas por vocé mesmo(a) em sua casa € trazidas na proxima
consulta. Serdo fornecidas instrugdes do profissional da satde sobre como coletar esse material.
Todos os gastos decorrentes da coleta e entrega da amostra de fezes serio ressarcidos a vocé e ao
seu acompanhante (quando necessirio) pela equipe da pesquisa. A analise parasitoldgica e da
microbiota serdo feitas por empresas brasileiras que fazem esses tipos de andlise.

Rubricas (pesquisador/participante ow responsdvel) .

o
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) sangue serd coletado do seu brago e sera utilizado para a realizagio 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 outras substincias presentes no sangue como as citocinas que irdo
mostrar como o seu organismo se defende de infeccdes, por exemplo. Sera necessirio coletar cerca
de 40 mL do seu sangue.

Para o exame que detecta a presenca do coronavirus, um membro da equipe ira coletar secrecio
de ambas as narinas ou da faringe utilizando um cotonete (swab). Esse cotonete serd 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 serd enviado para o teste.

. Havera coleta, transporte, armazenamento e ufilizagio desse material biologico coletado
somente para fins de pesquisa sendo que esse material serd destruido apds a utilizagio ou o fim da
pesquisa. Caso haja intencdo de uso do seu sangue/feres em pesquisas futuras ou
compartilhamento com outras mstituigdes vocé sera consultado antes.

7. O sangue serd coletado por profissional treinado que usard jaleco, mascara, 6culos de protegio
e luvas. Todo o material utilizado para a coleta é estéril e descartiavel. A coleta de sangue pode
causar leve dor local podendo, em alguns casos, levar a formacio de pequenos hematomas locais
e discreto sangramento. Poderdo ocorrer outros tipos de desconforto a vocé como tonturas e
desmaios, ou desconfortos psiquicos como ansiedade e medo. Isto serd levado em conta no
momento da coleta e, caso seja necessario, sera providenciada uma coleta na posigio deitada para
evitar qualquer tipo de desconforto, constrangimento ou aborrecimento. A coleta da secrecio nasal
ou da faringe sera feita por cotonetes (swabs) e ela causa algum desconforto. O profissional
responsavel pela coleta € treinado para realizar o procedimento, a fard de maneira cuidadosa e por
um tempo curto para minimizar esse desconforto. A coleta das fezes serd realizada em casa por
vool mesmo e o material sera trazido ao hospital. Essa coleta nfio apresenta nenhum risco para a
sua safde, 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 e também evitar injiria
ao paciente no ato da coleta de coleta de sangue por pungio venosa. Serfo observadas medidas de
seguranc¢a também para acidentes cortantes ou perfurantes e os riscos de contaminagio sdo
minimizados com a realizacdo de antissepsia do ponto de puncdo, assepsia das mdos entre o
atendimento dos pacientes e imunizagio ativa contra tétano, difteria e hepatite B para todos os
profissionais de saide envolvidos neste projeto. Com relacio a coleta das fezes, ela ndo apresenta
nenhum risco para a sua sadde 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 sera
informado em poucos dias. Se o exame for positivo para parasitoses, vocé sera orientado
adequadamente e encaminhado para tratamento gratuito. Os resultados relativos ao seu
hemograma (contagem de células no sangue) também serfio entregues a vocé e fomecidas
explicagies com relacio a esses resultados.

Rubricas (pesquisador/participante ou FESPONSAVEL] ......c..covevooeeecereesieeeeeeiess et eess s neeseenes

o



Pagina |133

10. Vocé nio é obrigado a fazer os exames ou a doar seu sangue. A recusa ndo lhe causara nenhum
prejuizo, nenhum gasto e nio ira alterar a forma como vocé serd atendido na unidade de saide ou
hospital.

11, Suas amostras de sangue e fezes serio processadas no Centro de Pesquisas René
RachowFIOCRUZ (em Belo Horizonte), na Universidade Federal de Juiz de Fora (em Governador
Waladares) e na Universidade de S3o Paulo {em Sio Paulo) e transferidas posteriormente para
armazenamento no Laboratdrio de Imunobiologia da Universidade Federal de Minas Gerais (em
Belo Horizonte), por um periodo maximo de 10 anos, sendo utilizadas para analises desta pesquisa.
Essas amostras também poderdo ser utilizadas em outras pesquisas, mas vocé sera consultado(a)
antes de isso ocorrer. As amostras serdo destruidas apos a realizagdo da atual pesquisa ou, com seu
consentimento, em pesquisas futuras.

12. A sua participacio como voluntario ndo sera remunerada. Sera oferecido, ao participante da
pesquisa, o resultado do exame de PCR para SARS-Covl em poucos dias e também o acesso a
todas as informagdes sobre a sua salde imunologica (que serd examinada pelos testes que faremos
a0 longo do projeto). Esses resultados serdo entregues a vocé ao final do estudo, caso vocé queira
requisiti-los & equipe da pesquisa. O contato com a equipe € o prazo para essa requisicio serdo
entregues a vooé apos o atendimento. Serdo garantidos também todos os cuidados necessirios para
sua participagio de acordo com seus direitos individuais e respeito ao seu bem-estar fisico e
psicologico e vocé podera retirar-se desta pesquisa em qualquer momento, sem que isto [he cause
qualquer prejuizo ou constrangimento. Todos os participantes terdo direito a receber indenizagio
por quaisquer danos  sua sadde comprovadamente provenientes dos procedimentos relacionados
i pesquisa.

13. Este estudo contribuird para a identificacio de fatores biologicos responsaveis pelas formas
leves ou graves da doenca causada pelo virus SARS-Cov-2.

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

15. Na apresentacio dos resultados, seu nome ndo sera citado, nem daquele pelo qual vocé é
responsiavel. Sua uentificacio sera mantida em sigilo durante todo o estudo e apenas a
coordenadora do projeto mantera essa informacio guardada em arquivo seguro.

l6. A sua participagio € importante, pois auxiliard na busca dos fatores envolvidos no
desenvolvimento das formas leves ou graves da COVID-19 e na elaboragio de medidas que
ajudem a identificar os individuos que desenvolverio a forma grave de forma rapida. Isto
peasibilitara o tratamente da docnga ne acu inicie melherande as chances do boa recuperagdo.

17. Caso queira, vocé também pode tirar dividas sobre o projeto com as pesquisadoras
responsdveis Dra. Ana Maria Caetano de Faria (coordenadora geral do projeto e professora da
UFMG) no telefone/whatsapp (31) 99741-0793 Dra. Gabriela Silveira Nunes Abreu
{coordenadora do projeto em Governador Valadares e professora da UFJF) no telefone/whatsapp
{33)99180-0050; ou Dra. Rosana Richtmann (meédica infectologista responsavel pelo atendimento
no Instituto de Infectologia Emilio Ribas em 330 Paulo) no telefone/whatsapp (11) 99944 -4507.

Rubricas (pesquisador/pariicipante ou FespomsiVel) ...
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Nome do Participante:

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

Consentimentos Opelonais:

{ ) Eu concordo que meu material biologico seja utilizado apenas para esta pesquisa.

{ ) Eu concordo que meu material biologico possa ser utilizado em outras pesquisas também,
mas serel comunicado pelo pesquisador novamente e assinarel outro TCLE, que dard explicages
sobre como e para que o meu material biologico sera utilizado.

