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RESUMO

Novos medicamentos antivirais para a COVID-19, como Paxlovid e
Molnupiravir, sdo mais eficazes se administrados nos primeiros cinco dias apds o
inicio dos sintomas, ajudando os pacientes com alto risco de desenvolver a forma
grave de COVID-19 a evitar a hospitalizagado. Assim, quanto mais cedo os pacientes
que podem se beneficiar dessas drogas forem identificados, melhores serdo suas
chances de sobrevivéncia. Embora a infecgdo por SARS-CoV-2 ja tenha alguns
grupos de risco estabelecidos, como individuos do sexo masculino, idosos e pessoas
com comorbidades, ainda € necessario encontrar biomarcadores de desfechos da
doenga para estratificar o risco dos pacientes e aprimorar o manejo clinico. O
hemograma pode ser uma opcgéo viavel, eficiente e acessivel para encontrar
biomarcadores que predizem o prognéstico da doenga, uma vez que essa infec¢ao
viral pode alterar diversos parametros sanguineos. Portanto, o objetivo do presente
estudo foi identificar uma possivel associagcdo entre parametros hematoldgicos e
diferentes formas clinicas de COVID-19 e usa-los como preditores de desfechos da
doenga. Para isso, realizamos hemograma em amostras de sangue de 297 individuos
tratados em servico de saude de referéncia em Belo Horizonte/MG, Brasil, e
observamos que, nos primeiros 4 dias de sintomas, as alteragcbes hematologicas
classicas da COVID-19, como a linfopenia, ainda ndo sao perceptiveis. No entanto, o
percentual de mondcitos (MON%) e a razdo entre os numeros de granulécitos e
linfécitos (GLR) ja se apresentavam diminuidos e elevados, respectivamente, nesse
periodo em pacientes que apresentavam sintomas leves e que, posteriormente,
progrediram para a forma grave da doenga e necessitaram de internagc&o hospitalar.
Também observamos que durante esse periodo, a razao entre o numero de plaquetas
e linfocitos (PLR) foi capaz de diferenciar pacientes com COVID-19 de individuos com
sindrome gripal ou controles negativos. Realizamos curvas ROC e TG-ROC, bem
como algoritmos de Arvore de Decisdo, para avaliar a acuracia desses preditores
hematologicos e estabelecer seus valores de corte. Assim, nossos achados
demonstraram que pacientes com COVID-19 com valores de MON% menor que 7,7%
e GLR maior que 8,75 sao atribuidos ao grupo hospitalizado com uma preciséo de
86%. Isso sugere que esses indices hematoldgicos podem ser biomarcadores
importantes na predicdo de desfechos de doengas e podem ser utilizados para
discriminar pacientes na admissao hospitalar e conduzir abordagens terapéuticas,



como antivirais, no inicio da infecgao.

Palavras-chave: Hemograma. Preditores. COVID-19. GLR. Mondcitos.



ABSTRACT

Novel antiviral COVID-19 medications, such as Paxlovid and Molnupiravir, are
most effective if administered within the first five days of symptoms, helping patients
with a high risk of developing the severe form of COVID-19 to avoid hospitalization.
Hence, the sooner patients who may benefit from these drugs are identified, the better
their chances of survival. Although the SARS-CoV-2 infection already has some
established risk groups, such as men, elderly people, and people with comorbidities, it
is still necessary to find biomarkers of disease outcomes to stratify patients' risk and
improve clinical management. The complete blood count (CBC) can be a viable,
efficient, and affordable option to find biomarkers able to predict the prognosis of the
disease, since this viral infection can alter various blood parameters. Therefore, the
goal of the present study was to identify a possible association between hematological
parameters and different clinical forms of COVID-19 and use them as predictors of
disease outcomes. We performed a CBC in blood samples from 297 individuals treated
in Belo Horizonte, Brazil, and observed that in the first 4 days of symptoms the classic
hematological COVID-19 alterations, such as lymphopenia, are not yet perceptible.
However, the percentage of monocytes (MON%) and the granulocyte-to-lymphocyte
ratio (GLR) were already reduced and increased, respectively, during this period in
patients who presented mild symptoms and who later progressed to the severe form
of the disease and required hospitalization. We also observed that during this period,
the platelet-to-lymphocyte ratio (PLR) was able to differentiate COVID-19 patients from
individuals with flu-like symptoms or negative controls. We performed ROC and TG-
ROC Curves, as well as Decision Tree algorithms, to evaluate the accuracy of these
hematological predictors and to establish their cutoff values. Thus, our findings
demonstrated that patients with COVID-19 with MON% values lower than 7.7% and
GLR values greater than 8.75 are assigned to the hospitalized group with a precision
of 86%. This suggests that these variables can be important biomarkers in predicting
disease outcomes and could be used to discriminate patients at hospital admission
and manage therapeutic approaches, such as antivirals, in the beginning of infection.

Keywords: Complete Blood Count. Predictors. COVID-19. GLR. Monocytes.
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INTRODUGCAO

1.1.COVID-19

A coronavirus disease-19 (COVID-19), causada pelo virus SARS-CoV-2, é uma
doenga infecciosa que foi caracterizada pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) como pandemia em 2020 (“Coronavirus disease 2019 (COVID-19): situation
report, 517, [s.d.]). Por tratar-se de uma doenga nova que se espalhou rapidamente
pelo mundo, a COVID-19 trouxe inumeros desafios para o campo médico, exigindo
pesquisas com o objetivo de desenvolver vacinas e tratamentos. Devido a sua alta
transmissibilidade, essa infecgdo resultou em altas taxas de hospitalizagcédo e
mortalidade, com um consequente impacto na economia global e ampla

mobilizac&o de recursos medicos em todo o mundo (UMAKANTHAN et al., 2020).

O SARS-CoV-2, sigla para Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2,
€ um [(-coronavirus envelopado, com um RNA senso positivo, tipicamente
transmitido de pessoa para pessoa por contato ou por particulas de aerossoéis
(UMAKANTHAN et al., 2020). Acreditava-se que os coronavirus (CoVs), membros
da familia Coronaviridae e da subfamilia Coronavirinae, causassem principalmente
infecgbes zoondticas em passaros e mamiferos. No entanto, os surtos recorrentes
de outros CoVs, como a Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS), Middle East
Respiratory Syndrome (MERS), e agora SARS-CoV-2, demonstraram claramente
a capacidade desses virus de cruzarem as barreiras entre espécies e se
disseminarem entre humanos (MENACHERY; GRAHAM; BARIC, 2017). Embora
Coronaviridae seja uma familia de virus que causou outras epidemias de grande
escala no passado, como da SARS-CoV (2002-2003) e da MERS (2012), nenhuma
dessas resultou em um numero de mortes tdo elevado como a 2020 - 2023,
causada pelo SARS-CoV-2 (CHENG et al., 2007). Até o dia 3 de maio de 2023,
foram confirmados 765.222.932 casos de COVID-19, com uma taxa de letalidade
de, aproximadamente, 1%, resultando em 6.921.614 mortes mundialmente. No
Brasil, que teve o primeiro caso de COVID-19 notificado pelo Ministério da Saude
em 26 de fevereiro de 2020, atualmente se apresenta como o pais com o 5° maior
numero de casos registrados no mundo inteiro e o 2° pais com maior numero de

mortos. Até 3 de maio de 2023, foram confirmados 37.449.418 casos, com uma
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letalidade de 701.494 pessoas (“WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard | WHO
Coronavirus (COVID-19) Dashboard With Vaccination Data”, [s.d.]).

Proteina Spike (S)

Proteina Nucleocapsideo (N)

RNA fita simples positivo (+ssRNA)

Proteina Membrana (M)

Proteina Envelope (E)

FIGURA 1. Representagao esquematica da estrutura do virus SARS-CoV-2. As proteinas spike
(S), nucleocapsideo (N), membrana (M) e envelope (E) estédo representadas na figura. Além disso,
é possivel observar o genoma de RNA de fita simples positiva.
FONTE: Adaptada da versdo original de Lamers, M.M., Haagmans, B.L. SARS-CoV-2
pathogenesis. Nat Rev Microbiol 20, 270-284 (2022).

A primeira etapa de uma infeccdo viral € a entrada do virus nas células
hospedeiras. Para isso, 0 SARS-CoV-2, que possui quatro proteinas estruturais: S
(spike), E (envelope), M (membrana) e N (nucleocapsideo) (Fig. 1), utiliza a
glicoproteina spike presente em seu envelope viral para se ligar ao seu receptor,
a enzima conversora da angiotensina 2 (ACE2). Esse receptor &€ expresso em
varios graus na membrana celular de quase todos os tecidos humanos, mas em
maior abundancia nas células do trato respiratério superior, local primariamente
afetado pela infecgao (JIA et al., 2005; XU et al., 2020). A ligacéo spike-ACE2 ativa
a fusdo da membrana do virus e da célula hospedeira, o receptor ACE2 é
internalizado junto com o virus, e o RNA viral é subsequentemente liberado no
citoplasma, iniciando o estabelecimento do processo infeccioso (NI et al., 2020)
(Fig. 2).
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FIGURA 2. Esquema ilustrando a ligagao entre a glicoproteina spike (proteina S) do SARS-
CoV-2 e a Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ACE-2) presente em células humanas. Apos
a ligagao da spike com a ACE-2, a célula internaliza a particula viral em um vacuolo, que depois se
funde ao envelope viral, liberando o material genético que dara inicio a infecgao.

FONTE: https://www.genomahcov.fiocruz.br/glossario/. Acesso em: 6 margo 2023.

Uma vez que o virus entra em uma célula hospedeira, a sintese de proteinas
acessorias, que sao dispensaveis para replicagdo, mas muitas vezes tém
atividades imunoevasivas, e proteinas estruturais comega com os processos de
transcricédo e tradugao (LAMERS; HAAGMANS, 2022). A sintese do novo genoma
de RNA viral ocorre com a ajuda da RNA polimerase dependente de RNA
(CHILAMAKURI; AGARWAL, 2021). Durante esse processo, as proteinas
replicase formam fabricas de replicacdo a partir das membranas do reticulo
endoplasmatico que contém vesiculas de membrana dupla nas quais ocorre a
transcricdo, protegendo os intermediarios de transcricdo de RNA de fita dupla
(dsRNA) da deteccdo por receptores de reconhecimento de padrbes
citoplasmaticos (PRRs). Acredita-se que o principal PRR citoplasmatico capaz de
detectar SARS-CoV-2 seja o MDAS5 que, reconhece dsRNAs longos e inicia uma
cascata de sinalizagdo para promover a transcri¢ao dos interferons tipo | e tipo Ill.

Interferons e quimiocinas também s&o produzidos por células epiteliais e células
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imunes locais, como neutréfilos e macréfagos, em resposta a detecgao de SARS-
CoV-2 usando receptores endossomais Toll-like (TLRs), quimiocinas ou efeitos
paracrinos de interferons produzidos localmente (LAMERS; HAAGMANS, 2022;
WONG, 2021). Os interferons sinalizam de forma autdcrina e paracrina para induzir
um estado celular antiviral através da producdo de genes estimulados por
interferon, que podem ter fun¢des antivirais diretas ou indiretas, como pela atragao
de células imunes. Durante a patogénese, os granulécitos desempenham papel
fundamental, visto que a ativagcdo de neutréfilos promove a formacido de
armadilhas extracelulares (NET), agregacéo plaquetaria e dano celular (ILIADI et
al., 2021). Ao mesmo tempo, a produgdo de citocinas também promove o
desenvolvimento de respostas adaptativas de células B e células T que ajudam a
eliminar o virus. Se o virus nao for eliminado por respostas inatas ou adaptativas,
ele pode se espalhar para o trato respiratério inferior por inalagdo de particulas
virais do trato respiratério superior ou por disseminagéo gradual ao longo da arvore
traqueobrdnquica. Alternativamente, o local inicial da infecgdo pode ser o trato
respiratorio inferior. Isso pode levar a infecgao dos alvéolos, causando inflamagao
e limitando as trocas gasosas (LAMERS; HAAGMANS, 2022).

Dessa forma, o virus estimula uma hiperativagcdo de uma resposta inflamatéria
sistémica. Uma caracteristica comum da doencga € o fendmeno conhecido como
“tempestade de citocinas”. A tempestade de citocinas ocorre quando um sistema
imunologico é superativado por infecgdo, medicamento e/ou algum outro estimulo,
levando a uma condicado de hiperinflamacéo sistémica descontrolada, com altos
niveis de citocinas e quimiocinas sendo liberados na circulagdo com uma
distribuicdo generalizada e prejudicial impacto em varios 6rgaos (TISONCIK et al.,
2012). Esse fendbmeno ja foi relacionado a rapida deterioragdo clinica e alto risco
de letalidade na COVID-19 grave, assim como a sindrome respiratéria aguda grave
(SRAG) (BEHRENS; KORETZKY, 2017; MEHTA et al., 2020). Além disso, essa
infecgdo induz diminuicdo da producdo de células-tronco hematopoiéticas,
diminuicdo do numero de linfécitos (linfopenia), e ativagdo da cascata de
coagulacao (MINA; BESIEN; PLATANIAS, 2020; LUCAS et al, 2020). Todas essas
alteragdes sdo mecanismos patogénicos da doenca que podem resultar em febre,
comprometimento de tecidos e perda de fungao respiratéria que, por sua vez, pode
levar a necessidade de internacgdo e ventilagdo mecéanica (Fig. 3).
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FIGURA 3. Fisiopatologia e sintomas da COVID-19. llustragéo da fisiopatologia da COVID-19
com os principais sintomas (febre, tosse seca, dificuldade respiratéria e dores musculares e
cansago), assim como as possiveis complicagdes (pneumonia grave com insuficiéncia
respiratéria aguda, faléncia renal, septicemia, faléncia de 6rgaos e até mesmo a morte).
FONTE: https://www.rtp.pt/noticias/mundo/coronavirus-o-que-e-e-como-comecou_i1203294.

Acesso em: 6 margo 2023.

A COVID-19 pode se manifestar de forma assintomatica, leve, moderada, grave
ou critica, como uma SRAG (GIBSON; QIN; PUAH, 2020). Os pacientes
assintomaticos sao aqueles que testaram positivo para a presenca de RNA do

SARS-CoV-2, mas que ndo apresentam quaisquer sintomas clinicos e possuem a

imagem da tomografia computadorizada do térax sem alteragdes. Os pacientes

com a forma leve apresentam sintomas gripais, incluindo principalmente febre,

fadiga, tosse, dor de garganta, coriza e mialgia, ou sintomas digestivos, como

nauseas, vOmitos e diarreia, e se recuperam sem a necessidade de suporte

hospitalar. Ja os pacientes moderados e graves podem apresentar, além da febre
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frequente e tosse, pneumonia com ou sem hipoxemia e lesdes nos resultados da
tomografia computadorizada de térax, sendo que a opacidade em vidro fosco é a
alteragao pulmonar tipica, normalmente distribuidas perifericamente e nas regides
subpleurais (COZZI et al., 2021). Por fim, os pacientes com a forma clinica critica
apresentam SRAG e podem sofrer de choque, encefalopatia, lesdo miocardica,
insuficiéncia cardiaca, disfungdo da coagulagédo e lesdo renal aguda, podendo
resultar no ébito (BOSMULLER et al., 2021; YUKI; FUJIOGI; KOUTSOGIANNAKI,
2020). Geralmente os pacientes com COVID-19 que possuem o prognostico de
moderado a critico podem necessitar de internagdo hospitalar com tratamentos

invasivos e suplementagao de oxigénio.

A maioria dos individuos infectados apresentam apenas sintomas leves, porém
individuos com idade acima de 60 anos e individuos portadores de comorbidades,
como hipertensao, obesidade, doencgas cardiovasculares e diabetes, constituem
dois dos principais grupos de risco e possuem maior probabilidade de desenvolver
a infecgdo com lesbes pulmonares graves e eventual morte (EJAZ et al., 2020).
Além disso, ja foram observadas diferengas nas respostas imunologicas entre
pacientes dos sexos masculino e feminino durante o curso da infecgao por SARS-
CoV-2. Essa diferenca se evidencia, principalmente, em uma resposta menos
robusta de linfécitos T e niveis mais elevados de quimiocinas e citocinas pro-
inflamatérias em pacientes masculinos, quando comparados aos pacientes do
sexo feminino, resultando em uma pior evolugdo da COVID-19 (TAKAHASHI et al.,
2020). Embora os grupos de riscos sejam bem definidos, o prognostico da doenga
parece ser multifatorial, tornando biomarcadores e preditores do desfecho da
doenca necessarios para a estratificacdo de risco dos pacientes e para facilitar a
gestado hospitalar e o uso eficiente de recursos médicos escassos.

1.2. Profilaxia e Tratamentos Antivirais para a COVID-19

O sequenciamento relativamente rapido do genoma do SARS-CoV-2 permitiu
o rastreamento epidemiolégico e o desenvolvimento de testes de diagndstico,
métodos preventivos e de tratamento (MOHAMMED et al., 2022). Para o controle
da doenca, foram necessarios esfor¢cos para o desenvolvimento de vacinas para
limitar a transmissdo de SARS-CoV-2. Enquanto o desenvolvimento de uma nova
vacina pode levar de 10 a 15 anos, envolvendo as fases dos estudos preé-clinicos,
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as trés fases de ensaios clinicos em humanos e a aprovagdo de Orgaos
reguladores, pela necessidade urgente de desenvolver uma vacina protetora
contra a COVID-19, fases de desenvolvimento de vacinas foram combinadas para
acelerar o processo (SHARMA et al., 2020). Nesse tempo, foram desenvolvidas
vacinas de RNA mensageiro, vacinas a base de adenovirus, vacinas de virus
inativados e vacinas a base de subunidade de proteina por grupos farmacéuticos
como Pfizer/BioNTech, Moderna, Oxford/AstraZeneca, Janssen (Johnson &
Johnson), Sinovac, entre outros (MOHAMMED et al., 2022).