{ ) Eu autorizo os pesguisadores envolvidos na pesquisa a consultarem os dados do meu
prontudrio médico para obter informacdes referentes 3 minha sadde. Essas informagdes
permanecerdo sigilosas e sob a guarda do pesguisador responsivel pelo estudo.

Governador Valadares/Belo Horizonte/Sdo Paulo, de de 20

Assinatura do Participante ou Responsivel

Jhoditaialimua_

Assinatura do Coordenador do Projeto de Pesquisa

Identificacio do Responsavel pela Pesquisa

Pesquisador Responsivel: Profa. Dra. Ana Maria Caetano de Faria

Instituiciio de Origem da Pesquisa:
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG
Instituto de Ciéncias Biologicas
Departamento de Bioguimica e Imunologia
Av. Anténio Carlos, 6627, Belo Horizonte, MG
Tel: 31-3409-2630 / 2640
Fax: 31- 3409-2640

Comité de Etica em Pesguisa:
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 - e-mail: coepl@prpg.ufimg. br

o
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ANEXO 05: Questionario Clinico e Sociodemografico

QUESTIONARIO CADASTRAL E CLINICO - PROJETO COVID-19 E ENVELHECIMENTO

N% do atendimento

1) Cédigo da pesquisa:

2} Nome:

3) Telefones: () () ()

4) Enderego: Ne:
Complemento: Bairro/Cidade:

S) Sexo: | ) Masculino ( ) Feminino

6) |dade ou data de nascimento: ow__J__J/

7) Como vocé se classifica em termos de cor ou raga?
( ) Preta | ) Parda [ ) Branca | ) Amarela ( ) indigena

8) Pessoa em situagdo de rua? ( ) Ndo( | Sim
9) Profissio:

10)  Além de vock, quantas pessoas moram na sua casa?
11)  Quantos cdmodos tem na sua casa?

12)  Escolaridade (estudou até que série)?

| ) sem escolaridade

( ) ensino fundamental incompleto ( ) ensine fundamental completo
{ ) ensino médic incompleto ( ) ensino médio completo

| ) superior incompleto ( ) superior completo

{ ) pés-graduacdo incompleta ( )pds-graduacdo completa

Nas tltimas duas semanas vocé teve:

13)  Febre?( ) Sim. Ha quantos dias? { )Ndo
14)  Dornosolhos? | ) Sim. Ha quantos dias? [ ) Néo
15)  Dorde cabega? { ) Sim. Ha quantos dias? ( ) Ndo

16) Dor de garganta? { ) Sim. Ha quantos dias?
17)  Tosse?( ) Sim. H3 quantos dias?

( ) Nio
Com catarro? [ | Simou( ) Nio ( ) Nio

18)  Dificuldade para respirar? ( ) Sim. Ha quantos dias? { I Ndo
18)  Sentiu menos cheiro? { ) Sim, Ha quantos dias? { } Ndo
20)  Nariz escorrendo/coriza? { ) Sim. H3 quantos dias? | | NBo
21)  Nariz entupido/congestdo nasal? ( ) Sim. Ha quantos dias? { | Ndo
22)  Sentiumenos gosto? ( ) Sim. Ha quantos dias? ( ) Nio
23]  Perdade apetite? { ) Sim. Ha quantos dias? { ) Néo
24)  Nausea/enjoo? ( ) Sim. Hd quantos dias? { ) Ndo
25)  VBmito? ( ) Sim. Ha quantos dias? ( ) Ndo
26) Diarreia? ( ) Sim. Hé quantos dias? { ) Ndo
27)  Dor no peito ou costas? | ) Sim. Hé quantes dias? [ ) Ndo
28)  Coraglo acelerou/disparou, palpitagdo ou bateteira? | ) Sim, Ha quantos dias? { ) Nao
29)  Fadiga/cansago? ( ) Sim. Hd quantos dias? { ) Ndo
30)  Dormuscular? | ) Sim. Hi quantos dias? Qual(is) local{is)?
( ) Ndo
31)  Dornas articulagdes? | ) Sim. Hé quantos dias? Quallis) local(is)?

[ ) N&o
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Vocé tem?

37 Hipertensdo/pressio alte? | ) Sim [} NEo
331 Outra doenga no coraglal { ]5km [ | NEo
3q) Diabetes/agicar no sangue? | ) Sim [ ) Nio
35 Asma?( )Sim | ) Ndo

360 Bronquite? | ) Sim | ) Nao

37} Enfisema? [ ) Sim | | Ndo

38 DFOCT| ) Sim | ) NS

33]  Céncer [qualquer tipa)? | ) Sim | ) MEo
a0 Insuficiéncla renal erinica/doena erbnica nos ring? | ) Sim { ) NS0
41]  Outra doenga crénica? | ) Sim | | Ndo

42)  Como tem sido sua rotina de atividades nas ltimas duas semanas?

[ ] Fiea em casa o tempo toda

{ ) 50l apenas para colsas essencials, como comprar cormida

| | 5ai de vaz em quanda para diversas COmpras € outras atividades

| | 5ai todos o3 dias para trabalhar oy outra atividade regular ou convive na rua

43)  Além das pessoas gue meram cam vood, rmais 2lgudm te visitau na sua cass nas Gltimas duzs
semanas? | | Sim | ) Ndo

44)  Conhece alguém que teve COVID-197 | ) &8im | ) Wdo

45 Teve contate com alguém que teve COVID-197 [ 18im | ) W0

46) Ao salr de casa vock usa mdscara de forma corfata [tampando boca e nariz);

[ ) Todas as vezes | ) A maioria das vezes | ) Mals ou menos | | Poucas vezes { | N3ouso mdseara

47)  Come ficou a situagio de trabalho e remunerac3e durante a pandemia?

{ ] N3oteve alteragio e
[ ] RedugSio de carga horaria sem prejulze no saldrio 2:: ::E:F' 54} Estado Chl —I
lr ; iﬂ:u;-h d;. c:ergf::mria coim prejuizo no salirio 55| Pnsﬁnﬁm? [ 18im, quam
NERE o) On e 56 Renda:
|} Demissio 57) Onde J4 morau?
| | Aposentado
[ | Perisionista
[ | Recebeu beneficio do governo 58] Faz usa de alguma medicagio?
[ 14 estava desampregada
{ ) Outre
53| Possui casa prdpria? | ) Sim [ ) NEo
48)  Fazuso de qual tipo de transporte? 60) Possul saneamenta hés_icp? [ 1 5im [ ) N3o
[ ) Gnibus/Van 61) Parto a6 nascer: ( | Ceséria | | Normal { | Nio sabe
{ ) Carra ou moto pessoal 62) Peso: kg B3] Alt.: i IMC;
B4} Escala de fragilidade
E :;ﬂ "fm 65) Esté em jejum? ( ) Sim | | Ndo 66 Instituicio
F

48)  Alguma pessoa que mora na mesma casa testou positive e participou a pesquisa? | ) Sim [ ] N3
50y Qual nome?