De acordo com a OMS, até 30 de abril de 2023, um total de 13.346.989.954
doses de vacina foram administradas mundialmente (“"WHO Coronavirus (COVID-
19) Dashboard | WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard With Vaccination
Data”, [s.d.]). O uso de vacinas reduziu com sucesso as taxas de infecgdes,
gravidade, hospitalizacdo e letalidade entre as diferentes populacbes desde o
inicio da distribuicdo das vacinas (MOHAMMED et al., 2022). Além disso, Tran et
al. ja relataram que a vacinagéo contra a COVID-19 reduz tanto a gravidade quanto
a duragcdo da COVID-19 longa. A COVID-19 longa, que é caracterizada por
sintomas duradouros que persistem por mais de trés meses apods a infecgao,
variando de falta de ar e dores musculares a confusdo mental e dores de cabeca,
afetam cerca de uma em cada dez pessoas no Reino Unido (TRAN et al., 2023).

Entretanto, mesmo com a administragao de vacinas e diminuicdo consideravel
da ocorréncia de casos graves de COVID-19, alguns pacientes ainda desenvolvem
a forma grave da doenga e necessitam de hospitalizagdo. Atualmente, as diretrizes
de tratamento para casos graves e criticos, especialmente para pacientes que
desenvolvem a SRAG e/ou disfungdo de multiplos 6rgaos, ainda apresentam
limitacdes e ndo sao totalmente eficazes. Portanto, melhor do que a intervengbes
de suporte invasivas, como a intubagao de pacientes, que, frequentemente, falham
em prevenir a letalidade, a predigdo do progndstico grave e o tratamento precoce
podem ser mais eficientes para evitar a progressdo da doenga (HARAPAN et al.,
2020). Sol et al. relataram menor mortalidade de pacientes com COVID-19 pelo
reconhecimento precoce e intervengdo de pacientes com a doenga grave na
provincia de Jiangsu (SUN et al., 2020a). Recentemente, novos tratamentos
antivirais para COVID-19 foram aprovados por agéncias reguladoras nacionais de
saude em todo o mundo, como FDA (Estados Unidos da América), Anvisa (Brasil)
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e Medicines and Healthcare products Regulatory Agency (Reino Unido). Até o
momento, trés medicagdes desse grupo ja foram testadas e aprovadas em varios
paises: o Remdesivir (da farmacéutica Gilead Sciences), o Paxlovid (Pfizer) e o
Molnupiravir (MSD). Esses medicamentos, que podem ser administrados por via
oral ou via intravenosa, podem reduzir as taxas de internacio de pacientes de alto
risco. No entanto, os antivirais funcionam melhor no inicio da infecgao, visto que
0S seus mecanismos de agao se baseiam, principalmente, em alteracbes na
funcdo da exonuclease viral e na interferéncia nas vias de replicacdo do virus
reguladas pelo hospedeiro, além de regular positivamente os mecanismos
antivirais inatos por meio da amplificacdo da deteccao de RNA citoplasmatico e
das vias de interferon tipo 1 (KAUSAR et al., 2021; MALINIS et al., 2020). O
Paxlovid, por exemplo, exerce sua eficacia antiviral inibindo a MP™ (main protease),
também conhecida como 3CLP™, uma protease necessaria para o processo de
replicagéo viral (MARZI et al., 2022). Com isso, o patdogeno tem sua replicagao
inibida e apresenta maior dificuldade de invadir as células, resultando em uma
menor probabilidade do quadro infeccioso do paciente se agravar e necessitar de
suporte hospitalar.

De acordo com a Pfizer, empresa que fabrica o Paxlovid, o uso do medicamento
resultou em uma reducao de 70% na hospitalizacao e nenhum ébito na populagao
tratada, em comparagdo com o grupo placebo. Além disso, um estudo clinico
publicado em 2021 no periédico The New England Journal of Medicine revelou que
a aplicacao precoce do medicamento antiviral Remdesivir, nos primeiros dias da
doenca, resultou em um risco 87% menor de hospitalizagdo ou morte entre os
pacientes de alto risco, como idosos e portadores de comorbidades, em
comparacgao ao grupo placebo (GOTTLIEB et al., 2022). Ademais, ja foi visto que,
para serem efetivos, esses tratamentos devem ser iniciados nos primeiros 5 dias
de sintomas (SARAVOLATZ; DEPCINSKI; SHARMA, 2023). Dessa forma,
meétodos de diagndstico inicial, pouco invasivos, como por exemplo parametros
hematologicos, sdo fundamentais para orientar com acuracia a melhor conduta a
ser realizada com os pacientes no inicio dos sintomas, consequentemente

melhorando o manejo clinico, o tratamento e, possivelmente, a taxa de sobrevida.
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1.3.Hemograma Completo Automatizado

O hemograma completo é uma técnica de exame de rotina facil, barata,
utilizada mundialmente e que fornece informag¢des sobre o conteudo do sangue.
Ele constitui um dos principais exames solicitados na pratica clinica, utilizado para
auxiliar no diagnostico, classificagdo e monitoramento de uma ampla variedade de
doengas (TURKMEN et al., 2014). O sangue, que tem 55% do seu volume total
representado pelo plasma, constituido por agua, sais minerais, vitaminas,
proteinas, carboidratos, lipidios, e fatores de coagulagéo, tem apenas a sua parte
sblida analisada no hemograma (CELKAN, 2020). Assim, o resultado do
hemograma, que avalia as células sanguineas de um individuo, pode ser dividido
em trés partes: série vermelha (analise de hemacias), série branca (analise de
leucdcitos) e série plaquetaria (analise de plaquetas).

E possivel usar técnicas manuais, semiautomaticas ou automatizadas para
determinar os varios componentes do hemograma completo. As técnicas manuais
sdo geralmente de baixo custo em relagdo a equipamentos e reagentes, mas sao
trabalhosas; as técnicas automatizadas acarretam altos custos de capital, mas
permitem a realizagao rapida de muitos hemogramas por menos trabalhadores de
laboratério. As técnicas automatizadas sdo mais precisas, mas sua precisao
depende da calibragdo correta e do uso de reagentes que geralmente sao
especificos para o analisador em particular. Muitos laboratorios agora usam quase
exclusivamente técnicas automatizadas, mas certas técnicas manuais sao
necessarias como métodos de referéncia para padronizagdo ou até mesmo para
validar uma contagem automatica. Métodos manuais também podem ser
necessarios para lidar com amostras que possuem caracteristicas incomuns que
podem dar resultados discrepantes com analisadores automatizados (BRIGGS;
BAIN, 2017).

Patenteada por Wallace Coulter, na década de 1950, o primeiro aparelho de
hemograma eletronico e automatizado, conhecido como The Coulter Counter, era
capaz de realizar apenas a contagem de hemacias e leucécitos (ROBINSON,
2013). Esse equipamento realizava as contagens de células por meio de uma
tecnologia baseada na impedancia elétrica, também conhecida como o Principio
de Coulter, na qual as células sanguineas s&o contadas e medidas a partir das

mudangas mensuraveis dos impulsos elétricos que geram quando imersas em



22

uma solucgao eletrolitica (GRAHAM, 2021). Esse contador primitivo permite que o
interior do equipamento se comunique com o seu exterior por um orificio de
pequeno diametro, com um dos eletrodos metalicos, sendo um interno e o outro
externo, e uma fonte geradora de corrente continua. Assim, uma bomba aspira o
sangue, apropriadamente diluido em solugéo eletrolitica, de fora para dentro do
aparelho, por meio do orificio. Ao cruzarem individualmente o orificio, os globulos,
pela menor condutividade, desencadeiam pulsos de impedancia, sentidos pelo
galvanémetro do instrumento. A mudanga na impedancia é proporcional ao volume
da célula, resultando em uma contagem de células e medida de volume individual
das particulas, que € convertida em numero de glébulos por uL de sangue.

A partir da analise de impedancia elétrica € possivel diferenciar os leucocitos
em granuldcitos, linfécitos e mondcitos, mas n&o é possivel distinguir entre os
granulécitos de tamanho semelhante: eosindfilos, basofilos e neutréfilos. Assim,
com o tempo, os aparelhos de hemograma foram se modernizando e adicionando
novos parametros de analises. Atualmente, a maioria dos equipamentos de
hemograma s&o automatizados e realizam quantificagbes multiparamétricas no
sangue total.

Muitos aparelhos de hemograma utilizam, além da impedancia elétrica, a
tecnologia da citometria de fluxo. Esse método se baseia no fluxo de uma célula
unica por um capilar, que € interceptado por um feixe de laser. Conforme o feixe
de luz laser atinge uma célula, parte dele € absorvido pela célula, e a outra parte
se espalha em varias diregdes. Um detector captura a luz de dispersao direta que
€ proporcional ao tamanho da célula e um segundo detector captura a luz de
disperséo lateral, que corresponde a complexidade nuclear e granulosidade do
citoplasma (“Practical Flow Cytometry - Howard M. Shapiro - Google Books”,
[s.d.]). A citometria de fluxo a laser, apesar de ser mais cara devido a necessidade
de reagentes caros, fornece informacdes detalhadas sobre a morfologia das
células sanguineas, conseguindo diferenciar os leucocitos em linfocitos,
monacitos, eosinodfilos, basofilos e neutrdfilos (EL-HAJJAR; ALI AHMAD; NASR,
2023). Para avaliar outros parametros, como a concentragdao de hemoglobina, por
exemplo, a absorbancia de luz pela célula é quantificada. Essa quantificacdo é
medida por espectrofotometria de absorcao, que mede quanta luz € absorvida por

uma amostra em uma faixa de comprimentos de onda definidos pelo espectro
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eletromagnético. Nesse cenario, quanto mais hemoglobina, mais luz é absorvida
(WHITEHEAD et al., 2019).

1.4.indices e Razdes Hematoldgicas

Além das quantificacbes e parametros fornecidos pelo equipamento do
hemograma, existem indices que podem ser obtidos pela razdo ou multiplicagao
de mais de um parametro. Esses indices podem se basear na razao de neutréfilos
por linfécitos [neutrophil-lymphocyte ratio (NLR)], na razdo de mondcitos por
linfécitos [monocyte-lymphocyte ratio (MLR)], na razdo de granuldcitos por
linfécitos [granulocyte-lymphocyte ratio (GLR)], na razao de plaquetas por linfocitos
[platelet-lymphocyte ratio (PLR)], ou até mesmo na multiplicagdo do numero total
de linfécitos pelo numero de plaquetas (LYM*PLT). Esses parametros sao
extremamente uteis e econdmicos, visto que € possivel facilmente calcular as
proporgdes apenas pela divisdo ou multiplicacdo do numero absoluto da célula em
questao pelo numero absoluto de linfocitos, obtidos pelo hemograma completo.

Alteracdes nesses indices ja foram associados a diversas doengas, crénicas
ou infecciosas, sendo que, dentre esses, a razado mais conhecida e utilizada como
parametro inflamatério € o NLR. Nos ultimos anos, o NLR tornou-se uma
modalidade facil e pratica para fornecer informagdes valiosas no diagndstico e
determinacdo de diversas doengas. Ja foi observado que NLR elevado esta
associado a um pior prognostico no cancer colorretal, cancer gastrico, cancer de
pulmdo e malignidades ginecologicas (ZHANG et al., 2017). Ambos NLR e MLR
sdo biomarcadores do microambiente tumoral que podem ser usados como fatores
prognosticos, ndo apenas em tumores solidos, mas também em neoplasias
hematoldégicas (STEFANIUK; SZYMCZYK; PODHORECKA, 2020). Gao e
colaboradores relataram que os niveis de MLR e PLR s&o mais altos em pacientes
com osteoporose, quando comparado com pacientes com osteopenia, sendo que
o MLR tem um maior valor diagndstico para essa condigdo, podendo ser um novo
potencial preditor barato e confiavel (GAO et al., 2019). Além disso, ja foi sugerido
que o MLR desempenha um papel modesto na previsdo de risco de tuberculose
em bebés e pode ser utilizado como um preditor precoce de influenza em criangas
(NARANBHAI et al., 2014; ZHU et al., 2020). Um baixo indice LYM*PLT também

pode indicar infec¢do por influenza A em criangas com sintomas gripais (FEI,
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ZHANG; ZHANG, 2019). Enquanto isso, ja foi sugerido que o PLR esteja associado
a condigbes reumatologicas (GASPARYAN et al., 2019) e ao céancer (LI et al.,
2018). O GLR, por sua vez, ja foi associado a progressdo de tumores e menor
sobrevida em humanos, e parece ser um parametro simples e clinicamente
relevante para a avaliacdo do estresse perioperatério em pacientes submetidos a
cirurgia colorretal (LIU et al., 2008; TABUCHI et al., 2011).

No contexto da COVID-19, o NLR foi um dos primeiros marcadores descritos
como um preditor efetivo da gravidade da doenga em estagios iniciais da infec¢ao
(ALY etal., 2021; LIU et al., 2020a). No estudo de Liu et al. (2020), foi relatado que
os pacientes com NLR = 3,13 e com mais de 50 anos eram propensos a doenca
grave e, se necessario, deveriam ter acesso rapido a UTI. Além disso, ja foi
reportado que o coronavirus pode ter efeitos, principalmente, nos linfocitos T e,
que o monitoramento do NLR e dos subgrupos de linfocitos € benéfico na detec¢ao
precoce de pacientes criticos, no diagnostico e avaliagdo do tratamento da COVID-
19 (QIN et al., 2020). Ja foi mostrado que pacientes com casos graves de COVID-
19 que precisam de internagcdo apresentam uma maior razdo do NLR e MLR,
enquanto apresentam uma menor razao de PLR e LYM*PLT, quando comparado
a pacientes com COVID-19 néo internados (ASAN et al., 2021). Além disso, ja foi
visto que o MLR é maior em pacientes com COVID-19, especialmente naqueles
com a doenga grave, do que em pessoas nao infectadas (SUN et al., 2020b). O
GLR é significativamente maior no grupo COVID-19 grave do que no grupo COVID-
19 ndo grave ou assintomatico, bem como nos individuos saudaveis. De acordo
com Kazancioglu et al., maiores razées GLR e menores de MLR foram observadas
em pacientes com COVID-19 grave (KAZANCIOGLU et al., 2021). Além disso,
observou-se que o GLR foi associado positivamente com os escores de gravidade
de tomografia computadorizada (TAN et al., 2020a). Ao comparar a area sob a
curva (AUC) da curva ROC de inumeros parametros e indices hematologicos, o
NLR aparenta ser o melhor indice para a identificacdo precoce de pacientes com
alto risco de desenvolver a doenga grave (ASAN et al., 2021; LIN et al., 2021).

1.5.Parametros Hematolégicos e a COVID-19

Entre as varias disfungbes imunoldgicas, a mais relatada durante a COVID-19

é a linfopenia, ou seja, a diminuigdo do numero absoluto de linfocitos abaixo dos
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valores de referéncia. Estudos recentes relataram que aproximadamente 85% de
pacientes com COVID-19 grave sofrem de linfopenia (HUANG et al., 2020; YANG
et al., 2020a). Em particular, € comum uma diminui¢do, principalmente, nos
linfocitos T CD4* entre os pacientes com COVID-19, e mais evidente, nos casos
graves, mas sem mudangas significativas no numero de linfécitos CD8" e linfécitos
B (QIN et al., 2020). Assim, por estar correlacionado diretamente com a gravidade
da doenga, a linfopenia é um indicador eficaz e confiavel da gravidade e
hospitalizagdo em pacientes com COVID-19 (TAN et al, 2020b).
Consequentemente, o baixo numero de leucdcitos é relatado em diversos
pacientes, dependendo da gravidade da doenga e das condi¢gdes subjacentes,
sugerindo uma possivel associagéo entre a gravidade da leucopenia e a gravidade
da COVID-19 (KARIMI SHAHRI; NIAZKAR; RAD, 2021).

Em um estudo realizado com 2.510 individuos, Yun e colaboradores
observaram que o numero de mondcitos aumenta, enquanto o de linfécitos diminui,
em pacientes com COVID-19, em comparagédo com pacientes com influenza (YUN
et al., 2020). Entretanto, um estudo conduzido por Sun et al. mostrou que ha uma
diferenca significativa entre os pacientes com COVID-19 internados na unidade de
terapia intensiva (UTI), que tém um menor numero de mondcitos, assim como de
linfocitos, comparado aos pacientes com COVID-19 grave que ndo estdo
internados (SUN et al., 2020b). Em uma meta-analise, conduzida por Henry e
colaboradores, foi confirmado que o numero de neutréfilos € significativamente
maior em pacientes com COVID-19 ndo sobreviventes, em comparagao com 0s
sobreviventes (HENRY et al., 2020). De acordo com as evidéncias atuais, o
numero de neutrofilos ndo apenas determina o progndéstico de COVID-19, mas
também desempenha um papel importante na imunopatologia da COVID-19 grave.

Na série vermelha do hemograma, contagens de hemacias de pacientes com
COVID-19 sao relativamente mais baixas em comparagdo com o valor de
referéncia normal, sendo mais prevalente em pacientes graves, sugerindo que a
infeccdo por SARS-CoV-2 possa inibir significativamente a hematopoiese na
medula Ossea dos pacientes (YUAN et al., 2020). Um estudo realizado por
Bellmann-Weiller e colaboradores analisou dados de 259 pacientes com COVID-
19 e descreveu que a anemia é prevalente em pacientes com COVID-19 grave e
esta associada a um desfecho desfavoravel (BELLMANN-WEILER et al., 2020).
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Além disso, os pacientes que precisam de internagdo hospitalar na UTI,
normalmente, apresentam uma diminuicdo em seus niveis de hemoglobina (FAN
et al., 2020). Isso ocorre provavelmente pois uma das proteinas n&o estruturais do
SARS-CoV-2, a ORFS8, e as glicoproteinas de superficie da hemoglobina se ligam
a porfirina, um subproduto oxidado originado durante o processo de biossintese
do grupamento heme, que tém como alvo o heme na cadeia 1-beta da
hemoglobina, interferindo com a via anabodlica desse metabolismo. Assim, os
efeitos inibitorios dessas proteinas na hemoglobina podem ser uma razéo para a
rapida dessaturagado, resultando em baixos niveis de hemoglobina no sangue
(WENZHONG; HUALAN, 2020). Também ja foi observado que pacientes com
COVID-19 apresentam o volume corpuscular médio (VCM) elevado e a
concentragdo da hemoglobina corpuscular média reduzida, dentro da faixa normal
dos valores de referéncia (MAO et al., 2021). Em contrapartida, um estudo
realizado com 1.327 pacientes no maior hospital de Wuhan, cidade originaria do
SARS-CoV-2, reportou que os pacientes sintomaticos com COVID-19
apresentavam menor VCM e hemoglobina corpuscular média (HCM), em
comparagao aos pacientes assintomaticos (LU et al.,, 2021). Ademais, ja foi
observado que uma alta variagdo do tamanho das hemacias esta associada a um
risco alto de morbidade e mortalidade na COVID-19, principalmente, em pacientes
com menos de 70 anos, e pode ser utilizado como um preditor de mortalidade
(HIGGINS et al., 2020; LORENTE et al., 2021). Em compara¢gdo com 0s casos
moderados, os casos graves de COVID-19, normalmente, apresentam menores
niveis de hemoglobina e numero de hemacias, bem como maior amplitude de
distribuicdo de hemacias (Red cell distribution width - RDW) (TANERI et al., 2020).
Também ja foram observados niveis de hemoglobina, hematdcrito e de hemacias
mais baixos em pacientes com comorbidades, que podem ser explicados pela
incapacidade da medula éssea de produzir hemacias suficientes para transportar
oxigénio e pelos danos pulmonares induzidos pelo COVID-19, dificultando a troca
gasosa (DJAKPO et al., 2020).

Ja foi observado que a quantidade de basodfilos € menor durante a doencga
aguda em relagédo a fase de recuperagdo de COVID-19, significando que existe
uma tendéncia a basopenia em pacientes com COVID-19 (MURDACA et al.,,
2021a). Em uma coorte de 135 pacientes com COVID-19, Lucas e colaboradores
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(2020) descreveram que o aumento de mondcitos, neutrofilos e eosindfilos se
correlacionaram com a gravidade da doenga. Os eosindfilos se apresentam
aumentados em pacientes com doenga grave e permaneceram mais altos do que
em pacientes com doeng¢a moderada (LUCAS et al., 2020). Em contrapartida, em
um estudo realizado com 97 pacientes admitidos no Centro Clinico de Saude
Publica de Shanghai, 71% dos pacientes tiveram uma diminuigdo nos eosinofilos
circulantes. Os pacientes com baixo numero de eosindéfilos na admissao hospitalar
eram mais propensos a ter febre, fadiga e falta de ar, com mais lesbes na
tomografia de térax e agravamento radiografico, e maior tempo de internagéo
hospitalar e curso da doenga, comparado com aqueles com contagens de
eosinodfilos normais. Assim, de acordo com esse estudo, o numero de eosinofilos
do sangue periférico pode ser um indicador eficaz e eficiente no diagndstico,
avaliacdo e monitoramento do prognostico do paciente COVID-19, a ainda melhor
se combinado com o NLR (XIE et al., 2021). De forma similar, em um estudo com
85 casos fatais de COVID-19, quase todos os pacientes apresentavam numero
total de eosindfilos reduzido no sangue periférico, abaixo da média normal (DU et
al., 2020). Em 2021, Mao e colaboradores relataram que eosinopenia, monocitose,
linfopenia e anemia eram comuns entre os pacientes convalescentes de COVID-
19 (MAO et al., 2021). Além disso, o numero de granuldcitos imaturos ja foi
proposto como um preditor de sepse e um marcador de sindrome respiratéria
aguda grave (AYRES; SGNAOLIN; MUNHOZ, 2019; HUANG et al., 2019). Na
COVID-19, um baixo numero de granuldcitos imaturos é observado em todos os
pacientes, tornando esse pardmetro um marcador de diagnostico de desempenho
médio e um bom preditor de progressdo para doenga critica (MYARI,
PAPAPETROU; TSAOUSI, 2021).

Na série plaquetaria, ja foi observado que os pacientes com COVID-19
apresentam aumento do volume plaquetario médio e hiperatividade plaquetaria,
que se correlaciona com uma diminuigdo no numero total de plaquetas (ZHANG et
al., 2020). O volume plaquetario médio é frequentemente aumentado em pacientes
com COVID-19 grave, especialmente naqueles com maior risco de morte, e pode
ser um marcador confiavel de gravidade da doencga (LIPPI; HENRY; FAVALORO,
2021). A trombocitopenia, ou seja, diminuigdo do numero das plaquetas, é uma
das manifestagdes clinicas mais comuns em pacientes com COVID-19 e esta
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associada a um risco aumentado de mortalidade (YANG et al., 2020b). Além disso,
apesar de n&o serem obtidas pelo exame do hemograma completo, as dosagens
do dimero-D, produto de degradacéo da fibrina na cascata de coagulagao, e da
proteina C reativa, proteina sintetizada pelo figado cujos niveis aumentam em
resposta a inflamacéo, ja foram observadas como mais altas na COVID-19 em
comparagao com individuos saudaveis, e estdo positivamente correlacionadas
com a gravidade da doenga, sugerindo uma maior taxa de coagulagdo e
inflamacgéo nesses pacientes (ELSHAZLI et al., 2020a; YUAN et al., 2020).

1.6.Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para a Validacao de
Biomarcadores e Preditores de Desfecho

O termo “biomarcador” refere-se a uma ampla subcategoria de sinais médicos
que podem ser medidos com precisédo e que tenham reprodutibilidade, geralmente
usados como uma ferramenta de diagndstico, avaliagao ou predigdo do desfecho
de uma determinada doenga em pesquisas médicas. Exemplos de biomarcadores
incluem desde pulso e pressao sanguinea, ateé testes laboratoriais mais complexos
de sangue e outros tecidos (HSU; CHANG; HSUEH, 2014; STRIMBU; TAVEL,
2010).

Os biomarcadores desempenham um papel importante no tratamento,
prognostico e gerenciamento de doengas de diferentes maneiras, na qual espera-
se prever o resultado clinico com base em evidéncias epidemioldgicas,
terapéuticas, fisiopatoldgicas ou outras evidéncias cientificas. (CHEN; HUANG,;
KERR, 2011). Assim, para validar um biomarcador, é necessario analisar a sua
capacidade de discriminar entre um individuo doente e um individuo saudavel.
Para isso, pode ser utilizada a acuracia, métrica para avaliar modelos de
classificacao definida pelo numero de predi¢gdes corretas dividida pelo numero total
de predigdes, ou seja, virtualmente é medida pela sensibilidade e especificidade.
Dado um classificador e uma instancia, existem quatro resultados possiveis. Se a
instancia for positiva e for predita e classificada como positiva, ela sera
considerada como um verdadeiro positivo; se for classificada como negativa, sera
considerada como falso negativo. Se a instancia for negativa e for predita e
classificada como negativa, ela sera considerada como um negativo verdadeiro;

se for classificada como positiva, sera considerada como falso positivo.
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(FAWCETT, 2006). A partir disso, a sensibilidade, que corresponde a taxa de
verdadeiros positivos, € a capacidade de um teste ou biomarcador de classificar
corretamente um individuo como “doente”. Ja a especificidade, taxa de verdadeiros
negativos, se refere a capacidade de um teste ou biomarcador de classificar
corretamente um individuo saudavel. Assim, a sensibilidade e a especificidade sao
inversamente proporcionais, o que significa que, geralmente, a medida que a
sensibilidade aumenta, a especificidade diminui e vice-versa. (PARIKH et al.,,
2008). Idealmente, é desejavel que um biomarcador tenha alta sensibilidade e alta
especificidade para uma previsao precisa (HSU; CHANG; HSUEH, 2014). Para
serem uteis clinicamente, os testes para biomarcadores devem ter alta acuracia
preditiva e serem facilmente mensuraveis e reproduziveis, minimamente invasivos
e aceitaveis para pacientes e médicos (SRIVASTAVA; GOPAL-SRIVASTAVA,
2002).

A curva ROC (receiver operating characteristic) € a ferramenta grafica
bidimensional mais utilizada para avaliar a acuracia e o poder diagnostico de um
biomarcador, visto que fornece informacgdes sobre a relagdo entre a sensibilidade
e a especificidade deste (HSU; CHANG; HSUEH, 2014). Essa curva €& criada
plotando-se a sensibilidade (verdadeiro positivo) no eixo y contra 1 -
especificidade (verdadeiro negativo) no eixo x para cada valor (HOO; CANDLISH,;
TEARE, 2017). Assim, quanto mais a curva ROC se aproxima do canto superior
esquerdo, melhor é a qualidade do teste quanto a capacidade de discriminar os
grupos. Além disso, a linha de referéncia diagonal da curva ROC representa uma
regido de aleatoriedade do teste, incapaz de classificar tanto os doentes quanto os
saudaveis, visto que nessa regido a sensibilidade € igual a especificidade (Fig. 4).

Além da analise dos pontos da curva propriamente dita, o indicador de
dimensédo do efeito para as curvas ROC mais empregado € a area sob a curva
[area under the curve (AUC)]. AUC é o resultado da integragéo de todos os pontos
durante o trajeto da curva e computa, simultaneamente, a sensibilidade e a
especificidade, sendo uma forma eficaz de resumir a acuracia diagnostica geral do
biomarcador (POLO; MIOT, 2020). Ela assume valores de 0 a 1, em que um valor
de O indica um teste perfeitamente impreciso e um valor de 1 reflete um teste
perfeitamente preciso. Em geral, uma AUC de 0,5 n&o é capaz de diagnosticar
pacientes com e sem a doenca com base no teste; 0,6 a 0,7 € considerado um
valor ruim; 0,7 a 0,8 é considerado aceitavel; 0,8 a 0,9 é considerado excelente; e
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acima de 0,9 é considerado excepcional (MANDREKAR, 2010; NAHM, 2022)
(Tabela 1). A AUC reflete a acuracia global do biomarcador, ou seja, uma
estimativa da probabilidade de classificag&o correta de um individuo ao acaso. Por
exemplo, uma curva ROC com AUC de 0,89 sugere uma probabilidade de
classificagao correta de 89% dos casos. Por outro lado, uma AUC de 0,5, assume-
se que o biomarcador atribua aleatoriamente um paciente como normal ou como

doente.
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FIGURA 4. Exemplo e explicagdao da curva ROC. O exio y do grafico é representado pela
sensibilidade, enquanto o eixo x é representado por 1 — especificidade. As curvas com maior area
sob a curva (AUC) sdo consideradas melhores na predigdo, enquanto as curvas com menor AUC
sdo consideradas piores na predigdo. A curva exatamente na diagonal é considerada um
classificador aleatério, visto que classifica 50% de forma correta e 50% de forma errada.

TABELA 1. Interpretagdo do valor da Area Sob a Curva (AUC) da curva ROC

Area Sob a Curva (AUC) Interpretagao

0,9 <AUC Excepcional
0,8<AUC=<0,9 Excelente
0,7<AUC<0,8 Aceitavel
0,6 <AUC <0,7 Ruim
0,5<AUC=<0,6 Falho
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Interpretagdo da curva ROC baseada em Mandreka ef al. e Nahm et al. Para que um teste
diagndstico seja significativo, a AUC deve ser superior a 0,5. Geralmente uma AUC = 0,8 é
considerada excelente (MANDREKAR, 2010; NAHM, 2022).

A curva TG-ROC (two-graph receiver operating characteristic) € um
complemento para a curva ROC que permite visualizar as curvas de sensibilidade
e especificidade em um unico grafico (REICHENHEIM, 2002). A analise grafica
TG-ROC permite encontrar o valor do ponto de corte (cutoff value) associado com
a combinagao dos parametros de sensibilidade e especificidade, de acordo com a
necessidade: mais ou menos especificidade ou sensibilidade. Em uma triagem de
pacientes, por exemplo, deve-se priorizar a sensibilidade, visto que € melhor ter
um falso positivo do que um falso negativo. Entretanto, essas propor¢des variam
de acordo com cada situagéo e devem ser ajustados para atender a funcionalidade
de cada teste ou biomarcador. Desta forma, a acuracia do teste de diagnostico
deve selecionar um valor de corte (cutoff value) 6timo que permite discriminar
individuos doentes e nao doentes (sadios) com caracteristicas operacionais
definidas (MARIA DA SILVA; LOPES; IV, 2009) (Fig. 5).
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TG-ROC

Cut Off: 3.2
Sensibilidade: 72%
Especificidade: 72%

Percentual (%)
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FIGURA 5. Exemplo de curva TG-ROC. Curva TG-ROC com ambas a sensibilidade (Se) (72%) e
a especificidade (Sp) (72%), no qual o ponto de corte (cut off) € de 3,2. O ponto de corte, nesse
caso, é determinado pelo momento de maior valor simultédneo de sensibilidade e especificidade.

1.7.Arvore de Decisdo para Classificagdo e Regressao de Variaveis

As arvores de decisdo sdo algoritmos de aprendizado supervisionados nao
paramétricos que sdo utilizados para tarefas de classificacdo e regressdo. O
objetivo desse modelo é prever o valor de uma variavel de destino com base em
diversas variaveis de entrada. Em uma analise da arvore de classificagcdo, o
resultado previsto € a classe (discreta) a qual os dados pertencem: por exemplo,
os pacientes com COVID-19 sdo classificados nas classes Leve ou Grave.
Enquanto isso, em uma analise de uma arvore de regressao, o resultado previsto
pode ser considerado um numero real (continuo): por exemplo, o tempo de
internagdo de um paciente em um hospital.

As arvores de decisdo, em geral, sdo estruturas de dados formadas por um
conjunto de elementos que armazenam informagdes chamadas de “nés”. O no
raiz esta presente no inicio da arvore e possui o maior nivel hierarquico, fazendo

ligagdes com outros nos, denominados filhos. Esses filhos, chamados de nos de
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decisao, podem possuir seus proprios filhos que, por sua vez, também possuem
os seus. O n6 que nao possui filho € denominado n6 folha ou né terminal, que
representa a decisdo a ser tomada. Em uma arvore de decisao, uma deciséo é
tomada por meio do caminho a partir do né raiz até o né folha (TAHA JIJO;
MOHSIN ABDULAZEEZ, 2021). A arvore de decisao oferece muitos beneficios
para a mineracdo de dados, como: a facil compreensao pelo usuario final, a
capacidade de lidar com uma variedade de dados de entrada (nominal, numeérico
e textual), a capacidade de processar conjuntos de dados incorretos ou valores
ausentes, seu alto desempenho com pequeno numero de esforgos, entre outros
(BHARGAVA et al., 2013). Assim, esse tipo de analise pode ser exibido
graficamente de maneira facil, se tornando simples de entender e interpretar (Fig.
6).

N6 Folha

N6 de
decisao

N6 de
decisao

N6 Folha

N6 Folha N6 Folha

FIGURA 6. Representagao de uma arvore de decisbes com né raiz, nos de decisdo e nos
folha. Os nés de decisdo representam decisfes a serem tomadas e os nés folhas representam os
possiveis resultados dessas escolhas.

Quando se cria um modelo de aprendizado de maquina, € uma pratica padrao
para validar a sua metodologia n&o incluir uma parte de seus dados como um
conjunto-teste. Uma pratica comum de uma diviséo de treinamento € a divisao
80:20, na qual se usa 80% dos dados e se retém os 20% restantes para testar o
modelo. Entretanto, a validagdo cruzada Leave-One-Out (LOOCV) é a maneira

mais robusta de estimar o desempenho de algoritmos de aprendizado de maquina
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e testar um modelo que contém dados a nivel de cada participante. Semelhante
a abordagem do conjunto de validagdo, o LOOCV envolve a divisdo dos dados
em um conjunto de treinamento e um conjunto de validagdo. Essa abordagem de
validacdo cruzada utiliza cada pessoa individualmente como um conjunto-teste.
Nessa validagdo cruzada, cada observacdo é considerada como o conjunto de
validacdo e as observagdes restantes (N — 1) sdo consideradas como o conjunto
de treinamento. Este processo € repetido para todas as observagbes de modo
que N modelos sejam estimados. Por exemplo, se existem apenas trés individuos
em um conjunto de dados, o LOOCYV validaria esse modelo pelo treinamento com
duas pessoas e “deixaria de fora” a terceira pessoa. Isso se repete até que todos
os trés individuos tenham ficado de fora, fazendo com que o modelo seja validado
com trés grupos amostrais, ao invés de um. Assim se pontua usando uma métrica
para avaliar a precisdo ou os erros do modelo da arvore de decisdo (WONG,
2015).

Tanto as ferramentas de Curva ROC e TG-ROC, quanto as arvores de deciséo
ja sao amplamente utilizadas para validar testes diagndsticos e biomarcadores.
No préprio contexto da COVID-19, Aires et al. ja demonstraram que a
tromboelastometria, um teste viscoelastico capaz de avaliar a coagulagdo em
tempo real a partir de amostras de sangue total, € util para detectar a ativagédo da
coagulagao endégena em pacientes com COVID-19 grave e ndo grave. Com isso,
por meio dessas ferramentas, foi observado que o indice de potencial
trombodinamico € aumentado em pacientes graves e que parametros
tromboelastmétricos selecionados podem ser usados para separar pacientes
graves de ndo graves com moderada a alta acuracia (AIRES et al., 2022). Além
disso, Toraih et al. utiizaram da analise da arvore de decisdo para prever
mortalidade e gravidade em pacientes com COVID-19, combinando marcadores
cardiacos com caracteristicas demograficas e clinicas (TORAIH et al., 2020).
Outro estudo, de Huyut et al., utilizou do algoritmo de arvore de decisao para
prever o prognostico da COVID-19 por meio de parametros de gases sanguineos,
0 que pode auxiliar no diagnéstico precoce da doenga e no tratamento intensivo
de pacientes graves (HUYUT; USTUNDAG, 2022).