51} Tormoua vacina contra COVID-197 | | Sim Dose? [ INgo Qhuad ?
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ANEXO 06: Questionario Clinico e Sociodemografico (Versdao Resumida)

UfJf CAMPUS GV UF7G

PROJETO ENVELHECIMENT( E COVID-
19 FICHA DE COLETA

Dados Pessoais

Data: i [ CPF:

Mome:

Telefone:

Data de nascimento: ! [ Idade:

Sexo: | ) Masculme () Ferminino

Tipo sanguineo: ( ) Nioser | ) Sim, qual:
MNascimento: | } Parto normal [ )} Parto cesarana i 1 Mo sabe
Residiéncia:

{ ) Govemador Valadares | ) Dutro:

Morou em ouiros locais?:

{ INio ( } sum; onde

Peso: Altura:

PA: Sar()2: Temperatura:

Sintomas:

Inicio dos sintomas:,

Histdrico prévio de Covid: | Mo () Sim: Quando:

Tomou alpum medicacio de tratamento precoce para covid (cloroguina/ivermectina ou
outros):

{ jndo | ) s

Se sim, quais:




Comorbidades Gerais:

{ ) Diabetes ) Doenca autoumune ( Lupus, esclerose multipla, etc)

{ ) Doengas neurologicas (Parkinson, ete) { ) Deménca

{ ) Dufras

Arboviroses

{ ) Dengue Quantas vezes ji pegou?

() Zika

() Chikungunya

{ } Febre Amarela Estd vacinado? { ) Sim { ) Nio

Doencas cardiovasculares:

{ )} Angina () Batimentos cardiacos irregulares
{ } Hipertensio (  )nsuficiéneia cardiaca
{ } Outra

Se sim: tratada? ( ) sim () ndo

Doengas respiratirias crimicas:
() DPOC ( JAsma | ) Outra

Se sim: tratada? ( ) sim () ndo

Histdrico de medicacies
Medicaciio regular (diaramente):
{ oo () sm

Se s, quans:
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Estilo de vida

Fumante: { Jndo ( )sim quanio

Etilista: ( Jmnio (  )sin; quanto

Anvidade fisica: | Jnfio | )sim;  quanto

Escolaridade:

{ ) Nunca estudou

{ ) Ensino fundamental mcompleto { ) Ensino fundamental completo (
Ensino médio incompleto () Ensino médio completo

() Ensino superior incompleto () Ensino superior completo

)



Renda:

{ b AE RE 800,00

{ ) De RS 800,00 a RS 2.000,00

{ ) De RS 2.000.00 a RS 5.000,00
{ ) Actma de RS 5.000,00
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Mome/codigo:

Data: _/ /[ Dia do telemonitoramento:
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ANEXO 07: Questionario Telemonitoramento Clinico

1 Mas dltimas 24h vocé apresentou alguns dos sinais e sintomas ou teve alguma melhora ou piora?

a)

b)

)

d)

el

f)

g)

h)

m])

nj

Tosse [ ) Ndo apresentou | ) Apresentou -12vez [ Jsim [ Jndo- [ ) Melhorou( ) Piorou
a. ([ )Com secrecdo( ) Sem secregdo

Dor na garganta { ) Ndo apresentou | ) Apresentou - 12vez [ [sim [ ] ndo- [ ) Melhorou { )
Piorou

Dificuldade para respirar | ) N3o apresentou ( ) Apresentou - 12vez[ ]sim|[ Indo- ()
Melhorou | ) Piorou

Dor no peitofDor no torax | ) Nao apresentou ( ) Apresentou - 12vez [ ]Jsim [ Jndo- { )
Melhorou ( ) Piorou

Coriza | ) N3o apresentou | ) Apresentou -12vez [ |sim [ ] ndo- | ) Melhorou { ) Piorou

Sentiu menos o cheiro das coisas | ) Mao apresentou | ) Apresentou - 12vez [ Jsim [ Jndo- (
} Melhorou ( ) Piorou

Congestdo nasal/nariz entupido( ) N3o apresentou ( ) Apresentou -12vez [ Jsim[ Jndo- [ )
Melhorou | ) Piorou

Sentiu menos o gosto das coisas [ ) Ndo apresentou ( ) Apresentou - 12vez [ [sim [ ] ndo- |
) Melhorou [ ) Piorou

Teve enjoo | ) Ndo apresentou | ) Apresentou -12vez [ ]sim [ | ndo - | ) Melhorou { ) Piorou
Vomitou ( ) M3o apresentou | ) Apresentou - 12wvez [ Jsim [ ] ndo- ( ) Melhorou [ ) Piorou

Tewve diarreia | ) N3o apresentou | ) Apresentou -12vez [ |sim[ ] ndo- | ) Melhorou ( )
Piorou

Dor de cabega | ) N3o apresentou | ) Apresentou - 12 vez [ | sim [ ] ndo - { ) Melhorou | )
Piorou

Febre ( | M3oapresentou ( ) Apresentou - 12wez [ ]sim [ 1 ndo- ( ) Melhorou ( ) Piorou

Cansago/fadiga | | Ndo apresentou { ) Apresentou - 12vez [ Jsim [ ] ndo- { ) Melhorou (| )
Piorou

Dor nos olhos?( ) Ndo apresentou ( ) Apresentou -12vez [ Jsim [ ] ndo- { ) Melhorou( )
Piorou
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p] Dor muscular? ( ) N3o apresentou ( ) Apresentou -12 vez[ Jsim [ 1 ndo- ( ) Melhorou( )
Piorou

g) Coragdo acelerou | ) N3o apresentou ( ) Apresentou -12vez [ ]sim|[ ] ndo- ( ) Melhorou | )
Piorou

2 Tem algumal(s) doenga(s) cronica que faz uso didrio de medicacdo?
{ ) Mao { )Sim

a) Sesim, qual(ais) doenca?
b) Esta tomando os remédios? ( ) 5im [ ) Ndo
a. Sendo, explique o motivo

2.b.a( ) Acabaram os remédios

2.b.b( ) Ndo tem dinheiro para comprar os remédios
2.b.c( ) a Farmdcia da Unidade Basica de Saude ndo estdo entregando

c) Sesim, guais remédios vocé toma?

d) Esta tomando algum medicamento fora da rotina? (| ) Ndo ( ) Sim, qual?

3 Saiu de casa apds o atendimento na UPA efou confirmagdo do teste PCR?
{ )5im [ JNGo
Se sim, explique o motivo da saida da casa.

a) () Foi ao supermercado

b) ( ) Foia farmacia

c) () Foiaigreja

d) ( ) Foiao banco ou lotérica

e} ( ) Foiaosaldo/barbearia

f) () Foi ao restaurante ou lanchonete

gl () Foia loja de roupa ou calgado

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

il () Outra opgao, qual?

3.1 Se saiu de casa por algum motivo vocé:
a)( ) Usou mascara

b) ( ) Usou dlcool em gel
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c) ( ) Manteve distanciamento de no minimo 2 metros

& Como vocé classifica seu estado emocional?

{ YBom ({ ) 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?
{ YMdo ( }Sim - Se sim, quantas pessoas?
a) Eles fizeram algum exame?

{ YMdo ( }5im - Se sim, qual exame? ( ] teste rapido ( ) Swab/RT-PCR ( ) De sangue/Sorologia

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

[ JMao { ) 5im - Se sim, guantas pessoas?
a) Eles fizeram algum exame?

{ YMdo ( }Sim - Se sim, qual exame? { ] teste rdpido { ) Swab/RT-PCR ( ) De sangue/Sorologia

8 De maneira geral, vocé diria gue sua saide esteve na dltima semana (perguntar uma vez por
semana):
({ JMuitoboa | )Boa ( )Razodvel ( )Ruim [ )Muito ruim
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ANEXO 08: Protocolo de Coleta de Sangue

LABORATORIO DE IMUNOBIOLOGIA DA UFMG || POP: 02-VERSAO: 01

LB

MUNDEIOLOGIA UFME TEMA: COLETA DE SANGUE PARA PBMC | | CRIADD EM: 10/0121 |

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

1 DEFINICOES

A coleta de sangue & um procedimento pouco invasivo feito por profissionais qualificados, porque além das questdes
técnicas do procedimento, & necessirio entender o processo de andlise daquele material para que a coleta seja
adequada.