Nossa hipotese do trabalho € que o hemograma completo, exame

rotineiramente utilizado para avaliar a saude geral do paciente, assim como para
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detectar e monitorar uma ampla gama de disturbios, incluindo anemia, infecgdes e
leucemia, poderia ser utilizado para encontrar biomarcadores eficientes e de baixo
custo utilizados para monitorar e prever a gravidade da COVID-19, visto que a
infeccdo pode alterar diversos parametros hematologicos. Como o objetivo do
nosso trabalho foi encontrar um biomarcador capaz ndo somente de monitorar,
mas principalmente de prever o desfecho da doenga, um aspecto importante
dessas alteragdes hematoldgicas seria a precocidade de seu surgimento durante
o curso da doencga. A identificacdo de um biomarcador de progndéstico capaz de
prever, ainda na fase aguda da doenga, a propensao de pacientes com SARS-
CoV-2 em desenvolver uma forma grave da doenga pode permitir aos médicos
triagem e tratamento mais eficientes dos pacientes (MARIAPPAN et al., 2021).
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2. OBJETIVO

2.1.Objetivo Geral

Investigar a possivel associagdo entre parametros hematologicos e as
diferentes formas da COVID-19, com o intuito de utiliza-los como preditores
precoces do desfecho da doenca.

2.2, Objetivos Especificos

e Avaliar a série vermelha, a série branca, a série plaquetaria do hemograma e
os respectivos indices hematologicos de pacientes com COVID-19 e individuos
do grupo controle.

e Comparar os parametros que apresentem maior diferenga entre os grupos
entre os pacientes com COVID-19 leves, internados e progressao, para avaliar
se esses indices possuem potencial de preditor do desfecho da doenca.

e Avaliar a sensibilidade e especificidade de parametros e indices hematolégicos,
identificando e estabelecendo os melhores preditores para discriminar as
diferentes formas clinicas da COVID-19.

e Predizer parametros com potencial de predicdo de desfechos da COVID-19.
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3. POPULAGAO, MATERIAL E METODOS

3.1.Recrutamento de Voluntarios

O recrutamento de voluntarios ocorreu durante a admissao dos individuos na
UPA Centro Sul e Hospital Risoleta Tolentino Neves, em Belo Horizonte, Minas
Gerais, instituicdes parceiras do estudo, entre 16 de novembro de 2020 e 16 de
agosto de 2021. Todos os individuos foram testados usando amostras de swabs
nasofaringeos para RT-gPCR de SARS-CoV-2. Os participantes foram avaliados
por exame clinico e laboratorial de rotina, apés a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1). As amostras de sangue de
cada individuo foram coletadas em tubos heparinizados de 10 mL por profissionais
treinados, seguindo os protocolos de segurancga e utilizagdo de EPIs. O protocolo
da pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP-
UFMG), pela Comissao de Avaliagdo de Projetos de Pesquisa e Extenséo
(CAPPE) do Hospital Risoleta Tolentino Neves e pela Comissao Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) sob o numero CAAE: 40208320.3.1001.5149 (Anexo 2).

3.2.Populagao de Estudo

As amostras de 297 individuos foram coletadas e os voluntarios foram divididos
em quatro grupos: Controle Negativo (n=51), Sindrome Gripal (n=94), COVID-19
Leve (n=101) e COVID-19 Internados (n=51) (Tabela 2). Os individuos do grupo
Controle Negativo s&o pessoas nao vacinadas para COVID-19, que nao
apresentavam nenhum tipo de sintoma gripal. Os pacientes do grupo Sindrome
Gripal sdo aqueles individuos que apresentavam sintomas gripais, mas que
receberam resultado negativo do RT-qPCR para SARS-CoV-2. Entretanto, n&o se
sabe qual é a origem desses sintomas. Ja os pacientes do grupo COVID-19 Leve
sdo individuos com resultado positivo para o RT-gPCR para SARS-CoV-2, mas
que apresentavam sintomas leves e nao precisaram de internacdo hospitalar.
Enquanto isso, os integrantes do grupo COVID-19 Internados s&o pacientes com
resultado positivo para o RT-gPCR para SARS-CoV-2, com diagnodstico de COVID-
19 moderada a grave, que necessitaram de internagcédo. Entre os pacientes com
COVID-19 internados, 9 individuos tiveram o sangue coletado antes da internagao,
quando os sintomas da doenca ainda eram leves. Os critérios de exclusao de
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participantes do estudo foram: individuos convivendo com HIV, individuos com
menos de 18 anos de idade, individuos que apresentaram resultado inconclusivo
no teste qRT-PCR para a detec¢gdo de SARS-CoV-2 e individuos vacinados com
qualquer dose de imunizante contra COVID-19.

Como o objetivo do trabalho era identificar parametros preditivos do desfecho
da doenga no inicio dos sintomas, foram subdividos, dentro dessa amostragem, os
pacientes que tiveram o sangue coletado com 1 até 4 dias de sintomas (grupo
COVID-19 fase aguda ou precoce), totalizando 152 pacientes (Fig. 7), daqueles
que tiveram seu sangue coletado dentro de 5 —15 dias apos o inicio dos sintomas,
denominados de grupo COVID-19 fase tardia, totalizando 145 pacientes (Fig. 8).
Dentro do total de 297 individuos, 9 desses tiveram o seu sangue coletado
enquanto apresentavam sintomas leves, mas posteriormente necessitaram de
internagdo hospitalar. Dessa forma, esses individuos foram classificados de
acordo com o seu desfecho da doenga (COVID-19 Internados), mas também foram
analisados como um grupo separado (COVID-19 Progress&o) para avaliar as
habilidades preditivas dos parédmetros hematolégicos.
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TABELA 2. Caracteristicas demograficas e clinicas dos voluntarios incluidos no estudo.

Caracteristicas demograficas e clinicas do grupo de estudo

Comorbidade ou Doenca
Sexo Idade Crénica
Ve (i) Adulto Idoso Sem Sem
Masculino | Feminino (18-59 (>60 ~ Sim Nao =
Informacgao Informacgao
anos) anos)
Controle Negativo (51 19 32 48 0 3 19 30 0
gativo (51) (37,25%) | (62,74%) | (94,11%) | 3 (5:88%) (37,25%) | (58.82%) | 2 (3:92%)
Sindrome 23 28 44 7 ) 22 29 )
Gripal (51) (45,09%) | (54,90%) | (86,27%) | (13,72%) (43,13%) | (56,86%)
1o adiasde | covip-19 24 14 35 | 5 7.80%) ] 15 23 ]
sintomas Leve (38) (63,15%) | (36,84%) | (92,10%) OI70 (38,47%) | (60,52%)
(fase inicial)
COVID-19 9 3 5 6 1 9 3 )
Internados (12) |  (75%) (15%) | (41,66%) | (50%) (8,33%) (75%) (15%)
Sindrome 17 26 36 7 ) 22 21 )
Gripal (43) (39,53%) | (60,46%) | (83,72%) | (16,27%) (51,16%) | (48,83%)
5—15 dias
dfe S'“tt°';‘.as COVID-19 26 37 48 15 ) 31 32 )
(fase tardia) Leve (63) (41,26%) | (58,73%) | (76,10%) | (23,80%) (49,20%) | (50,79%)
COVID-19 24 15 9 30 ) 19 20 )
Internados (39) | (61,53%) | (39,46%) | (23,07%) | (76,92%) (48,71%) | (51,28%)

152 individuos

y'

51 . 51 38 12

5
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FIGURA 7. Esquema dos grupos com 1 a 4 dias de sintomas incluidos no estudo. Quando foi
definido o grupo COVID-19 de fase precoce com o sangue coletado com 1-4 dias de sintomas, o
grupo Controle Negativo permaneceu com numero de participantes igual ao numero original (n=51),
mas os outros grupos tiveram uma diminuicdo no nimero amostral: Sindrome Gripal (n=50),
COVID-19 Leve (n=38) e COVID-19 Internados (n=12). Dos 9 individuos que apresentaram
sintomas leves quando tiveram o seu sangue coletado, mas posteriormente evoluiram para
internacao (Progressdo da COVID-19), apenas 5 tiveram seu sangue coletado dentro de 1 a 4 dias
apos os sintomas. Nesse periodo, 3 individuos do grupo COVID-19 Internados foram a ébito.
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FIGURA 8. Esquema dos grupos com 5 a 15 dias de sintomas incluidos no estudo. Quando
foi definido o grupo COVID-19 de fase tardia com o sangue coletado com 5 — 15 dias de sintomas,
o grupo Controle Negativo permaneceu com numero de participantes igual ao numero original
(n=51), enquanto os outros grupos apresentaram um numero de amostras de: Sindrome Gripal
(n=43), COVID-19 Leve (n=63) e COVID-19 Internados (n=39). Dos 9 individuos que apresentaram
sintomas leves quando tiveram o seu sangue coletado, mas posteriormente evoluiram para
internacdo (Progressdo da COVID-19), apenas 4 tiveram seu sangue coletado dentro de 5 — 15
dias apos os sintomas. Nesse periodo, 2 individuos do grupo COVID-19 Internados foram a ébito.

3.3.Hemograma Completo

Para realizar o hemograma, foram aliquotados 300 pyL de sangue total de
cada paciente em microtubos de 500 pL e a analise do sangue foi realizada,
utilizando os analisadores hematoldgicos automatizados Bayer ADVIA 60
Hematology Analyzer inicialmente, e posteriormente o Sysmex XN-550, devido a
necessidade da troca do equipamento ao longo do estudo. Os equipamentos
realizam o hemograma completo e informam o numero de hemacias, volume de
hemoglobina, porcentagem do hematocrito, volume corpuscular médio, quantidade
de hemoglobina corpuscular média, concentragdo de hemoglobina corpuscular
meédia, amplitude de distribuicdo de hemacias, numero de leucdécitos, numero e
porcentagem de linfécitos, mondcitos, granuldcitos, numero de plaquetas e volume
plaquetario médio. O equipamento Sysmex XN-550 é capaz ainda de discriminar
granulécitos em basofilos, neutrofilos, eosindfilos e granuldcitos imaturos,
enquanto o Bayer ADVIA 60 Hematology Analyzer nao discrimina essas
subpopulagdes. Dessa forma, algumas amostras dos individuos apresentaram
analise diferencial total de leucécitos e outras apresentaram a analise diferencial
em trés partes apenas (granuldcitos, linfocitos e mondcitos). No entanto, ambos os
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analisadores foram equivalentes em suas medidas, sendo viavel comparar seus
resultados entre si. O Sysmex XN-550 € um modelo mais atual e mais sensivel a
todos os parametros, portanto, ainda sdo comparaveis aos valores obtidos no
Bayer ADVIA 60 Hematology Analyzer, especialmente, quando incluidos em
razbes como o GLR e o PLR. O numero de amostras processadas em cada

equipamento esta representado no Anexo 3.

3.4. Analises Estatisticas

Utilizando os resultados do hemograma completo, foram realizadas analises
estatisticas empregando o software GraphPad Prism 8.0 para comparar 0s
parametros hematologicos entre os grupos Controle Negativo, Sindrome Gripal,
COVID-19 Leve e COVID-19 Internados. A distribuicdo normal de nossas amostras
foi analisada pelos testes de Kolmogorov-Smirnov ou Shapiro-Wilk, dependendo
do numero de individuos em cada grupo. Como se tratava de 4 grupos de dados
nao paramétricos, ou seja, que nao possuiam distribuigdo Gaussiana, e nao
pareados, os testes estatisticos de comparacdes multiplas de Kruskall-Wallis e o
pos-teste de Dunn foram usados para identificar correlacbes entre os dados do
hemograma e a gravidade da doenca. Os individuos considerados outliers pelo
teste ROUT (Q = 1%) foram removidos das analises. A diferenca estatistica
significativa foi considerada quando p<0,05 e nos graficos, os valores de p estao
representados por asteriscos, segundo poder de significancia (Tabela 3). Os
valores de referéncia dos parédmetros hematologicos utilizados nos graficos foram
retirados da 122 edigao do livro "Practical Hematology" de Dacie e Lewis (Tabela
4).

As curvas Receiver Operating Characteristics (ROC), bem como as curvas
Two-Graph-ROC (TG-ROC), também foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism 8.0. Os parametros da curva ROC foram usados para definir a
acuracia global de cada preditor hematoldgico, definida pela area sob a curva
(AUC). Os valores de corte foram selecionados de acordo com a maior
sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) em cada grafico. Posteriormente, os

valores de corte foram arredondados para numeros inteiros.
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As arvores de decisdo foram construidas usando o software WEKA
(Waikato Environment for Knowledge Analysis, versdo 3.6.11, University of
Waikato, Nova Zelandia) para classificar pacientes com Controle Negativo,
Sindrome Gripal e COVID-19 com base em PLR, GLR e MON%, bem como para
classificar os desfechos de COVID-19 (leve ou hospitalizado) com base em GLR e
MON%. A validagéo cruzada leave-one-out (LOOCV) foi aplicada para estimar a

acuracia da classificacao e testar a generalizagdo do modelo.

TABELA 3. Representagao dos valores de p por asteriscos

Valores de p

ns p>0.05
* p=<0.05
** p=<0.01

FHE p<0.0001

o p<0.0001

Diferentes valores de p e suas representagdes nos graficos em asteriscos (*, **, *** e ****), segundo
poder de significancia estatistica.

TABELA 4. Valores de referéncia dos parametros hematolégicos

Valores de Referéncia

Volume Corpuscular Médio (fL) 83 - 101
Granulécitos (/L) 2-7.6x10°
Linfécitos (/L) 1,0 — 3,0 x 10°
Linfocitos (%) 20% — 40%
Mondcitos (%) 2% — 10%
Plaquetas (/L) 150 — 410 x 10°

Valores de referéncia dos parametros hematolégicos avaliados pelos analisadores hematoldgicos
automatizados Sysmex XN-550 e Bayer ADVIA 60 Hematology Analyzer de acordo com a 122
edi¢ao do livro "Practical Hematology" de Dacie e Lewis.
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4. RESULTADOS

4.1. Alteracoes hematologicas em pacientes com 1 — 4 dias de sintomas sao

capazes de diferenciar as formas clinicas de COVID-19

Para avaliar as diferengas dos parametros hematolégicos entre os grupos
Controle Negativo, Sindrome Gripal, COVID-19 Leve e COVID-19 Internados nos
primeiros dias de sintomas, o sangue de cada individuo foi analisado por
analisadores hematologicos automatizados. Durante a execugao do trabalho,
foram realizadas as analises de todos os parametros hematoldgicos fornecidos
pelos analisadores hematologicos entre os quatro grupos. Entretanto, neste
documento, apresentaremos apenas as analises dos parametros que
apresentaram diferengas envolvendo os grupos COVID-19. As analises de
parametros que apresentaram apenas diferencas entre os grupos Sindrome Gripal
e Controle Negativo ou diferengas que n&do foram exclusivas para o grupo COVID-
19 (Leve e Internado) ndo foram incluidas, visto que o foco do projeto € identificar
marcadores exclusivos da infeccdo pelo SARS-CoV-2 e suas diferentes

manifestagdes clinicas.

Analisando o grupo de individuos com 1 — 4 dias de sintomas, foi possivel
observar que a porcentagem de mondcitos (MON%) foi capaz de diferenciar os
pacientes com COVID-19 leve dos graves, visto que o grupo COVID-19 Leve
apresentou uma porcentagem maior do que todos os outros grupos, ultrapassando
inclusive os valores de referéncia (Fig. 9 A). Observamos que a diminui¢do do
percentual e numero de linfécitos estava presente em todos os pacientes com
COVID-19 quando comparados com individuos dos outros grupos. Entretanto,
durante essa fase aguda inicial, os perfis encontrados para os linfocitos e
granulécitos ainda ndo s&o suficientes para diferenciar as formas clinicas da
COVID-19. Apesar de aparentar existir uma diferenga entre o numero de linfécitos
dos pacientes do grupo leve e do grupo internados, essa diferenga n&o é
estatisticamente significativa, provavelmente devido ao numero de individuos
analisados. No entanto, utilizando uma propor¢gdo capaz de comparar os dois
parametros juntos, como a razdo de granuldcitos para linfocitos, € possivel
diferenciar pacientes com COVID-19 leve de pacientes com COVID-19 que foram

hospitalizados nesse periodo (Fig. 9 B, C, D e E). Portanto, na fase inicial da
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doenca, durante os primeiros dias de sintomas, o GLR e a MON% mostram-se
com alteragbes mais significativas do que a linfopenia, que é descrita como um
biomarcador classico da doenga. Além disso, a razado de plaquetas por linfécitos
(PLR), definida como o numero absoluto de plaquetas dividido pelo numero
absoluto de linfocitos, foi capaz de diferenciar os pacientes com COVID-19 (tanto
leve quanto hospitalizados) do grupo Controle Negativo e pacientes com Sindrome
Gripal (Fig. 9 E), se tornando um potencial parametro para diagndéstico da COVID-
19. Ademais, fica evidente que os pacientes que foram a Obito apresentaram

menor percentual de mondcitos, assim como maiores valores de GLR e PLR.
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FIGURA 9. Analise hematoldgica de individuos com 1 — 4 dias de sintomas. A) Porcentagem
(%) de mondcitos; B) Numero absoluto de linfocitos x 10%/uL; C) Pocentagem (%) de linfécitos; D)
Ndmero absoluto de granuldcitos x 103%/uL; E) Raz&o de granuldcitos por linfécitos (GLR); F) Razéo
de plaquetas por linfécitos (PLR) dos grupos Controle Negativo, Sindrome Gripal, COVID-19 Leve
e COVID-19 Internados com 1 — 4 dias de sintomas. As analises estatisticas foram obtidas por meio
do teste de comparagdes multiplas de Kruskall-Wallis e pos-teste de Dunn. Cada grupo €
representado com a sua mediana e intervalo interquartil em graficos de dispersdo de pontos. As
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linhas pontilhadas indicam os valores de referéncia minimos e maximos de cada parametro
baseado no livro “Practical Haematology — Dacie and Lewis”, 2017. Pacientes que foram a 6bito
estdo representados como pontos roxos nos graficos. As diferengas estatisticas entre os grupos
estdo representadas por linhas para valores de p<0,05.