I OBJIETIVO

Instruir de forma correta e padronizada as coletas de sangue que visam a obtengiio de PBMC (Peripheral Blood
Mononuclear Cells), Plasma e Soro.

3 PROMCEDIMENT(O

Preencher a etiqueta do tubo com 0z dades do paciente.
Verificar e apalpar as veias do paciente em ambos 0s bragos, analisando qual estaria mais adequada para
realizaciio da coleta.
Apos escolher a veia, encaixar a agulha no adaptador (canhfio) sem remover a tampa da agulha.
Colocar o garrote, sempre atento ao tempo de garroteamento (no midximo 1 minuto).
Desinfetar o local da pungiio, fazendo uso de um algoedio embebido em dlecol 7T0%. De preferéncias, fazer
movimentos paralelos verticais.
Retirar a tampa da agulha.
Realizar a pungiio, sempre seguindo a direglio que a vena esta no brago.
Inserir os tubos & vicuo na seguinte ordem:
1)- HEPARINA (TAMPA VERDE), 2)- HEPARINA (TAMPA VERDE). 3)- HEPARINA (TAMPA
VERDE), 4} ATIVADOR DE COAGULO (TAMPA VERMELHO) e 5} CITRATO (TAMPA AZUL).
A cada wbo coletado, inverté-lo de 5 a 6 vezes para que se misture ao anticoagulante.

. Retirar o escalpe.

. Retirar o Gltimo tubo antes de retirar a agulha do brago do paciente.

. Retirar a agulha.

. Presswonar por | minuto o local da coleta com um algodio seco.

. Colocar um curative ( Blecd-Stop) no local onde a punciio foi realizada.

CRIADO POR: LUCAS HANIEL A VENTURA.

CORRIGIDO POR: LUCAS HANIEL A. VENTURA




Pagina |144

LABORATORIO DE IMUNOBIOLOGIA DA UFMG

POP: 02-VERSAQ: 01

LB

MU NDRIOLOGIA UFME TEMA: COLETA DE SANGUE PARA PBMC

| | CRIADO EM: 10/01:21 |

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

E muito importante ressaltar:

O profissional que fard a coleta do sangue precisa obrigatoriamente fazer uso de EPLs (Equipamentos de

Protecdio Individual).

Precisa coletar o maximo de materwl nos tubos de heparina (tampa verde).

Caso niio tenha conseguido coletar algum tubo de heparina (tampa verde), tente fazer uma nova pungio.

Caso mesmo com una nova pungdo ndo tenha conseguido coletar, finalize,

Cada material coletado & muito importante, porém coloque sempre o paciente em primeiro lugar.

Caso o volume de sangue seja msuficiente no Gltimo tubo (citrato — tampa azul), descarte-o e finalize.

4 REFERENCIAS

BECTON AND DICKINSON BRASIL (BDy), 2021

OLEN - Andalises Clinicas, Tubos para Coleta de Sangue A Vacuo — Ativador de Codgulo. 2021.

CRIADO POR: LUCAS HANIEL A, VENTURA.

CORRIGIDGO POR: LUCAS HANIEL A. VENTURA
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ANEXO 09: Protocolo para Obtencéo de Soro/Plasma

LB

| LABORATORIO DE IMUNOBIOLOGIA DA UFMG || POP: 04-VERSAO: 0] |

ML NORIOLOGIA UFMGE | TEMA: OBTENCAD DE SORO/PLASMA | | CRIADD EM: 1410121 |

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAQ |

1 DEFINICOES

O plasma ¢ caracterizado como a parte liquida do sangue contendo principalmente proteinas, sais minerais @ gases
em sua composigio. A dnica diferenca do plasma para soro sio os chamados fatores de coagulagho, que estio
presentes no soro. A escolha do anticoagulante para obtengio do plasma é muito importante para a fase analitica,
tendo impactos diretos nos resultados do processamento das amostras.

I OBJIETIVO
Separar e obter o soro/plasma de formma correta, cundadosa e padronizada.

3 PROCEDIMENT(
1.

2
3.
4

Pesar os tubos com as cacapas.
Centrifugar a 3000 RPMs, por 10 minutos, a 20°C, com 9 de aceleragiio ¢ 4 de desaceleragiio.
Retirar as amostras da centrifuga e levar para o fluxoe laminar.

Retirar o plasma e o sore fizendo o maior nimero de aliquotas possivel.

O soro originado do tubo com ativador de codgulo (tampa vermelha), é dividide em 2 aliquotas que variam,
em média, ImL por aliquota. Ao retirar o soro ou plasma, JAMAIS misture-os com os sedimentos do
sangue, isso poderd prejudicar a fse analitica e consequentemente o8 resultados. (1 tubo de 4mL

coletado ).

O plasma orginado do twbo com anticoagulante heparina (tampa verde), ¢ dividido 6 aliquotas de 2mL cada,

portanto cerca de 2 aliquotas por tubo de 10mL. (3 tubos de 10mL coletados).

O plasma originado do anticoagulante citrato (tampa azul), ¢ dividido em 3 aliquotas de no minimo &00uL

cada. (1 tubo de 4mL coletado).

Armazenar as aliquotas de soro e plasma em freezer -B0°C.

As amostras podem ficar acondicionadas em geladeira (2°C - 8°C) por até 24h. Depois precisam ser

armazenadas a -B0PC.

| CRIADM POR: LUCAS HANIEL A. VENTURAL |

| CORRIGIDO POR: LUCAS HANIEL A, VENTURA |
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LABORATORIO DE IMUNOBIOLOGIA DA UFMG

FOP: M-VERSAD: 0]

WHIE

PALIHDRIOLOGIA UFMG | TEMA: OBTENCAO DE SORO/PLASMA

| | CRIADO EM: 14/01721 |

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

Observacies:

* Sempre identificar os eppendorfs com as amostras, assim como a caiXa para seu armazenamento.

* Sempre abrir ¢ manusear as amostras dentro do fluxo laminar,
+ Realizar o descarte correto do material biologico.

* Sempre fazer uso de EPLs.

4 REFERENCIAS
Laboratbrie de Biomarcadores (GIPB). IRR — Instituto René Rachou FIOCRUZ-MG.

CRIADO POR: LUCAS HANIEL A. VENTURA.

CORRIGIDO POR: LUCAS HANIEL A. VENTURA
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ANEXO 10 — Artigo Submetido com Dados Presentes Neste Estudo

COVID-19 INDUCES SENESCENCE AND EXHAUSTION OF T CELLS IN

PATIENTS WITH MILD/MODERATE AND SEVERE DISEASE DURING A
SEVEN-DAY INTERVAL

RODRIGO BALSINHA PEDROSO', LUCAS HANIEL ARAUIOD VENTURAZ,

LiCIA TORRES, GIOVANNA CALIMAN CAMATTA®, FELIPE CAIXETA™

LEANDRO SOUZA NASCIMENTO', CATARINA MOTA', ANA CATARINA

MENDES', FILIPA RIBEIRO', HENRIQUE CERQUEIRA GUIMARAES *, RAFAEL
CALVAO BARBUTO®, GABRIELA SILVEIRA-NUNES®, ANDREA TEIXEIRA-
CARVALHO®, LUIS GRACA", ANA MARIA CAETAND FARIAT,

! Instituto de Medicina Molecular, Faculdade de Medicina (IMM), Universidade de
Lisboa, Lisboa, Portugal.

: Departamento de Bioquimica ¢ Imunologia, Instituto de Ciencias Biologicas (ICB),
Umiversidade Federal de Minas Gerais {UFMG), Belo Honzonte, MG, Brazl.
3|}|:|:|a.:'t.nm||::|'1l.-a de Medicina, Universidade Federal de Juiz de Fora, Campus Governador
Waladares (UFJF-GV), MG, Brazil.

* Hospital Risoleta Tolentino Neves, Belo Horizonte, MG, Brazil

¥ Instituto de Pesquisa Rene Rachou, Fundagio Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-MG), Belo
Horzonte, MG, Brazl

* Joint semior authors.
Cormesponding authors: Luis Graca (lgracaiimedicina.ulisboa pt) and Ana M.C. Faria
{anacactanofrmi@ emall.com)

Abstract

Risk factors for the development of severe COVID-19 include several comorbidities,
but age was the most striking one since elderly people were disproportionately affected
by SARS-Cov-2. Major drivers that can explain this markedly unfavourable response in
the elderly are inflammaging and immunosenescence. Recent reports have shown that
the relationship between immunosenescence and COVID-19 can be bidirectional, since
hospitalized patients with severe COVID-19 have an accumulation of senescent T cells
suggesting that immunosenescence can be also exacerbated by SARS-CoV-2 infection.
Therefore, the present work was designed to examine the emergence of

immunesencscence in a longitudinal study in two distinet cohorts of COVID-19
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patients, and to determine whether the senescence alterations were restricted o severe
cases of the disease. Our data, with patients from Portugal and Brazil, identified their
distinctive inflammatory profile and provided evidence of increased frequencies of
senescenl and exhausted T cells within a seven-day period in patients with mild to
severe COVID-19. These results support the view that SARS-CoV2 mfection can
accelerate immunosenescence in both C04 and CDE T cell compartments in a short

period of ime.

Key words: COVID-19, immunosenescence, T cell exhaustion, T cell senescence,

inflammatory cytokines, mflammaging

Running Title: COVID-19 induces rapid T cell senescence.

Introduetion

Since 2019 when it first started in China, the Corona Virus Disease-2019 (COVID-19)
pandemic caused by the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-Cov-
2) has been responsible for the death of more than 6 million people worldwide (WHO,
2020a). Clinical manifestations of COVID-19 range from asymplomatic to severe
preumonia  associated with extensive immune-inflammatory response, a clinical
condition that can lead to multiorgan failure and prolonged complications (Osuchowski
et al, 2021).

Risk factors for the development of severe COVID-19 include obesity, diabetes, high
blood pressure, male sex. and age, with the latter being the most striking, since elderly
people were disproportionately affected by SARS-Cov-2 (Li et al, 2020; Guo et al
2020; Rahman & Sathi, 2020; Xu & Chen, 2020; Wu et al, 2020; Zhou et al, 2020).
Among the reasons for this markedly unfavourable response in the elderly,
immunosenescence and inflammaging are major dnvers of this outcome (Mueller,
McMNamara, Sinclair, 2020; Camell et al, 2021). Immunosenescence is the aging of the
immune system and 15 mainly charactenzed by a decrease in naive T cell numbers
together with an accumulation of CD4" and CD8” memory and terminal effector T cells,
resulting in increased vulnerability to infections and impaired response to vaccination
(Hassoueneh et al, 2016; Fulop et al, 2018; Aiello et al. 201%). Moreover, aging T
lymphocytes like other senescent cells tend to develop a secretory-associated senescent
phenotype (SASP), characterized by the production and secretion of IL-6, IL-1, IL-§,
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@ IL-18, and THF along with other inflammatory mediators. Senescent cell accumulation
M as well as other agmg-related disturbances (mitochondrial dysfunction, dyshiosis of
71l microhiota, innate immune responses) lead to a chronic low grade inflaimmatory state
72 known as inflammaging (Fulop et al. 2018; Batista et al, 2020; Heath and Grant, 2020).
73 Continuous immune dysregulation induced by prolonged exposure to infectious and
™ non-infectious antigens can also drve immune cell aging, since the accumulation of
75 inflammatory mediators secreted In response o consecutive  infections  further
76 contnbutes for the impaimment of the adaptive immune response, boosting
77 immunossenescence and inffammaging (Fulop et al, 2018; Goronzy & Weyand, 2019;
T8 Elyahu & Monsonego, 2021). Chromic infections, including those caused by the human
7™ cytomegalovirus (CMY), HIV, hepatiis B virus (HBY) and human papillomavirus
20 (HPV), are sources of constant stimulation to the immune system, resulting in the
81  accumulation of terminally differentiated senescent T cell populations  and,
82 consequently, immunesenescence (Solana et al, 2012; Fulop, Larbi, Pawelec, 2003).
23  Simlarly. although it s not a persistent infection, SARS-Cov-2 can also tnigger the
84  accumulation of exhausted and senescent T cell phenotypes due to its extensive
85 activation and clonal expansion (Dino et al, 2020; Zheng et al, 2020b) Recent
86  publications have shown that severe COVID-19 patients presented an increased
87  frequency of terminally differentiated CD4 and CDE T cells when compared to controls
28 matched for sex and age (Zheng et al, 20204; Arcanjo et al, 2021). However, there is no
89  longitudinal study clearly demonstrating that SARS-CoV-2 infection leads to
90  accelemied immunosenescence in distinet populations and in different forms of
91 COVID-19.

92 In this study, we investigated the evolution of the inflammatory response and
93  immunosenescence of COVID-19 patients from Belo Hortzonte, Bl and Lishon,
94  Portugal. Blood samples were collected during ambulatory care or hospitalization, and
g5 one week later, allowing the evaluation of the impact of the disease over a period of
96  seven days. Our results showed that SARS-CoV-2 infection induces T cell senescence
97  in both populations in a short penod of time, in both moderate and severe cases, with
98 this effect being more prominent in the latter.

99

100 Materials and Methods

101 Ethics starement



Pagina |150

102  The research protocol was approved by the Manonal Research Ethics Commission
103 (COMEP # 5.190.260) of Braxil and by the Lisbon Academic Medical Center Ethics
104  Committee (ref. no. 306/20). The study was conducted in accordance with the Helsinki
105  Declaration for research involving humans. All participants, including healthy controls,
106  agreed to participate voluntanly in this sudy without financial support and signed an
107  informed consent.

108

109 Study design

110 This longitudinal study was performed at two healthcare centres: Centro Hospitalar
111 Umiversitario Lisboa MNorte (CHULN) in Lisbon, Portugal, and Hospital Risoleta
112 Tolentino Neves in Belo Honzonte, Brazil. Non-vaccinated patients were recruited
113 within the first three days of hospitalization or while in ambulatory care, after
114  presenting a positive nasopharyngeal swab test for SARS-CoV-2 by real-time reverse
115  iranscriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) performed upon admission at the
116 health care umits. A total of 20 infected patients from Lisbon and 10 from Belo
117  Horizonte agreed to participate in this study. For the longitudinal follow-up, blood
118 samples were collected at the time of enrolment (T} and seven days later (T7). Each
119 city had a control group formed according to the following criteria: testing negative for
120 COVID-19 in the RT-PCE test and not having presented any symptom the week before
121  blood sample collection. Individuals with prior inflammatory diseases, such as cancer
122 and remal failure were excluded. Data collection was carmed out between August and
123 October 2020 in Lisbon and June and August in Belo Honzonte.