4.2. Alteragoes hematoloégicas classicas da COVID-19 geralmente aparecem

dentro de 5 — 15 dias apés o inicio dos sintomas

Para verificar se essas mesmas alteragdes hematoldgicas estdo presentes
ap6s os 5 primeiros dias de infecgcdo, analisamos pacientes que tiveram seu
sangue coletado dentro de 5 a 15 dias de sintomas. Nesse grupo, foi possivel
observar alteragdes hematoldgicas classicamente descritas na COVID-19, como a
linfopenia e alteragdes no numero de granuldcitos. A porcentagem de mondcitos
aumenta a diferenca entre os grupos COVID-19 Leve e Internados (Fig. 10 A),
sendo capaz de melhor diferenciar esses dois grupos. Ha uma diminui¢cao
consideravel no numero total de linfécitos em pacientes com COVID-19 em relagao
aos outros grupos, com uma diminuigdo ainda maior no percentual de linfocitos
nos pacientes internados, o que possibilita a diferenciacdo desse grupo de
individuos com COVID-19 leve (Fig. 10 B e C). Nesse periodo, o numero de
granulécitos dos pacientes com COVID-19 que foram hospitalizados apresentam-
se elevados, em comparagado com os dos pacientes com COVID-19 com sintomas
leves (Fig. 10 D). Além dessas alteracdes, também observamos diferengas entre
as duas formas clinicas da COVID-19 na analise de dois parametros conjuntos: a
razao entre o numero absoluto de granulécitos e o numero absoluto de linfécitos
(GLR) e a raz&o do numero absoluto de plaquetas pelo numero absoluto de
linfocitos (PLR). Foi observado um aumento do GLR nos pacientes com COVID-
19 que foram internados, em relagdo aos pacientes com a forma leve da doenca,
com uma diferenga ainda maior do que pacientes com 1 — 4 dias de sintomas (Fig.
10 E). Ja o PLR foi capaz de diferenciar ambas as formas clinicas de COVID-19
do Controle Negativo, mas ndo dos pacientes com Sindrome Gripal, como
acontece nos primeiros 4 dias de sintomas (Fig. 10 F).

Os parédmetros VCM e LYM*PLT apresentaram diferenga entre o grupo COVID-
19 Leve e Internados, com p<0.05 e p<0.01, respectivamente, nos pacientes com
0 sangue coletado de 5 — 15 dias, porém nao foram apresentados pois nao
apresentaram nenhuma outra diferenga estatisticamente significativa nas analises

subsequentes. O volume corpuscular médio das hemacias (VCM) apresentou-se
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menor em pacientes internados, quando comparados com o0s pacientes com
sintomas leves. E foi observada uma diminuicdo no produto de LYM*PLT nos
pacientes com COVID-19 Internados, em relacdo aos pacientes com a forma leve
da doenca.

Portanto, nossos dados confirmam e corroboram as informacgdes ja presentes
na literatura. Em casos mais graves da doenga, observamos uma linfopenia,
acompanhada do aumento de granulécitos, concomitante com uma diminuigao na
porcentagem de mondcitos. Porém, observamos que os perfis sdo diferentes em
diferentes dias de sintomas. Por isso, para realizar o prognostico precoce da
doenca nao basta levar em conta apenas os aspectos que aparecem de forma
mais robusta com 5 — 15 dias de sintomas, mas deve-se observar com cautela as
alteragdes presentes nos 4 primeiros dias de sintomas, que muitas vezes s6 se
mostram estatisticamente significativas quando aplicadas em razdées de mais de

um parametro, por exemplo.
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FIGURA 10. Analise hematolégica de individuos controle negativos ou com COVID-19 com 5
— 15 dias de sintomas. A) Porcentagem (%) de mondcitos; B) Numero absoluto de linfocitos x
10%/uL; C) Pocentagem (%) de linfocitos; D) Nimero absoluto de granuldcitos x 10%/uL; E) Razao
de granuldcitos por linfécitos (GLR); F) Razao de plaquetas por linfécitos (PLR) dos grupos Controle
Negativo, Sindrome Gripal, COVID-19 Leve e COVID-19 Internados com 5 — 15 dias de sintomas.
As analises estatisticas foram obtidas por meio do teste de comparagbes multiplas de Kruskall-
Wallis e pos-teste de Dunn. Cada grupo é representado com a sua mediana e intervalo interquartil
em graficos de dispersdo de pontos. As linhas pontilhadas indicam os valores de referéncia
minimos e maximos de cada parédmetro baseado no livro “Practical Haematology — Dacie and
Lewis”, 2017. Pacientes que foram a 6bito estdo representados como pontos roxos nos graficos.
As diferengas estatisticas entre os grupos estéo representadas por linhas para valores de p<0,05.

4.3.MON% e GLR podem ser utilizados como preditores da necessidade de

internagao hospitalar

Para verificar se essas alteragdes hematoldgicas podem ser utilizadas como
preditores, avaliamos os parametros que foram capazes de melhor diferenciar as
formas clinicas de COVID-19 entre os grupos COVID-19 Leve e COVID-19
Internados (MON% e GLR), ou grupos COVID-19 dos controles negativos e
individuos com sindrome gripal (PLR), com o grupo COVID-19 Progressao. Esse
ultimo grupo é composto por pacientes que tiveram suas amostras de sangue
coletadas ainda quando apresentavam sintomas leves, mas posteriormente
progrediram para a forma grave da doenga, necessitando de internagao hospitalar.
Dessa forma, ao avaliar o grupo COVID-19 Progresséo, é possivel avaliar se essas
alteragdes sanguineas ja estao presentes antes dos pacientes evoluirem para um
quadro mais grave. As analises foram realizadas em dois periodos de tempo: em
pacientes com sangue coletado entre 1 — 4 dias de sintomas e, entéo, entre 5 - 15
dias de sintomas. Isso permitiu avaliar se os pacientes que evoluiram para
internagdo apos recrutamento e se a coleta de amostras ja apresentava indices

hematologicos semelhantes aos pacientes ja internados.

Observamos que, nos primeiros 4 dias de sintomas, a porcentagem de
mondécitos em pacientes com COVID-19 leve foi maior do que em pacientes com
COVID-19 leve que evoluiram para hospitalizagdo (COVID-19 Progresséo).
Significando que, desde os primeiros dias de sintomas, os pacientes que
progrediram para a forma grave da doenca ja apresentavam um perfil das
porcentagens de mondcitos semelhante aos pacientes que estavam inicialmente
internados. Nos 5 — 15 dias de sintomas, essa diferengca desaparece, sendo
apenas notavel uma diferenga entre as porcentagens do grupo COVID-19 Leve e
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Internados, mas acreditamos ser devido a um numero amostral muito pequeno
(Fig. 11 A e B). Ao investigar as razdes hematologicas, os pacientes com 1 — 4
dias de sintomas do grupo COVID-19 Leve apresentaram um GLR menor do que
os pacientes dos grupos COVID-19 Progresséo. Na analise de 5 — 15 dias essa
diferenga permanece e os pacientes do grupo COVID-19 Internados também
apresentam diferengas com o grupo COVID-19 Leve. Nesse caso, os pacientes do
grupo COVID-19 Progresséo ja apresentam altos valores de GLR, semelhante aos
pacientes internados, antes de desenvolverem a forma grave da doenca (Fig. 11
C e D). Emrelagédo ao PLR, em 1 — 4 dias de sintomas n&o foi observada diferenca
entre os grupos. Ja na analise de 5 — 15 dias de sintomas, os pacientes do grupo
COVID-19 Internados apresentaram valores maiores de PLR do que os pacientes
do grupo COVID-19 Leve (Fig. 11 E e F). Isso era esperado, visto que o PLR era
um bom diferenciador entre controles negativos e pacientes com sintomas
semelhantes aos da gripe dos grupos COVID-19, e ndo entre as formas clinicas
da doenga. Ademais, todos os pacientes que foram a 6bito no grupo de progressao
da COVID-19 apresentaram uma porcentagem menor de monacitos e valores mais
altos de GLR, sugerindo que esses parametros podem de fato indicar um desfecho

mais grave da doenga.
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FIGURA 11. Comparagdo da analise hematolégica de COVID-19 Leve, Internados e
Progressao. Comparagao da andlise hematologica de individuos que apresentavam sintomas
leves quando tiveram o seu sangue coletado, mas posteriormente progrediram para a internagéo
hospitalar (COVID-19 Progresséo), com o grupo COVID-19 Leve e com o grupo COVID-19
internados. A) Porcentagem (%) de mondcitos (5 — 15 dias); B) Porcentagem (%) de mondcitos (1
— 4 dias); C) Razao de granuldcitos por linfocitos (GLR) (5 — 15 dias); D) Razao de granulécitos por
linfécitos (GLR) (1 — 4 dias); E) Razéo de plaquetas por linfécitos (PLR) (5 — 15 dias); F) Razéo de
plaquetas por linfocitos (PLR) (1 — 4 dias) dos grupos COVID-19 Leve, COVID-19 Progresséo e
COVID-19 Internados. As analises estatisticas foram obtidas por meio do teste de comparacgdes
multiplas de Kruskall-Wallis e pos-teste de Dunn. Cada grupo é representado com a sua mediana
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e intervalo interquartil em graficos de dispersao de pontos. As linhas pontilhadas indicam os valores
de referéncia minimos e maximos de cada parametro baseado no livro “Practical Haematology —
Dacie and Lewis”, 2017. Pacientes que foram a 6bito estdo representados como pontos roxos nos
graficos. As diferengas estatisticas entre os grupos estéo representadas por linhas para valores de
p<0,05.

4.4.Desempenho dos preditores hematolégicos de acordo com as curvas
ROC e TG-ROC

Para verificar a acuracia dos preditores em distinguir os resultados do COVID-
19 e determinar o valor de corte (cutoff value) de cada parametro em diferentes
situagdes, realizamos a analise da Curva ROC e da Curva TG-ROC. Embora o
PLR também nao tenha apresentado diferencas entre pacientes com COVID-19
Leve e Progresséo de COVID-19, ele apresentou-se como um bom diferenciador
entre os grupos Controles Negativos e Sindrome Gripal dos pacientes com COVID-
19. Apés analises de comparagdo de todos os grupos envolvendo os trés
parametros, apresentamos aqui apenas os graficos nos quais os valores de p
foram menores do que 0,05 e os valores da AUC foram superiores a 0,8, o que
significa que ha pelo menos 80% de probabilidade de que o modelo seja capaz de

distinguir entre os dois grupos analisados.

A porcentagem de mondcitos foi capaz de diferenciar com acuracia pacientes
com COVID-19 Leve de pacientes hospitalizados e de pacientes que progrediram
da doenca leve para a internagao, com cutoff values de 7% a 9%, respectivamente
(Fig. 12 A e B). Para o grupo COVID-19 Leve vs. COVID-19 Internados, AUC
obteve valores de 0,8059 (IC: 0,67 - 0,93), Se de 83.33% (IC: 76,62 - 94,49%), Sp
de 60.53% (IC: 44,72 - 74,40%) e LR de 2,26; e para a comparagado do grupo
COVID-19 Leve vs. COVID-19 Progressao, a AUC foi de 0,8605 (IC: 0,70 - 1,00),
Se de 80,00% (IC: 37,55 - 98,97%), Sp de 84,21% (IC: 69,58 - 92,56%) e LR de
5,07. Assim, quanto maior a MON%, mais provavel € a presenga de sintomas

leves.

A razao de granuldcitos por linfocitos (GLR) foi um parametro muito confiavel e
preciso ao comparar o grupo Controle Negativo com todos os pacientes com
COVID-19 ou pacientes com COVID-19 que foram internados, e apresentou maior
sensibilidade e especificidade com um cutoff value de 3 (Fig. 13 A e B). Ao
comparar pacientes leves e com o grupo COVID-19 Progresséao, o cutoff value
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determinado foi de 10. (Fig. 13 C). Para o grupo Controle Negativo vs. COVID-19
Leve com valores de AUC de 0,8276 (IC: 0,73 - 0,91), Se de 98,04% (IC: 89,70 -
99,90%), Sp de 58,00% (IC: 44,23 - 70,62%) e LR de 2,33 e para o grupo COVID-
19 Leve vs. COVID-19 Progressado AUC obteve o valor de 0,8711 (IC: 0,70 - 1,00),
Se de 80,00% (IC: 37,55 - 98,97%), Sp de 89,47% (IC: 75,87 - 95,83%) e LR de
7,60. Ao comparar o Controle Negativo vs. COVID-19 Internados, dois perfis
opostos, o GLR se apresentou como um preditor excepcional, com uma AUC de
0,9763, quase atingindo o valor de um preditor perfeito de 1. A sua Se foi de
98,04% (IC: 89,70 - 99,90%), Sp de 91,67% (IC: 64,61 - 99,57%) e LR de 11,71.
Ou seja, pacientes com GLR acima de 3 tem 11,71 vezes mais chances de
precisarem de internagao hospitalar durante a COVID-19, do que serem individuos
nao infectados. Assim, um valor de GLR acima dos valores de corte pode indicar
que pacientes infectados podem progredir para a forma grave da doenga, com a
possivel necessidade de hospitalizacio.

Por fim, a razdo de plaquetas por linfocitos foi capaz de distinguir muito bem os
individuos Controle Negativo dos pacientes com COVID-19, sendo esse grupo
incluindo todos os pacientes (cutoff value: 125), ou separado em COVID-19 Leve
(cutoff value: 125), ou COVID-19 Internados (cutoff value: 165) (Fig. 14 A, B e C).
Para o grupo Controle Negativo vs. COVID-19 com valores de area sob a curva
(AUC) de 0,8327 (intervalo de confianga — IC: 0,75 - 0,90), Sensibilidade (Se) de
84,24% (IC: 76,62 - 94,49%), Especificidade (Sp) de 64,0% (IC: 50,14 - 75,86%) e
razao de verossimilhanga (LR) de 2,45; para o grupo Controle Negativo vs. COVID-
19 Leve com valores de AUC de 0,8176 (IC: 0,72 - 0,90), Se de 88,24% (IC: 76,62
- 94,49%), Sp de 60,53% (IC:44,72 - 74,40%) e LR de 2,23; e para Controle
Negativo vs. COVID-19 Internados com valores de AUC de 0,8807 (IC: 0,76 - 0,99),
Se de 94,04% (IC: 89,70 - 99,90%), Sp de 66,67% (IC:39,06 - 86,19%) e LR de
2,94. Portanto, valores de PLR maiores que os valores de corte implicariam em
uma possivel infecgdo por COVID-19.
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FIGURA 12. Desempenho de MON% em distinguir diferentes grupos calculados pela analise
das Curvas ROC e TG-ROC. A area sob a curva (AUC) indica a acuracia global de cada
biomarcador usando limites especificos. Os graficos de dispersdo ilustram em detalhes o
desempenho dos preditores com alta acuracia (AUC > 0,8). A curva ROC determina um valor de
corte (cutoff value) baseado na maior sensibilidade (Se) e especificidade (Sp), que pode ser
corroborada pela curva TG-ROC. Os indices de desempenho incluindo valor p, AUC, Sensiblidade
(Se) e Especificidade (Sp) sao fornecidos nas figuras. A linha pontilhada representa os pontos de
corte selecionados pela analise da curva ROC e TG-ROC. A) MON% (COVID-19 Leve vs. COVID-
19 Internados); B) MON% (COVID-19 Leve vs. COVID-19 Progresséo).
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Desempenho de GLR em distinguir diferentes grupos calculados pela analise

das Curvas ROC e TG-ROC. A area sob a curva (AUC) indica a acuracia global de cada
biomarcador usando limites especificos. Os graficos de dispersdo ilustram em detalhes o
desempenho dos preditores com alta acuracia (AUC > 0,8). A curva ROC determina um valor de
corte (cutoff value) baseado na maior sensibilidade (Se) e especificidade (Sp), que pode ser
corroborada pela curva TG-ROC. Os indices de desempenho incluindo valor p, AUC, Sensiblidade
(Se) e Especificidade (Sp) séo fornecidos nas figuras. A linha pontilhada representa os pontos de
corte selecionados pela analise da curva ROC e TG-ROC. A) GLR (todos os pacientes com COVID-

19 vs. Controle Negativo); B) GLR (COVID-19 Internados vs. Controle Negativo); C) GLR (COVID-
19 Leve vs. COVID-19 Progressao).
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FIGURA 14. Desempenho de PLR em distinguir diferentes grupos calculados pela analise
das Curvas ROC e TG-ROC. A area sob a curva (AUC) indica a acuracia global de cada
biomarcador usando limites especificos. Os graficos de dispersdo ilustram em detalhes o
desempenho dos preditores com alta acuracia (AUC > 0,8). A curva ROC determina um valor de
corte (cutoff value) baseado na maior sensibilidade (Se) e especificidade (Sp), que pode ser
corroborada pela curva TG-ROC. Os indices de desempenho incluindo valor p, AUC, Sensiblidade
(Se) e Especificidade (Sp) sao fornecidos nas figuras. A linha pontilhada representa os pontos de
corte selecionados pela analise da curva ROC e TG-ROC. A) PLR (todos os pacientes com COVID-