124 Diusease seventy classification was based on the WHO criteria (WHO, 2020b). Mild
125  cases were considered asymptlomatic or those treated in an outpatient clinic. Moderate
126 cases included hospitalized patients without oxygen support or using a low to moderate
127 fow oxygen by mask or nasal prongs. Severe cases were characterized as the need for
122 high flow oxygen, mechanical ventilation, vasopressors, dialysis, or extracorporeal
129  membmrne oxygenation (ECMO)Y (WHO, 2020b).

1z

131 Blood collection and isolation af PEMCs

132 Penpheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained by blood collection from
133 COVID-19 patients and healthy controls using hepannized wvacuette tubes. The
134 punfication was attained by Ficoll gradient (Histopaque-1077; Sigma, cat #10771)

135  centrifugation at room temperature, ina 1:2 matio, for 40 minutes, at 600xg and without
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136 brake-induced end-centrifugation deceleration phase. After that, the PBMCs were
137 collected and washed with Roswell Park Memoral Institute (RPMI) 1640 basal
138 medium. Red blood cells were lvsed using a lysis buffer. Cells were counted and stored
138 in fetal bovine serum supplemented with 10% dimethyl sulfoxide at -80 °C until further
140 use. Blood serum was also obtained by centnfuging whole blood collected in sera tubes
141 for 10 minutes at 500xg.

142

143 fmmunophenotvpe by polychromatic flow cytometry

144  PBMCs (110" were first stained with LIVEDEAD fixable agqua dead cell stain
145  (ThermoFisher Scientifc, cat #L34957) and antibodies flusrophore-conjugated human to
146 surface markers. anti-CDE (RPA-TE, cat# 562282), -CD4 (SK3, cat# 557852), -CD25
147 (M-A251, cat¥# 555432), -CD278 (ICOS; DX29, caté 562833), -CD57 (NK-I, cat#
148 56389a6), -CD279(PD-1; EHI12.1, cat¥ 563245), -TIGIT {741 182, cat# 7478400, -CD2E
149 (CD28.2, cat¥ 56136R), -CDA5RO (catd 304234), -CD3 (catd 317340), -CCRT (cat#
150 353216) and -KLRGI (cat# 138427).

151  Afier the surface stmiming, cells were fixed and permeabilized wsing the
152 Foxp3dTranscription Factor Staining Buffer Set from eBioscience (cat #00-5523-00)
153  and stmned for -Foxp3 from ImmunoTools (3G3, cat# 21276106). Single colors for
154 fluorescence compensation were prepared with anoibody capture compensation beads
155  (BD Biosciences). Cell samples were acquired in a BD) LSRFortessa cell analyzer (BD
156  Biosciences) coupled to computers with DIV A and FlowJo- 10 saffware (Tree Star).

157

158 Luminex-Multiplex measurement of serum oytokines, chemokines, and growth factors
158 A Bio-Rad Laboratones kit (Bio-Plex Pro Human Cytokine Standard) was used to
160 analyse multiple serum mediators simultaneously with the Bio-Plex 200 system from
161  Bio-Rad, following storage and processing protocols standardized by the Laboratory of
162 Biomarkers (IRR-FIOCRUZMG). Samples were tmnsported and stored at a
163 temperature of -80MC. Analyzes were performed using Bioplex™ xPONENT wversion
164 3.1 software (Bio-Rad) and included the following panel of analytes: IL-1[, IL-1ra, IL-
165 I IL-4. IL-5. IL-6, CXCL-8 (IL-8), IL-10. IL-12p70, IL-13, GM-CSF, [FN-y, CCL-2
166 (MCP-1) and TNF-o. The panel of biomarkers imcluded in the kit and their standard
167  settings is presented in Supplementary Table 1.

168

169 Statiztical analysis
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170 Statistical analyses were performed uwsing GraphPad Prism 8.0 soffware (GraphPad
171 Software, San Dhiegoe, CA, USA). All data acquired from Luminex-Multiplex were
172 converted to loganthmic scale to normalize the data, and a lognormality test was
173 performed to confirm data normality. Wilcoxon test was applied in non-parametric data
17  to compare samples of the same patient at TO and T7. Student’s t-test was used for
175  analysing parametric data.

176 Radar plots highlight the contnbution of different cytokines to immunological profile.
177 This analysis allows to convert quantitative cyvtokine measurements into a categoncal
178 varable of low and high cytokine producers as previously proposed by Luiza-Silva et
179 al (2011). Brefly, this approach categonzes cach subject as “Low™ or “High" cytokine
180 producer, taking the global median value as a specific cut-off edge for each cytokine.
181  For the calculation of the global median the whole umverse of data obtained for the
182  groups was considered. Following data categorization, the frequency of “High Cyvtokine
183 Producers™ was calculated for each group. On radar chars, each axis represents the
184  percentage (*0) of volunteers categonzed as “High Cytokine Producers™ in each group.
185  Then, connecting the values of each axis forms a central polygonal area that represents
186 the immunological profile. Relevant productions were considered when the percentage
187  of “High Cytokine Producers™ of a given cytokine was greater than 50%.

182 The correlation matrix was built using the cor() function of the statistical analysis
189  package stats v3.6.2 available in the B v4.0 environment. Spearman's comelation was
190 used considering the non-parametric nature of the data, considering only correlations
191  with p=IL035.

192 Statistical analysis of data on frequencies of T cell subsets obtained by flow cyvtometry
193 was performed using the nonparametric Wilcoxon rank-sum. P < (L05

194

195  Results

196  The study included 20 individuals with severe cases of COVID-19 from Lishon, and 8
197  individuals with mild to severe cases from Belo Honzonte, The median age of
192 individuals in the infected groups was 69 (IQR 60.0 — 4.3 years) and 42.5 years old
199 (IQR 35.8 — 54.5 years) in Lisbon and Belo Honeonte, respectively. The number of
M0 female participants was higher in both control groups when compared to infected
M1 patients. The prevalence of comorbidities was higher in the Portuguese population, and
Mz  hypertension was the most prevalent among infected patients in both cities. Deaths and
M3 mussing samples were only registered in Lisbon (Table 1).
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nd

W5 The inflammatory prafiles of COVID-1 @ patients were distinct in the two cohorts

M6 Severe COVID-19 has been reported to be associated with accelemted senescence (Diao
W7 et al, 2020; Zheng et al, 2020). In order to understand the immunological profile
M8 expressed by the cohorts, we first compared the global production of mflammatory
29  mediators between controls and mfected patients in ime zero (T0) and time seven (T7).
210 As prescnted in radar chans (Fig. |A), there was an overall increase in the frequency of
211 high producers of serum mediators in the infected group from Portugal in TO when
212 compared to the control group, confirming the ongoing response to the imfection.
213 Notably there was an increase in the frequency of high producers of mediators involved
214 in inflammatory response, such as IL-4, IL-6, IFN-y, TNF, CXCL-5. Seven days after
215  hospitalization, the immune response was still more prominent than in non-infected
216 individuals, despite the reduction n the frequency of high producers of IL-4, CCL-2,
217 IFN-y and TNF, possibly indicating a tendency towards resolution of the mnflammatory
218 response. Corroborating this result, a significant reduction in the production of CCL-2,
219 IFN-y, IL-6 and [L-10 was also observed (Fig. 1B).