19 vs. Controle Negativo); B) PLR (COVID-19 Leve vs. Controle Negativo); C) PLR (COVID-19
Internados vs. Controle Negativo.
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4.5.Proposta de algoritmo de arvore de decisao para classificar pacientes
com COVID-19

Com base na acuracia global observada para esses parametros, também
desenvolvemos algoritmos de arvore de decisdo, que sdo um meétodo de
aprendizado de maquina supervisionado ndo parameétrico usado para classificar
atributos, para investigar melhor esses preditores em um ambiente multivariado. A
primeira arvore de decisdo foi baseada nos atributos PLR, GLR e MON%,
classificando Controles Negativos, Sindrome Gripal e individuos com COVID-19.
Esta arvore revelou uma precisao de 86,02% [130/151], mas quando realizada
uma validagdo cruzada por uma estratégia leave-one-out (LOOCV), a
porcentagens de acertos caiu para 62,91% [95/151] na classificag&o dos individuos
nos trés grupos (Fig. 15). Na propria arvore, os parénteses com numeros
representam o numero de atributos que o algoritmo classificou corretamente e, em
seguida, o numero de atributos que o algoritmo classificou de forma errada. Por
exemplo, |é-se (31.0/8.0): 31 € o numero de individuos do grupo, 23 individuos
foram classificados de forma correta, enquanto 8 individuos foram classificados de
forma incorreta. Assim, nesse cenario, esses trés parametros conseguiram atribuir
0s pacientes para a classificacéo clinica de forma correta 62% das vezes. Apés a
validagao cruzada, essa arvore apresentou uma precisdo moderada e muitas
ramificacdes, se tornando de dificil interpretacdo e de utilizagdo improvavel na

clinica médica.
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FIGURA 15. Arvore de decisdo do diagnéstico da COVID-19. Arvore de decisdo usando PLR,
GLR e MON% para classificar os grupos de Controle Negativo, Sindrome Gripal e COVID-19. O
conjunto de dados é composto por 3 atributos, 151 individuos, classificados em trés classes:
COVID-19 (33,11% [50/151]), Sindrome Gripal (33,11% [50/151]) e controle negativo (33,77%
[51/151]). A precisdo completa é de 86,09% [130/151] e, ap6s a aplicagdo da estratégia de
validagao cruzada pela estratégia leave-one-out (LOOCV), o valor cai para 62,91% [95/151].

O segundo classificador de arvore de decis&o proposto foi usar os atributos
GLR e MON% para classificar os diferentes resultados do COVID-19: sintomas
leves ou necessidade de hospitalizagdo. Como o PLR n&o € um grande preditor
do resultado do COVID-19, mas da infecgdo do COVID-19 como um todo, ele nédo
foi incluido nesta analise especifica. O algoritmo da arvore de decisdo demonstrou
que pacientes com mondcitos acima de 7,7% tém probabilidade de ter um
prognostico mais ameno e pacientes com percentual de mondécitos menor que
7,7% e valor de GLR maior que 8,75 tém maior probabilidade de desenvolver uma
forma critica da doenca. A arvore de decisdo revelou uma 6tima precisao de
88,00% [44/50] e caiu para 86,00% [43/50] quando aplicada a LOOCYV, além de ter
apresentado valores semelhantes aos cutoff values encontrados nas analises TG-
ROC (Fig. 16).



57

>7.7%

Leve (30.0/1.0)

Leve (14.0/5.0) || Internados (6.0)

FIGURA 16. Arvore de decisdo da gravidade da COVID-19. Arvore de decisdo usando MON% e
GLR para classificar o desfecho da doenca de pacientes com COVID-19 leve ou internado. O
conjunto de dados é composto por 2 atributos, 50 individuos, classificados em duas classes: Leve
(76% [38/50]) e Internados (24% [12/50]). A precisdo completa é de 88,00% [44/50] e, apds a
aplicagéo da estratégia de validagédo cruzada pela estratégia leave-one-out (LOOCV), o valor cai
para 86% [43/50].

4.6.0s preditores hematolégicos MON%, GLR e PLR nao apresentam

diferengas entre os diferentes grupos de risco

Por fim, avaliamos se existia alguma diferenca nos valores de MON%, GLR e
PLR entre os grupos de risco classicos para a COVID-19, categorizados por
género (masculino e feminino), faixa etaria (adultos e idosos) e presenga ou
auséncia de comorbidades. Nessa analise, foram utilizados todos os individuos
com 5 — 15 dias de sintomas pois, ao restringir a 1 — 4 dias de sintomas, o numero
de individuos n&o foi suficiente para as analises. Nos parametros MON% e GLR,
foram comparados um grupo COVID-19 total independente das formas clinicas e
as diferentes formas clinicas da COVID-19 (leve e internados). Ja no indice PLR,
foram comparados os grupos COVID-19, Controle Negativo e Sindrome Gripal,
visto que essa razdo é a melhor em prever o diagndstico da infecgdo por SARS-
CoV-2.

Assim, verificamos que esses parametros preditores ndo apresentaram
nenhuma diferenga entre os sexos masculinos e femininos (Fig. 17 A, B e C) e
nao apresentaram diferengas entre adultos ou idosos (Fig. 18 A, B e C) e néo
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apresentaram diferenca entre individuos com ou sem comorbidades (Fig. 19 A, B
e C). Dessa forma, por esses parametros ndo apresentarem diferengas entre
individuos de diferentes géneros, idades e comorbidades, eles podem ser

considerados preditores universais, o que facilita a sua utilizagao.
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FIGURA 17. Comparacgao dos preditores hematologicos entre os géneros feminino (F) e
masculino (M). A) Porcentagem (%) de mondcitos de todos os pacientes com COVID-19, COVID-
19 Leve, COVID-19 Internados; B) Razao de granuldcitos por linfocitos (GLR) de todos os pacientes
com COVID-19, COVID-19 Leve, COVID-19 Internados; C) Razao de plaquetas por linfocitos (PLR)
de todos os Controle Negativos, Sindrome Gripal e pacientes com COVID-19,. As analises
estatisticas foram obtidas por meio do teste de comparagdes multiplas de Kruskall-Wallis e pds-
teste de Dunn. Os dados estao apresentados como graficos de disperséo de pontos, destacando-
se a mediana dos valores.
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FIGURA 18. Comparacao dos preditores hematolégicos entre idades: adulto (18-59 anos) e
idoso (>60). A) Porcentagem (%) de mondcitos de todos os pacientes com COVID-19, COVID-19
Leve, COVID-19 Internados; B) Razao de granuldcitos por linfocitos (GLR) de todos os pacientes
com COVID-19, COVID-19 Leve, COVID-19 Internados; C) Razao de plaquetas por linfocitos (PLR)
de todos os Controle Negativos, Sindrome Gripal e pacientes com COVID-19. As analises
estatisticas foram obtidas por meio do teste de comparagdes multiplas de Kruskall-Wallis e pds-
teste de Dunn. Os dados estao apresentados como graficos de disperséo de pontos, destacando-
se a mediana dos valores.
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FIGURA 19. Comparagao dos preditores hematolégicos entre individuos com (C) ou sem
comorbidades (SC). A) Porcentagem (%) de mondcitos de todos os pacientes com COVID-19,
COVID-19 Leve, COVID-19 Internados; B) Razdo de granulécitos por linfocitos (GLR) de todos os
pacientes com COVID-19, COVID-19 Leve, COVID-19 Internados; C) Razdo de plaquetas por
linfocitos (PLR) de todos os Controle Negativos, Sindrome Gripal e pacientes com COVID-19. As
analises estatisticas foram obtidas por meio do teste de comparagdes multiplas de Kruskall-Wallis
e pos-teste de Dunn. Os dados estdo apresentados como graficos de dispersdo de pontos,
destacando-se a mediana dos valores.
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5. DISCUSSAO

A COVID-19, doenca causada pela infeccdo do trato respiratério humano pelo
virus SARS-CoV-2, pode apresentar-se com sintomas que variam desde aqueles
caracteristicos de um resfriado leve, até uma sindrome respiratéria aguda grave
(HEYMANN; SHINDO; HAZARDS, 2020). Embora a gravidade e a mortalidade da
COVID-19 estejam associadas aos grupos de risco bem conhecidos para a doenga,
como individuos com comorbidades, idosos e individuos do sexo masculino, ainda é
necessario identificar novos biomarcadores e preditores de desfechos da doencga para
otimizar o tratamento dos pacientes e o gerenciamento hospitalar, principalmente, em
locais mais precarios (BISWAS et al., 2020). Assim, neste trabalho, procuramos
encontrar parametros hematoldgicos que pudessem prever o resultado de pacientes
com COVID-19 nos estagios iniciais da infecgao.

E importante ressaltar que alguns dos parametros hematoldgicos de alguns
individuos do grupo Controle Negativo encontraram-se fora das linhas de valores de
referéncia. Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que os unicos critérios de inclusao
utilizados para individuos considerados “negativos” neste estudo foram teste negativo
para SARS-CoV-2 RT-gPCR e nao terem sido vacinados contra COVID-19. Assim, é
possivel que alguns desses individuos tenham outras doengas crénicas ou infecgbes
assintomaticas nao relatadas e nao detectadas que também sejam acompanhadas de
alteragdes nos parametros hematologicos. Além disso, é dificil utilizar marcadores que
diferenciem pacientes com sintomas gripais de outros grupos, visto que esses
pacientes relataram apenas sintomas gripais comuns e testaram negativo em RT-
gPCR para SARS-CoV-2, o que significa que podem ser portadores de uma variedade
de infecgdes diferentes.

Ao comparar os resultados do hemograma completo dos individuos participantes
do estudo, observamos que os pacientes com COVID-19 apresentaram alteracoes
classicas relatadas na literatura dentro de 5 a 15 dias de sintomas. A linfopenia, uma
das alteragbes hematologicas mais caracteristicas decorrentes do COVID-19, ja foi
reportada como preditora da gravidade da doenca (TAN et al., 2020b). No entanto,
essa alteracao parece ser perceptivel apenas apés, pelo menos, 5 dias de sintomas.
Em relagdo aos granuldcitos, ja foi descrita uma tendéncia a altas contagens de
neutréfilos na patologia da COVID-19, o que pode auxiliar no prognostico da doenga
(HENRY et al., 2020). Lucas et al. relataram um aumento no numero de eosinofilos,
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mas, por outro lado, outros autores relataram uma diminuicdo dessas células em
individuos com COVID-19 grave (DU et al., 2020; MAO et al., 2021; XIE et al., 2021).
De acordo com uma revisao extensa feita por Murdaca et al., existe uma tendéncia a
basopenia em pacientes com COVID-19 e a contagem de basofilos pode ser uma
ferramenta de prognéstico util para COVID-19, uma vez que sua redugdo esta
associada a um pior prognoéstico (MURDACA et al., 2021b). No entanto, os neutrofilos
representam a maior parte dos granuldcitos, o que corroboraria nossos dados de que
a contagem de granuldcitos € maior em pacientes graves com COVID-19. Foi relatado
que o VCM esta elevado em pacientes com COVID-19, contudo, dentro da faixa
normal dos valores de referéncia (MAO et al., 2021). Em contrapartida, um estudo
realizado com 1.327 pacientes no maior hospital de Wuhan, cidade de origem do
SARS-CoV-2, relatou que pacientes sintomaticos com COVID-19 apresentavam
menor VCM em comparagdo com pacientes assintomaticos (LU et al., 2021). Em
nosso estudo, identificamos que os pacientes com COVID-19 Leve apresentaram
VCM elevado, em comparagdo com os controles negativos, mas os pacientes com
COVID-19 hospitalizados apresentaram um volume menor. Também ja foi
demonstrado que pacientes apresentando casos graves de COVID-19 que requerem
hospitalizagdo tém um indice PLR e LYM*PLT menor, quando comparados a
pacientes com COVID-19 n&o hospitalizados (ASAN et al., 2021). As nossas analises
estdo de acordo com esses achados, ja que observamos um declinio maior no

LYM*PLT quanto maior a gravidade dos pacientes.

No entanto, essas alteragbes hematologicas classicas nem sempre estédo
presentes no inicio da infeccdo por SARS-CoV-2. Portanto, selecionamos pacientes
que tiveram seu sangue coletado nos primeiros quatro dias de sintomas para realizar
as mesmas analises. Esse intervalo de tempo foi proposto com base na restrigdo mais
precoce possivel, com um numero ainda razoavel de individuos em nossa coorte.
Também consideramos o gqRT-PCR, que atualmente é o padrdo-ouro e o teste de
diagndstico mais validado para COVID-19, e sua capacidade de detectar o RNA do
virus. De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), agéncia
do Departamento de Saude e Servigos Humanos dos Estados Unidos, os sintomas da
COVID-19 podem aparecer de 2 a 14 dias apds a exposi¢ao ao virus e individuos
assintomaticos devem esperar pelo menos 5 dias completos, apds a exposigcao, antes
de realizarem teste diagndstico. No entanto, se os sintomas forem apresentados, o
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teste deve ser imediato. Portanto, alguns dias apds o inicio dos sintomas € quando
provavelmente o individuo realizara o teste diagnostico. Nosso objetivo foi identificar
as alteragbes hematologicas precoces na fase aguda da doenga. Com a restricao de
tempo de até 4 dias de sintomas, observamos que a razao de plaquetas por linfécitos
(PLR) & maior em pacientes com COVID-19 (tanto leve, quanto hospitalizados),
podendo diferencia-los do grupo controle e de pacientes do grupo Sindrome Gripal.
Corroborando esse achado, Seyit et al. relataram que os niveis de PLR permaneceram
significativamente mais altos em pacientes positivos para COVID-19, quando
comparados a pacientes negativos para COVID-19 (SEYIT et al., 2021). Ja foi descrito
que o PLR fica elevado em resposta a muitas condi¢des pré-inflamatérias agudas ou
cronicas (ERRE et al., 2019; LIU et al., 2020b; WANG et al., 2018). Observamos
também que pacientes hospitalizados com COVID-19 apresentaram menor percentual
de mondcitos, quando comparados a pacientes com COVID-19 leve. Apoiando nossos
resultados, alguns autores sugerem que a contagem de monocitos € maior em
pacientes com COVID-19, quando comparada a pacientes com Influenza, mas é
menor em pacientes com COVID-19 internados na UTI (SUN et al., 2020b; YUN et al.,
2020). Nesse caso, parece que os pacientes internados com COVID-19 sofrem uma
modulagao, visto que o perfil dessas células € mais semelhante aos individuos do
grupo Controle Negativo. Assim, é possivel que a elevagao na contagem de monaocitos
possa auxiliar no combate a infecgao e evitar que a doenga tenha um desfecho grave.
Sabe-se também que, apos a infecgdo, os monadcitos migram para os tecidos onde se
tornam macroéfagos residentes infectados, permitindo que os virus se espalhem pelos
orgaos e tecidos (JAFARZADEH et al., 2020). Portanto, em pacientes com a forma
grave da COVID-19, essa migragdo para o pulm&o pode ser mais significativa,
recrutados pelos sinais induzidos pela infecgdo, restando menos mondcitos na
circulagcao sanguinea periférica. Além disso, observamos que, na fase aguda inicial
da doenga, a linfopenia e 0 aumento de granulécitos ainda ndo sao perceptiveis em
pacientes com COVID-19, ou seja, a alteragdo hematologica mais relatada nessa
doenca ainda nao é detectavel nos primeiros dias de sintoma. No entanto, por meio
de uma razéo capaz de comparar os dois parametros em conjunto, como a razao de
granulécitos por linfocitos (GLR), € possivel diferenciar pacientes com COVID-19 leve
de pacientes com COVID-19 internados nesse periodo. Assim, o GLR tem grande

potencial para ser utilizado na triagem de pacientes na admissao nosocomial.
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Varios estudos relataram que a razdo de neutrdfilos por linfécitos (NLR) € um
parametro inflamatério associado a inUmeras doencgas crbnicas ou infecciosas. Nos
ultimos anos, o NLR tornou-se uma maneira facil e pratica de fornecer informacgdes
valiosas no diagnéstico de varias doencgas. Ja foi relatado que o NLR elevado esta
associado a um pior prognéstico em cancer colorretal, cancer gastrico, cancer de
pulm&o e malignidades ginecoldgicas, e € um biomarcador do microambiente tumoral,
que pode ser usado como um fator prognostico ndo apenas em tumores solidos, mas
também em neoplasias hematologicas (STEFANIUK; SZYMCZYK; PODHORECKA,
2020; ZHANG et al., 2017). No contexto da COVID-19, o NLR foi um dos primeiros
marcadores descritos como um preditor eficaz da gravidade da doenga nos estagios
iniciais da infec¢do (ALY et al., 2021; LIU et al., 2020b). Ao comparar a AUC da curva
ROC de varios parametros e indices hematoldgicos, o NLR ja foi visto como o melhor
indice para a identificagdo precoce de pacientes com alto risco de desenvolver a
doenga grave(ASAN et al., 2021; LIN et al., 2021). Alinhado a isso, alguns estudos
relataram que uma raz&o de granuldcitos por linfocitos (GLR) maior foi observada em
pacientes com COVID-19 grave e que foi positivamente associada aos escores de
gravidade da tomografia computadorizada, o que corrobora nossos resultados
(KAZANCIOGLU et al., 2021; TAN et al., 2020a). O GLR elevado também ja foi
associado a progressao de tumores e menor sobrevida em humanos, e parece ser um
parametro simples e clinicamente relevante para avaliar o estresse perioperatério em
pacientes submetidos a cirurgia colorretal (LIU et al., 2020b; TABUCHI et al., 2011).
Nesse contexto, € importante enfatizar as semelhancgas entre o cancer e as doengas
infecciosas: tanto os organismos infecciosos quanto as células cancerigenas
expressam muitas proteinas que sao reconheciveis pelas células T do hospedeiro e
ambas provocam inflama¢do mediada por células T (HOTCHKISS; MOLDAWER,
2014). Portanto, neoplasias e infec¢gdes virais podem resultar em alteragdes
semelhantes nas células da corrente sanguinea humana, consequentemente,
possuindo possivelmente biomarcadores similares para seus prognosticos. Em nosso
estudo, propomos validar o GLR como um preditor de gravidade t&o preciso e eficaz
quanto o NLR, que é atualmente uma das razdées mais utilizadas clinicamente e
conhecidas. A maioria dos biomarcadores presentes na fase tardia da doenca n&o sao
relevantes na fase aguda e vice-versa. Mas o GLR € uma excecé&o: seus valores
elevados aparecem no inicio da infec¢ao e persistem por até 15 dias de sintomas em
pacientes internados, sugerindo que essa razdo pode ser utilizada como preditor de
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gravidade no curso da doenga. Ao comparar a eficacia de NLR com GLR, foram
observados valores quase idénticos entre os mesmos pacientes, uma vez que a
subpopulagao de granulécitos € composta, principalmente, por neutrofilos (Anexo 4).
No entanto, o GLR pode ser ainda mais util e acessivel, principalmente em locais com
infraestrutura mais precaria e que nao dispdem do equipamento de hemograma com

analise diferencial dos subtipos de granulécitos.