220 Simular to the analysis conducted for Lisbon patients, to assess whether a population
221  composed of younger individuals from Brazl, who developed moderate to severe
222 clinical conditions, presented a similar pattern of longitudinal immunological response,
223 we compared the overall inflammatory profile of control and infected patients (Fig. 1C).
] As expected, the control group presented a very discreet production of mediators, while
225  infected individuals showed a burst in inflammation throughout the study. When
226 companng T0 and T7, there was a rise m the frequency of high producers of many
227 cytokines, mcluding CXCL-8, IL-10, IL-2, GM-ACSF, IL-4, IFM-y, and IL-12p70,
22  indicating intensification in the mflammatory response. Meanwhile, 1L-13 presented a
289  reduction imoits frequency (Fig 1C) No significant change in the levels of these
230 mediators was observed within seven days.

231  Longitudinal correlation analysis of immunological mediators allowed us to gain
237  insights into cyvtokines, chemokines, and growth factors production dunng
233 hospitalization (Fig. 2A). In the Lisbon cohort, although we observed a reduction in the
23 number and mtensity of comrelations, there was a remarkable switch from positive to
235  negative miteractions between mediators, notably in CXCL-2, CCL-2, IL-6, IL-12pT0,
236 INF-y, and IL4. Some mediators, such as [L-2, GM-C5F and IL-13 gained interactions
237 in T7 {Fig. ZA).
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238  The comelation matnx graphic representation from Brazil showed a decline in some
238 interactions within seven days. There is an evident loss of positive correlations for 1L-6,
20 IL-10, TNF, and IL-12p70, with the latter having also gained negative correlations,
241 notably with CXCL-&, IL-B, IL-Ira, and INF-y (Fig. 2C). On the other hand, CCL-2,
Mz  IFM-y. and GM-CSF gained intensity and significance in numerous interactions (Fig.
3 IC). Interestingly. we see an increase in the total number of significant correlations
4 between age and cytokines, mostly negative ones, which could indicate a reduction in
25  the mteractions with aging,

MBb

W7 Exhausted and immunosenescent T cells accumudate in COVID-19 patients of both

ME  cohorts regardiess of disease severity

M9 Since inflaimmatory response dunng COVID-19 infection is already associated with T
250 cell exhaustion (Arcanjo et al, 2021; Lee et al, 2021), we used flow cytometry
251  immunophenotyping to evaluate alterations in immune responses throughout the course
252  ofinfection. We investigated the evolution of the relative abundance of CD4” and CDE”
253 T cells using manual gating as described in Supplementary Figure |. T cell markers
25 related to differentiation (CD2E, CCRT, CD45R0) and senescence/exhaustion (CDAT,
255  KLRGI, PD-1) allowed us to identify these phenotvpes in distinet cell compartments
256 including naive (CD2RCCRTCDMSROY) and effector memory (CD2ECCRT
2157  CD4SRO) T cells.

2%  Results from Lisbon patients showed an increase in the frequency of differentiated T
1% CDd cells (CD2E)  expressing  both  markers of  senescence/exhaustion
2 (CDST'KLRGIT) as well as effect memory cells (EM) (CD45SRO+ CCRT- CD2E-) (Fig.
261 3 C and E). In the CD28-CDE" T cell compariment, frequency CD3TEKLRGT cells
262  increased while there was no difference in EM subset (Fig. 3 D and F).

263 Contrary to whal was observed in severe cases from Lisbon, frequencies of naive CD4”
26  and CD&™ T cells from patients in Brazil reduced during hospitalization (Fig 3 G and
265 H). This change was accompanied by an increase in T CD4'CD28 and EM cells
266 double-positive for CDSTKLRGI dunng seven days (Fig. 3 1 and K). It was also
267  observed a reduction in the frequency of FOXP3™ CD4™ T cells in the individuals from
268 the Braxlian cohort whereas no difference was observed in the frequency of PD-1-
28 expressing (exhausted) FOXP3 CD4" T (Fig 82).
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M Alwogether our results show an emergence of an increased senescent/exhausted T cell
71 phenotype in patients with COVID-19 dunng 7 days of infection regardless of disease
72 seventy.

273

7 Discussion

275  Inflammation induced by viral infections plays an important role in the differentiation
276 and development of T cells. as they induce extensive cell proliferation, however it can
277 ulimately lead to cell exhaustion and senescence (Wherry, 2011; Moro-Garcia et al,
27 201%; Heath & Grant, 2020). Although this phenomenon is mainly related to chronic
77 infections such as CMY, HIV, HBY and HPV (Fulop, Larbic, Pawelec, 2013; Wherry,
=|0 2011), it has also been identified in patients with acute SARS-Cov-2 infection (De
&1  Biase et al, 2020; Arcanjo et al. 2021). Considenng these findings and the highly
#2  heterogensous immunological responses observed in COVID-19 (Lucas et al, 2020}, we
2|3  studied the evolution of the inflammatory response and exhaustion/senescence T cell
Z4  profile in a seven-day interval in two different cohorts of infected individuals {one from
&5  Belo Horizonte, Brazil and another one from Lisbon, Portugal).

B6  Owur longitudinal analysis revealed different inflammatory profiles between cohorts,
&7  although both presented a hyperactivation of the immune system in response to the
#H8  infection. At admission, the severe patients from Portugal exhibited high levels of
B3  biomarkers associated with a core response signature in moderate to severe conditions
20 n COVID-19, such as IFN-y, TNF, IL-6, and [L-10 (Liu et al, 2020; Lucas et al, 2020).
@1 Meanwhile, over the seven-day period, there was a trend towards the reduction of the
B2  inflammatory profile, as observed by the decrease in all cvtokine levels (Fig. 1A) Ths
B3 data is supported by the significant reduction of IL-2, IFN-y, and IL-6 {Fig. 1B), which
24 are biomarkers related to hyperactivation of T cells and recruitment of macrophages to
#®5  the site of infection (Arcanyo et al, 2021; Coperchini et al, 2021). Decrease in the anti-
&6 inflammatory cyiokine [L-10 accompanies the general decline in inflammatory immune
X7  response. The emergence of negative correlations in the correlation matrix also suggests
B2 the downregulation of the immune response dunng the course of the disease (Fig. 2B),
23  indicating a tendency to resolution of the inflammatory response.

30  Patients from Brazl with mild to severe disease had a trend towands a global rise in
11 serum cylokine production (Fig. [C). For instance, the frequency of high producers of
Wz CXCL-8. a chemokine involved in the recruitment of neutrophils to the site of infection
33  and commonly elevated in patients with COVID-19 (Coperchini et al, 2020: Sallenave
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E & Gullot, 2020; Hareldine & Lord, 2021), suggests an enhancement of the
315  inflammatory response in the course of seven davs (Fig 1C). Also. the correlation
6  matnx evidenced higher correlations between CCL-2, IFN-y, and GM-CSF levels in T7.
37  These mediators are implicated in T lymphocyte response to SARS-CoV-2, such as cell
;2  waflficking. cytokine production and cell replication (Coperchini et al, 2020; Arcanjo et
309  al, 2021). Considering that disease is sssociated with the loss of complexity and
310 dynamics of physiological processes (Lipsite, 2004), the reduction in some correlations
311  after a week indicates a putative imbalance in the immune network complexity
312 developed during this short period of infection (Fig 24).

313 As a complement to the inflammatory profile found in COVID-19 patients from Brasl,
34 we also observed a reduction in the frequency of Foxp3'CD4” T cells which have been
315  widely descnbed as regulatory cells mediating anti-inflammatory effects. OF note,
316 fequency of Foxp3 ' CD4” T cells expressing the exhaustion marker PD-1 did not
317  change suggesting that only functionally active regulatory T cells were affected by the
318 infection. These data are in accordance with previous reports showing a reduction in the
319 frequency of these T cell subset in patients with COVID-19 namely in patients with a
30 severe form of the disease (Lucas et al, 2020).

321 It 1s possible that the two cohorts, m Bl and Lisbon, were not exactly synchronized.
322 In fact, we observed a more marked reduction of pro-inflammatory cytokines between
323 day 0 and 7 in the Lisbon cohort. However, although this heterogeneity may sound as a
33 negative feature of our sample, the similar results vielded by the two distinct cohorts
335  regarding the immunosenescence profile of the T cell compartment helped to reveal a
326 common phenomenon associated with SARS-CoV2 mfection.

327 Studies on individuals with severs COVID-19 revealed an increase in T cells expressing
3%  markers of exhaustionsenescence such as PD-1, TIGIT, and CD57, especially in the
3@  CD8 compartment, when compared to healthy individuals (Zheng et al., 2020a; Zheng
330 et al, 2020b; De Biasi, 2020; Arcanjo et al, 2021). In the present work, our aim was to
331  examine the emergence of these alterations in a longitudinal study and to determine
332 whether these immunosenescence allerations were restncted (o severe cases of the
333 disease in two distinet cohorts, Our data show that patients with mild and severe cases
33 of COVID-19 in Brazil had an increase in CD4'CD2E T cells expressing both CDS7
335  and KLRGI, whereas patients from Lisbon with severe disease showed this increase in
336 both CD4 CD28 and CDE CD2R T cell compariments {Fig 3 C, D, I). Expression of
337 CD357 and KLRGI, and the loss of the CD28 molecule are considered indicators of
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3%  terminal differentiation and are associated with the senescence profile of T lymphocytes
33 (Akbar & Henson, 2011; Pangramd & Weinberger, 20200, Alhough the KLRGI
#0  molecule also emerges on the cell surface afier differentiation, the signalling generated
31 by this molecule regulates a pathway related to exhaustion, making it a marker of
#2  cellular senescence and exhaustion (Akbar & Hsenson, 2011; Wherry & Kurachi, 2015;
33 Pint et al, 2006; Cunha et al, 2020; Pangrazzi & Weinberger. 2020). Therefore, absence
¥4 of CD28 and the high expression of CD37 as well as KLRG] provide what could be
#5  considered the best description of a senescent state (Rodriguez et al, 2021).

ME Interestingly, our results identified the emergence of a senescence profile of T
M7 lymphocytes in individuals with COWID-19, both mn mild'moderate and severe
M8  conditions, being more pronounced the more intense the inflammatory response to the
M9  disease was. Although there is no data in the literature relating inflammation and
350  immunosenescence in COVID-19, the hyperactivation of the inflammatory response to
351 SARS-CoV-2 infection has been associated with more severe disease (Lucas et al,
352 2020) which could possibly jusufy the increase in the frequency of terminally
353 differentiated cells in this group of patients.

350 It is also imporiant to highlight that the cohort of critically 11l patients from Portugal s
355  mainly composed of elderly individuals. Thus, this may explain the difference between
356  health conditions between Brarilian and Portuguese cohort samples. As predicted by
357 our group and by others, immunosenescence and inflammaging may be aggravated by,
3% but also may aggravate SARS-CoV-2 infection (Batista et al. 2020: Witkowski, Fulop,
358 Bryl, 2022). The primary setting and one of the hallmarks of iImmunosenescence 1s
360  thymic involution, which is followed by the reduction in the natve cell output (Thomas,
361 Wang, Su, 2020; Elyahu & Monsonego, 2021), a phenomenon that should have been
362  affecting these patients even before the onset of the nfection. This could be the reason
363 why no difference was observed in the naive T cell subset in this severely diseased elder
36 group.

365  The differences seen in inflammatory biomarkers between patients of Brazil and
366  Portugal may be related to the ime of the onset of symploms. as the recruilment was
367  carried out based on the moment patients sought medical assistance at the hospital,
368 rather than on the nitiation of symptoms. Notably, acocumulation of exhausted senescent
38  cells seems to occur at distinct time points of disease development, indicating a process

37 that could start early in infection and develop further than the 7-day period examined,
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371 particularly in Brazil where the patients were recruited sooner regarding the course of
372  the discase.

373 There were limitations in this study, mainly the small sample size in both cohorts. This
3  may have hindered the identification of significant differences in inflammatory
375  mediators and other T-cell subsets that would be possible using a larger number of
376 individuals. Moreover, this feature precluded formal statistical analysis regardmg the
377  associations between laboratory findings and disease severity. There were also
3%  methodological differences in the study of the two cohorts that could have impacted on
3@ the results. We did not investigate the SARS-CoV-2 vanant infecting the individuals
=0 and this could also partially explain differences in their immunological responses,
F1l  considering the distinct scenarios of the pandemic in Brazl and Portugal during which
F}|Z  patients were recruited.

B3  Owur longitudinal study provided evidence of accelerated immunosenescence in the T
B4 cell compartment during COVID-19 showing that senescemt and exhausted T cells
|5 significantly increased within a seven-day period. Interestingly, even though our
6  samples were composed by two different populations, who presented distinet
#}7?  mflammatory profiles and were possibly affected by different vanants of the virus, a
38  similar profile of immunossenescence and exhaustion was identified during this short
39 period of infection by SARS-Co¥-2. Furthermore, this change in immunological
31 profile was shown to be independent of disease seventy even though the magnitude was
3}l  greater in  patients with severe disease. This  suggests that  accelerated
12  immunosenescence of the T cell compartment may be described as a general feature of
w3 COVID-19.

4
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Table 1 - Clinical characteristics of Lisbon and Belo Horizonte populations.
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Lisbon Belo Horizonte
Healthy controls COVID-19 Healthy controls COVID-19
{n=10) (n=20) (n=3) (n=8§)
Age, median (IQR) (years) &6.0(57.8-T74.5) 69.0 (60.0 — 84.3) 25.0(22.0-29.0) 425358 -545)
Female sex (%) 9 (90%) 6 (30%) 4 (B0%0) 4{50%)
Comorbidities, n (%)
Cancer 0 i 1] 1(12.5%)
!'_.ardu.‘u\-'u:iuulur 0 5 (25%) 0 0
disease
Dhabetes 0 6 (30%) 0 0
High cholesterol 0 3 (15%) 0 0
Hypertension 0 12 (6l%) 0 1(12.5%)
Disease seventy, n (%)
Mild NA 0 NA 3(37.5%)
Moderate NA 0 NA 3(37.5%)
Severe NA 20 (100%) MNA 2(25%)
nDi[.:ll:'lL during hospitalization, NA 3 (7.5%) NA 0
]
Samples lost between TO and i
7. 1 (%) NA 6 (15%) NA 0

IQR: interquartile range. NA: not applicable.