Para confirmar se essas alteragées hematoldgicas ja estdo presentes no inicio da
sintomatologia, foram comparados 3 grupos: COVID-19 Leve, COVID-19 Progresséo
(pacientes que tiveram seu sangue coletado enquanto apresentavam sintomas leves,
mas que evoluiram para internagdo) e COVID-19 Internados. Nessa analise, foram
utilizados apenas os parametros e razées hematologicas que apresentaram maiores
diferencgas estatisticamente significativas entre os pacientes com COVID-19 (MON%
e GLR) e maior diferenga entre os grupos controle e pacientes com COVID-19 (PLR).
Ao comparar as amostras coletadas nos periodos de 1 — 4 dias e 5 — 15 dias de
sintomas, o PLR apenas apresentou diferengca entre os grupos COVID-19 Leve e
Internados no periodo de coleta de 5 — 15 dias de sintomas. Isso era esperado, visto
que o PLR era um bom diferenciador entre controles negativos e individuos com
sindrome gripal dos grupos COVID-19, e n&o entre as formas clinicas da doenga. Por
outro lado, ambos os parametros MON% e GLR apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo COVID-19 Leve e o grupo COVID-19
Progressdo nos primeiros 4 dias de sintomas, significando que os pacientes que
evoluem para a forma grave da doenga ja apresentam alteracbes hematoldgicas,
semelhantes a de pacientes internados, nos primeiros dias de sintomas. Assim, é
possivel observar que, quando a porcentagem de mondcitos esta acima da linha do
valor de referéncia nos primeiros dias de sintoma, os individuos diagnosticados com
COVID-19 por RT-gPCR para SARS-CoV2 tém maior probabilidade de apresentarem
uma forma leve da doencga. Por outro lado, um GLR mais alto nos primeiros dias de
sintoma pode indicar um pior prognostico da COVID-19. Dessa forma, isso sugere que
MON% e GLR podem ser utilizados como preditores de desfecho da COVID-19.

Com o objetivo de avaliar a acuracia desses biomarcadores e seus poderes de
predicao, realizamos analises de curvas ROC. Atualmente, ndo existem valores de
referéncia para esses parametros na infeccdo por SARS-CoV-2 na literatura,
especialmente para GLR, que raramente é citado em estudos de COVID-19. Quando
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o valor do GLR se encontra entre 5 — 20, por exemplo, isso pode significar uma maior
probabilidade de um paciente enfermo evoluir para a forma grave da doenga. Embora
essa referéncia seja ampla, fica claro que é essencial que seja determinado valores
meédios de referéncias de razbes hematoldgicas para serem utilizados como base em
hospitais e centros de saude. Por isso, curvas TG-ROC foram realizadas para
determinar valores de corte (cutoff values) com base na intersegdo da maior

especificidade e sensibilidade.

O PLR foi 6timo em diferenciar individuos do grupo Controle Negativo de pacientes
com COVID-19, com AUCs acima de 0.8, que é considerado um valor com alto poder
preditivo. Os valores de corte (cutoff values) variaram entre 125 e 165, sendo que o
maior valor seria para diferenciar especificamente pacientes internados. Ja a
porcentagem de mondcitos distinguiu claramente os pacientes com COVID-19 com
sintomas leves de pacientes internados (cutoff value: 9%) e até mesmo de pacientes
com sintomas leves que depois progrediram para a doenga grave e precisaram de
internagao hospitalar (cutoff value: 7%), também apresentando AUC acima de 0.8. Por
fim, ao comparar pacientes com COVID-19 Leve e COVID-19 Progresséo, um valor
de GLR maior do que 10 pode indicar que sintomas leves podem progredir para a
necessidade de hospitalizagdo (AUC: 0.81). Com o valor de corte (cutoff value) de 3,
o GLR consegue distinguir muito bem os Controle Negativos de pacientes com
COVID-19 (AUC: 0.92) e ainda com mais acuracia, de pacientes com COVID-19
Internados (AUC: 0.97).

Para avaliar os valores de corte das curvas TG-ROC em um cenario multivariado,
ou seja, levando em conta mais de um parametro por vez, propusemos algoritmos de
arvore de decisao para dois cenarios: a primeira arvore de decisao, baseada no PLR,
GLR e MON%, foi capaz de classificar individuos Controle Negativo, com Sindrome
Gripal e com COVID-19 com uma precisdo de 62,91%. Por outro lado, a segunda
arvore utilizou apenas a MON% e o GLR para classificar as formas clinicas de COVID-
19 Leve ou Internado. Nesse caso, a arvore atribuiu um menor percentual de
mondocitos (<=7.7%) e maior GLR (>8.75) aos pacientes internados, com uma precisao
de acertos de 86%. Os valores de corte do TG-ROC e da arvore de decisao n&do séo
iguais, pois s&o analisados em contextos diferentes, mas corroboram-se. A primeira é
feita de forma univariada e a segunda de forma multivariada, comparando multiplos

parametros em um determinado cenario. Esse tipo de abordagem de aprendizado de
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maquina pode ser extremamente util em triagens de pacientes e pode ser facilmente
interpretada pela equipe hospitalar. De acordo com o livro Practical Haematology de
Dacie e Lewis, 2017, varios parametros hematologicos possuem valores de referéncia
diferentes para mulheres e homens. Entretanto, ao analisar esses trés parametros
(MON%, GLR e PLR), verificamos que eles ndo apresentaram diferencas significativas
entre os sexos masculino e feminino. Além disso, esses preditores também nao
apresentam diferengas entre individuos adultos e idosos, assim como n&o s&o
diferentes em individuos com ou sem comorbidades, tornando-os, assim, preditores
universais. Dessa forma, qualquer pessoa que apresentar alteracbes nesses
parametros nos primeiros dias de sintoma podem ser observadas com mais cautela
por profissionais médicos, ja que apresentam maior probabilidade de desenvolverem
a forma grave da doenga, independente de sexo, idade e presenga de comorbidades.

Esses preditores hematologicos tém grande potencial para aplicagdo clinica e
podem ter implicagdes sociais positivas visto que, além de serem biomarcadores de
facil quantificagdo, sdo muito baratos. Isso pode ser de grande importancia,
principalmente em locais precarios que possuem apenas equipamentos
hematoldgicos mais antigos, que ndo sao capazes de realizar a diferenciagdo dos
subtipos de granuldcitos. Além disso, em situagbes de escassez de materiais
hospitalares e de testes diagndsticos para COVID-19, os preditores hematoldgicos
podem auxiliar em uma triagem durante momentos criticos. Outro ponto positivo
desses preditores precoces € a identificacdo de pacientes que tém potencial de
desenvolverem a forma grave da doenga com apenas poucos dias de infecgao,
aumentando a probabilidade de sucesso de uma intervencdo terapéutica. Os
tratamentos com antivirais, que recentemente foram aprovados por diversas agéncias
de vigilancia sanitaria, devem ser iniciados nos primeiros 5 dias de sintomas para
serem efetivos (SARAVOLATZ; DEPCINSKI; SHARMA, 2023). Por isso, esses
preditores podem ser uteis por tratar-se de biomarcadores presentes até o 4° dia
desde o inicio de sintomas, identificando os pacientes que mais se beneficiardo da

administragdo de medicamentos antivirais.

No entanto, os dados obtidos devem ser avaliados com cautela, visto que as
amostras de sangue dos individuos incluidos neste estudo foram coletadas entre
dezembro de 2020 e junho de 2021, quando a cepa original e a variante P.1 do SARS-
CoV-2 eram dominantes no Brasil. A partir de 2022, a cepa Omicron se tornou mais
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abundante e pode causar diferentes alteragées hematologicas e resultar em diferentes
prognosticos para os pacientes. Assim, sdo necessarios mais estudos sobre
biomarcadores e preditores de resultados de COVID-19 em cenarios de novas cepas
variantes e mutagdes virais. Além disso, apesar do cenario atual da vacinacédo, com
mais de 13 bilhdes de doses ja administradas mundialmente, resultando em uma
diminui¢cdo drastica no numero de casos e de mortes, ainda existem muitas mortes,

mesmo em individuos vacinados, que poderiam ser evitadas.

E importante destacar o pioneirismo de nosso estudo visto que, apesar de outros
estudos ja terem avaliado o poder preditivo de alguns parametros hematologicos, eles
geralmente ndo apresentam restricdo de dias de sintomas, ou seja, ndo podem ser
considerados preditores precoces. Outro diferencial do nosso trabalho € a presenca
de um grupo pacientes que tiveram o seu sangue coletado antes da progresséo para
a doenca grave e necessidade de internagc&o hospitalar utilizado para avaliar o poder
preditivo dos pardmetros hematoldgicos. Além disso, apesar de utilizarem ferramentas
como a Curva ROC, os estudos anteriores nao utilizaram da Curva TG-ROC para a
estabelecer pontos de corte e poucos utilizam o algoritmo de Arvore de Decisdo para
a validacado dos mesmos (ASAN et al., 2021; LIN et al., 2021). De toda forma, mesmo
os estudos que utilizaram dessa ferramenta de aprendizado de maquina, eles nao
avaliaram indices e razdes hematologicas, apenas resultados advindos diretamente
do hemograma (ALVES et al., 2021; ELSHAZLI et al., 2020b; GIOTTA et al., 2022;
SZKLANNA et al., 2021). Além disso, nosso trabalho também foi um dos pioneiros na
identificacado da eficacia do GLR como preditor precoce na COVID-19.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, nosso estudo identificou que os pacientes com COVID-19
apresentaram um PLR elevado, em comparag&o aos individuos com sindrome gripal
ou saudaveis, e que os pacientes com COVID-19 que necessitam de internagao
hospitalar, em sua maioria, apresentaram uma baixa porcentagem de mondcitos,
embora dentro dos valores de referéncia, e um GLR elevado, quando comparados
com pacientes que apresentaram sintomas leves da COVID-19. Ademais, tanto as
alteragdes no GLR, quanto na MON%, ja estdo presentes e podem ser identificadas
em pacientes com sintomas leves na fase aguda da doenga que evoluiram para a
internagdo hospitalar. Nesse cenario, o GLR se mostra um preditor ainda mais
vantajoso do que o NLR, que ja é utilizado como preditor de desfecho, pois pode ser
utilizado na triagem em locais que nao possuem um analisador hematolégico capaz
de realizar a contagem diferencial de granulocitos. Assim, em um ambiente clinico, os
valores de corte estabelecidos podem ajudar enfermeiros e médicos a discriminar
pacientes na admissao hospitalar no inicio da infeccéo e, se necessario, administrar
medicamentos antivirais para pacientes com maior risco de desenvolver a forma grave

da doenca.
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ANEXO 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1 - Identifica¢dio da pesquisa:
[ Titulo do Projeto: Impacto do perfil de imunossenescéncia no desfecho da COVIDI19. |

2 - Informagdes ao participante ou responsavel:

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

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

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

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

5. Além do exame clinico, serdo necessarios alguns testes para verificar o seu estado de saude.
Esses testes serdo feitos a partir da coleta de materiais biologicos: fezes (avaliagdo da microbiota
intestinal ¢ da presenga de parasitoses intestinais), secre¢do nasal (para detecgdo do virus Cov-2)
¢ de sangue. As fezes serdo coletadas por vocé mesmo(a) em sua casa e trazidas na proxima
consulta. Serdo fornecidas instrugdes do profissional da satde sobre como coletar esse material.
Todos os gastos decorrentes da coleta ¢ entrega da amostra de fezes serdo ressarcidos a vocé e ao
seu acompanhante (quando necessdrio) pela equipe da pesquisa. A andlise parasitologica e da
microbiota serdo feitas por empresas brasileiras que fazem esses tipos de analise.
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O 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 gloébulos vermelhos ¢ brancos), o teste de
ELISA para medir anticorpos ¢ outras substincias presentes no sangue como as citocinas que irdo
mostrar como o seu organismo se defende de infecgdes, por exemplo. Sera necessario coletar cerca
de 40 mL do seu sangue.

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

6. Havera coleta, transporte, armazenamento ¢ utilizagdo desse material biolégico coletado
somente para fins de pesquisa sendo que esse material sera destruido apos a utilizagdo ou o fim da
pesquisa. Caso haja intengdo de uso do seu sangue/fezes em pesquisas futuras ou
compartilhamento com outras instituigdes vocé sera consultado antes.

7. O sangue sera coletado por profissional treinado que usara jaleco, mascara, 0culos de protegio
¢ luvas. Todo o material utilizado para a coleta ¢ estéril ¢ descartavel. A coleta de sangue pode
causar leve dor local podendo, em alguns casos, levar a formagdo de pequenos hematomas locais
¢ discreto sangramento. Poderdo ocorrer outros tipos de desconforto a vocé como tonturas ¢
desmaios, ou desconfortos psiquicos como ansiedade ¢ medo. Isto sera levado em conta no
momento da coleta e, caso seja necessario, sera providenciada uma coleta na posigao deitada para
evitar qualquer tipo de desconforto, constrangimento ou aborrecimento. A coleta da secregio nasal
ou da faringe sera feita por cotonetes (swabs) e ela causa algum desconforto. O profissional
responsdvel pela coleta ¢ treinado para realizar o procedimento, a fara de maneira cuidadosa e por
um tempo curto para minimizar esse desconforto. A coleta das fezes sera realizada em casa por
vocé mesmo ¢ o material serd trazido ao hospital. Essa coleta nio apresenta nenhum risco para a
sua satde, 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 contaminagdo ¢ também evitar injuria
a0 paciente no ato da coleta de coleta de sangue por pungio venosa. Serdo observadas medidas de
seguranga também para acidentes cortantes ou perfurantes ¢ os riscos de contaminagdo sdo
minimizados com a realizagdo de antissepsia do ponto de pungdo, assepsia das mdos entre o
atendimento dos pacientes ¢ imunizagdo ativa contra tétano, difteria ¢ hepatite B para todos os
profissionais de saide envolvidos neste projeto. Com relagdo a coleta das fezes, ela ndo apresenta
nenhum risco para a sua saude ¢ sera 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 ¢ encaminhado para tratamento gratuito. Os resultados relativos ao seu
hemograma (contagem de células no sangue) também serdo entregues a vocé ¢ fornecidas
explicagdes com relagdo a esses resultados.
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10. Vocé nio ¢ obrigado a fazer os exames ou a doar seu sangue. A recusa nio lhe causard nenhum
prejuizo, nenhum gasto e ndo ird alterar a forma como vocé sera atendido na unidade de saide ou
hospital.

11. Suas amostras de sangue ¢ fezes serdo processadas no Centro de Pesquisas René
RachowFIOCRUZ (em Belo Horizonte), na Universidade Federal de Juiz de Fora (em Governador
Valadares) ¢ na Universidade de Sdo Paulo (em Sdo Paulo) e transferidas posteriormente para
armazenamento no Laboratorio de Imunobiologia da Universidade Federal de Minas Gerais (em
Belo Horizonte), por um periodo maximo de 10 anos, sendo utilizadas para 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 apds a realizagdo da atual pesquisa ou, com seu
consentimento, em pesquisas futuras.

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

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

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

15. Na apresentagdo dos resultados, seu nome ndo serd citado, nem daquele pelo qual vocé é
responsdavel. Sua identificagdo serda mantida em sigilo durante todo o estudo ¢ apenas a
coordenadora do projeto mantera essa informagio guardada em arquivo seguro.

P

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

17. Caso queira, vocé também pode tirar diavidas sobre o projeto com as pesquisadoras
responsaveis Dra. Ana Maria Cactano 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 ¢ professora da UFJF) no telefone/whatsapp
(33)99180-0050; ou Dra. Rosana Richtmann (médica infectologista responsavel pelo atendimento
no Instituto de Infectologia Emilio Ribas em Sdo Paulo) no telefone/whatsapp (11) 99944-4507.
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Nome do Participante:

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

Consentimentos Opcionais:

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

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

() Eu autorizo os pesquisadores envolvidos na pesquisa a consultarem os dados do meu
prontudrio médico para obter informagdes referentes @ minha saide. Essas informagdes
permanecerdo sigilosas ¢ sob a guarda do pesquisador responsavel pelo estudo.

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

Assinatura do Participante ou Responsavel

Shrodanaimua_

Assinatura do Coordenador do Projeto de Pesquisa

Identificagiio do Responsivel pela Pesquisa

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

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

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

Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufmg.br
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ANEXO 2: Projeto Aprovado no Comité de Etica e Pesquisa

COMISSAO NACIONAL DE W
ETICA EM PESQUISA

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Impacio da imunossenescéncia no desfecho da COVID19.
Pesquisador: Ana Maria Caetano de Faria

Aroa Tomética: Pesquisas com coordenaciio e/ou patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas
com copatrocinio do Governo Brasileiro;

Versdo: 3

CAAE: 40208320.3.1001.5149

Instituicdo Proponento: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: MERCK SHARP & DOHME FARMACEUTICA LTDA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4 522 282

Apresentacdo do Projeto:

As informagbes elencadas nos campos "Apresentacio do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa”™ e "Avaliagio dos
Riscos e Beneficios”™ foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1537837.pdl, de 29/01/2021).

RESUMO

A atual pandemia de COVID19 é um grande desafio para a ciéncia por varios motivos. Um deles é o padrdo
dos grupos de risco que atinge individuos com co-morbidades (diabetes, doengas cardiovasculares,
obesidade) e idosos. De fato, doengas inflamatérias cronicas podem comprometer a resposta imune e o
envelhecimento @ associado a varias alleragbes imunologicas que tornam os idosos mais suscetiveis a
infecgdes. No entanto, no Brasil, 25% das mortes por COVID19 ocorrem em individuos < 60 anos ¢ sem as
doencas listadas como de risco em outros paises. Por outro lado, nem todos os idosos desenvolvem a forma
grave da doenca. Nossa hipitese a ser estudada nesse projeto é que alguns defeitos imunes tipicos da
Imunossenescéncia podem ocorrer em idosos @ em adullos e eles serlam importantes para o desfecho
grave da COVID19:

a) a inflamagao cronica de baixa intensidade associada ao envelhecmento (inflamm-aging) pode potenciar a
tempestade de citocinas que leva as lesdes da microcirculacdo e do pulmao cbservada nos casos graves de
COVID19;
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Contnuacdo do Parecer 4 522282

b) a senescéncialexaustdo de infocitos T CD8+ pode comprometer a fungdo dessas células na imunidade
anti-viral;

¢) a reduglo na funcglo de células T e B imunorreguladoras (tregs e Bregs) pode comprometer o controle da
nflamac3o pulmonar;

d) a redugdo da diversidade de repertério das imunoglobulinas (lg) de células B tipica da
imunossenescéncia pode comprometer o controle da infecgo;

e) individuos de areas endémicas como Governador Valadares (GV) teriam um padrdo acentuado de
imunossenescéncia devida a exposigao cronica a infecgbes que aceleraria a senescéncia imunolégica;
f) outros fatores inflamatorios sistémicos como a disbiose da microbiota intestinal e a obesidade, poderiam
atuar potenciando os danos pulmonares na COVID19 grave. Para testar essa hipdtese pretendemos avaliar
em coortes de adultos (20-60 anos) e idosos (>60) com COVID19 de Belo Horizonte, Governador Valadares,
S&0 Paulo e Salvador:

1) perfil inflamatério sistémico (27 citocinasiquimiocinas no plasma);

2) fendtipo de senescéncia em linfocitos T e B no sangue (PBMC);

3) repertdrio de Imunoglobulinas produzidas por linfécitos B ativados.

4) outros fatores inflamatdrios (obesidade, microbiota, nutrigio, co-morbidades);

5) a idade bioldgica medida pela metilagio do DNA extraido de leucicitos (em comparagiio com a idade
cronoldgica) dos individuos estudados. A inten¢lo é relacionar o perfil de imunossenescéncia desses
individuos com o desfecho clinico da doencga procurando identificar biomarcadores da forma grave da
COovID19.

HIPOTESE

A hipdtese deste estudo é que o declinio na funglio imunoidgica observado em idosos (inflamagiio resultante
do aumento da secregio de cilocinas inatas, declinio na fungo de células TCD4+ reguladoras aumento da
frequéncia de células TCD8+ e T CD4+ exaustas/senescentes, disbiose da microbiota intesinal e alleragdes
no repertorio de anticorpos) ¥m um papel crisico no desencadeamento da hiper-inflamagéo que resulta em
danos nos pulmbes e na microcirculagio com o desencadeamento sindrome respiratdria grave (SARS) e da
COVID-19 grave nessa populagio. Além disso, propomos que individuos residentes em uma area endémica
de varias doencas infecciosas cronicas (Governador Valadares, MG, Brasil) teriam aumentado a
suscetibilidade ao desenvolvimento de formas graves de COVID-19 em idade mais precoce devido a um
fendtipo de envelhecimento acelerado observado nessa area. Individuos com o perfil de
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senascéncia acelerada. em geral, teriam uma maior suscetbilidade ao desenvolvimento da forma grave da
doenga.

Coetinuaglo do Parecer 4 522 782

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo transversal, no qual serdo recrutados 150 individuos positivos para SARS-Cov-2 (os
negativos serdo 0 Nosso grupo controle) de ambos os sexos de duas faixas etarias (adultos de 20 a 60 anos
@ idosos > 60 anos), residentes na drea urbana de Governador Valadares e nas adades de Belo Horizonte e
S&o Paulo. Serdo selecionados os individuos gue forem positivos para o teste molecular (RTPCR) para
SARS-Cov2 e estes serdo divididos em 4 grupos de estudo: adultos ou idosos com as formas
leve/moderada ou grave da COVID-19. Os individuos que aceitarem participar da pesquisa deverdo assinar
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Apds a assinatura do TCLE, os individuos
responderado o questionario de anamnese clinica, socoecondmica e nutricional aplicados pelos médicos e
nutricionistas da equipe. Posteriormente o individuo passara para a coleta de medidas antropomélricas e
coleta de 40mL de sangue perifénco e recebera vasihame e instrugdes para colher uma amostra de fezes
em casa e entrega-la no retorno para receber o resultado. O sangue sera processado lendo a porgdo celular
(células monucleares) sera separada e ulilzada para: 1) avalacdo das caracleristicas fenolipicas dos
Infocitos T e B (perfil de imunossenescéncia e de imunorregulacao) descritas nos objetivos pela cnica de
citometria de fluxo; extragdo do RNA para avaliagio do repertdrio de imunoglobulinas; 2) extracdo do DNA
para avaliagdo da metilagdo (determinagao da idade epigenética). O soro sera utilizado para medida de
anticorpos para SARSCov2 e para lestes bioguimicos, o plasma serd utilizado para medida do perfil de
citocinas/quimiocinas inflamatdrias e anti-inflamatdrias (inflammaging) pela técnica de Luminex. Exames
bioquimicos como hemograma, leucograma, medida de Proteina C Reativa, Dimero D também serdo
realizados. As fezes serdo utilizadas para os lesles parasitologicos e para a microbiota intestinal (por
sequenciamenio do DNA extraido). Serdo utilizados métodos de estalislica de anakse multivariada e
ferramentas de bioinformatica para determinar as comrelages entre essas andlises e o desfecho da COVID-
19 (leve/moderado versus grave) nas duas faixas eldrias examinadas.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Serdo incluldos todos os individuos malores de 20 anos atendidos nas unidades parceiras do projeto que
apresentarem confirmag3o para a presenca do Cov-2 e que aceilarem participar do estudo por meio da
assinatura do TCLE. Alguns individuos que foram negativos no teste de PCR
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para SARS-Cov2 seriio também incluidos como controle do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVOS PRIMARIOS

Avaliar como o perfil imunolégico relacionado ao envelhecimento impacta no desfecho da COVID19 de
modo a tornar essa populagdo mais susceptivel ao agravamento da doenga para poder identificar
blomarcadores que possam permitr um dagndsico precoce dessa forma grave da doencga. Para isso serdo
avalados os seguintes pardmetros na populagio estudada:

1) o perfil de ativagho linfécitos T e B, identificar se essas células apresentam maior grau de
envehecimento/ exaustio celular, se mantem a capacidade de prolferaciio e de diferenciagio em células
reguladoras, bem como na atividade das células reguladoras:

2) o perfil de citocinas/quimiocinas inflamatdrias (nflammaging) no plasma dos pacentes infectados, e 0
balango com as cilocinas anti-nflamatdrias;

3) o repertdrio de imunoglobulinas nos individuos em diferentes faixas etdrias e com diferentes desfechos da
doenca,

4) as dierencas no perfil de composiciio da microbiota inlestinal entre os diferentes grupos;

5) as comorbidades inflamaldrias associadas ao perfi de imunossenescéncia e sua correlagdo com o
desfecho da COVID-19.

6) Por fim, fentar encontrar um biomarcador de resposta imune que possa ser ulilizado como critério de
diagnostico e progndstico da doenca.

Continuaci do Pavecer: 4522 242

OBJETIVO SECUNDARIO

Produzir um banco de dados com os resullados de todas as andlises realizadas no projeto para faciitar a
interpretagdo dos resultados globais e auxiliar em pesquisas futuras envolvendo a imunossenescéncia e os
perfis imunologicos relacionados a ela e correlacionados com infecgdes virais.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

O sangue serd coletado por profissional treinado que usara jaleco, luvas e mascara. Todo o material
ulilizado para a coleta e estérl e descartivel. A coleta de sangue pode causar leve dor local podendo, em
alguns casos, levar a formagao de pequenos hematomas locais e discreto sangramento. Poderiio ocorrer
outros tipos de desconforto como lonturas e desmaios, ou desconfortos psiquicos como ansiedade e medo.
Isto sera levado em conta no momento da colela e, caso seja necessano, serd providenciada uma coleta na

posigio dedtada para evitar qualquer tpo
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de desconforto, constrangimento ou aborrecimento. Medidas de blosseguranca sero adotadas em todos os
procedimentos realizados neste projeto visando salvaguardar o coletor de qualquer possibibdade de
contaminagio e também evitar injuria a0 paclente no ato da colela de colela de sangue por pungao venosa
Serdo observadas medidas de seguranca também para acidenies cortantes ou perfurantes e os riscos de
contaminagdo sdo minimizados com a realizaclo de anssepsia do ponlto de punglo, assepsia das maos
enlre o atendmento dos paclentes e imunizagio ativa contra tétano, difteria e hepatite B para todos os
profissionais de saGde envolvidos neste projeto.

Continacio o Parecer: 4522 232

BENEFICIOS

A participaciio da pessoa como voluntaria ndo serd remunerada. Um beneficio imediato da participacio serd
a realizacio gratuta do teste diagndstico por RT-PCR para SARS-Cov2 com resultado a ser informado em 2
-3 dias. Para os individuos de Governador Valadares, serd fomecido gratuitamente o resultado do exame
parasitoldgico de fezes. Além disto, todas as avalagtes realizadas inclusive o perfil inflamatério do plasma,
o perfil celular de imunossenescéncia, o perfil da microbiota intestinal e a predicdo da idade biologica
(epigenética) dos individuos analisados serdo disponiilizadas ao final do estudo, mediante solicitagio de
quem se interessar, para o informar ao individuo sobre seu estado de salde. Além disto, a participagio de
cada um sera fundamental 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 outras infecgbes.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Estudo transversal, no qual serdo recrutados individuos suspeitos de infeccdo pelo Cov-2 de ambos os
saxos nas seguintes faxas eldrias: a) 25-60 anos e b) > 60 anos, resdentes nos municipios de Governador
Valadares, Belo Horizonte e S30 Paulo. Esses dois grupos etdnios serdo subdivido em 2 grupos de acordo
com o desfecho da COVID-19 (forma leve-moderada e forma grave). Os dados clinicos dos voluntarios
incluindo anamnese completa contendo a histdria pregressa de sadde, comorbidades e uso de
medicamentos serdo coletados do prontudrio médico disponivel nos locais de recrutamento e a coleta
desses dados assim como o acompanhamento clinico dos pacientes estardo a cargo dos médicos
responsdvels pelo atendimento em cada um dos hospilais parceiros do estudo.

Bracos do estudo:
- 20-60 anos (coleta de secreclio cronasal, fezes e sangue).
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- Acima de 60 anos (coleta de secre¢3o oronasal, fezes e sangue).

Conbruaco 3o Pasoer 4 522202

Patrocinador: MERCK SHARP & DOHME FARMACEUTICA LTDA
Ndmero de particpantes incluidos no Brasil: 150

Participardo os seguintes centros de pesquisa no Brasi: Insttuicdo Instituto René Rachou/FIOCRUZ Minas,
Hospital Universitario Risoleta Tolentino Neves, Universidade Federal de Juiz de Fora UFJF, Universidade
de Sdo Paulo, Instituto de Infectologia Emilic Ribas.

Haverd armazenamento de amostras: O material bioldgico constituinte do Blorrepositério serd mantido em
freezer -80° C (plasma, fezes e células mononucleares do sangue periférico PBMC) no Laboratério de
Imunobiologia do Institulo de Ciéncias Bioldgicas (ICB/UFMG), sob a coordenacdo da Profa. Dra. Ana Maria
Caetano de Faria, até sua ulilizac3o. Isso ocorrerd com as amostras coletadas em Belo Horizonte,
Governador Valadares e S3o Paulo que serdo armazenadas até o momento de andlise dos pardmetros
imunolégicos e genéticos como proposto no protocolo de pesquisa. O prazo de armazenamento do
Blorrepositério serd de, no méximo, 10 anos para todas as amostiras bioldgicas.

Previs3o de inicio do estudo: 01/02/2021
Previsdo de encerramento do estudo: 01/08/2022.

Consideragbes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:
Vide campo "Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Andlise de respostas ao parecer pendente n® 4.515.190 emitido pela Conep em 28/01/2021:

1. Em relagdo ao projeto de pesquisa detalhado (arquivo Intitulado
“‘Protocolo_de_pesquisa_17_Nov_20.pd!"):

1.1. O projeto de pesquisa ndo & claro em definir o local onde os voluntarios serdo abordados para
recrutamento, sendo incerto se esta etapa ocorrera na unidade de emergéncia, unidade ambulatorial ou
unidade de internagdo das instituigdes participantes. Solicitam-se esclarecimenios e adequagdo do
protocolo.

RESPOSTA: No Protocok de Pesquisa, pagina 16, esclarecemos o local onde os participantes serdo
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abordados e onde ocorrerd a colela de sangue: “O local de abordagem dos futuros participantes da
pesquisa seriio as unidades ambulatoriais, de internaciio e de emergéncia onde eles seriio alendidos.
Equipes distintas do projelo de pesquisa estario preparados para a abordagem dos individuos nesses
locais. Para os individuos que procurem o antendimento com sintomas de “sindrome gripal”, os locais de
atendimento e recrutamento serdo os ambulatdrios das instituicdes participantes. Para os individuos com
sintomas respiraldrios graves, os locais de alendimento @ recrutamento serdo as unidades de emergéncia @
de internacdo das instituigdes particpantes”.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Contruacia 8 Parecer 4 422 202

2. Em relagdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (documento intitulado
“TCLE_Projeto_COVID_Imunossenescencia_V2°):

2.1. Lé-se na pagina 1 de 4: "0 tempo de duracdo desla pesquisa serd de 22 meses, sendo que a coleta de
dados terd Inicio em Feverairo de 2021 e término em Novembro de 2022°. O trecho, tal qual disposio, pode
Induzir o participante a erro, fazendo-o acredilar que sua participagio no estudo serd de 22 meses, quando,
na verdade, o tempo refere-se ao estudo como um lodo. Solicita-se adequagdo do trecho, tormando claro o
fempo em que o participante permanecerd no estudo.

RESPOSTA: Na pagina 1 (item 1) foi acrescentada uma frase explicando qual o tempo de participagiio do
voluntirio na pesquisa: “A sua participagio no estudo ocorrerd no periodo do atendimento até o
desaparecimento dos sintomas da doenga caso a infecgdio pelo SARS-CoV2 seja confirmada. Se o
resultado do teste para o SARS-CoV2 for negativo, sua participagdo se encerrard depois da coleta do
material bioldgico (sangue e fezes).”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.2 Lé-se na pagina 1 de 4: “As fezes serdo coletadas por vocé mesmo(a) em sua casa e trazidas na
préxima consulta®. Levando-se em considerag3o que nem todos os participantes da pesquisa atendidos por
suspeita de COVID-19 nas unidades de emergéncia terdo seguimento ambulatorial (sobretudo aqueles com
doencas mais leves), enlende-se que o retorno 30 hospital para a entrega do matenial biokgico ndo faz
parte da rotina assistencial, mas do protocolo de pesquisa, havendo necessidade de ressarcir os gasios
relacionados. Diante do exposlo, solicila-se que o pesquisador assegure o direilo de ressarcimento ao
participante da pesquisa (e ao acompanhante, quando for necessario) de todos os gastos decorrentes da
pesquisa.
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- Acima de 60 anos (coleta de secregdo oronasal, fezes e sangue).

Costinuagds do Farecer 4522 282

Patrocinador: MERCK SHARP & DOHME FARMACEUTICA LTDA
Nimero de participantes incluidos no Brasil: 150

Participardo os seguintes centros de pesquisa no Brasil: Instituigio Instituto René Rachou/FIOCRUZ Minas,
Hospital Universiario Risoleta Tolentino Neves, Universidade Federal de Juiz de Fora UFJF, Universidade
de Sao Paulo, Instituto de Infectologia Emilio Ribas.

Haverd armazenamento de amostras: O material biologico constituinte do Biorrepositério serd mantido em
freozer -80° C (plasma, fezes e células mononudieares do sangue periférico PBMC) no Laboraldrio de
Imuncbiologia do Institulo de Ciéncias Biologicas (ICB/UFMG), sob a coordenacao da Profa. Dra. Ana Maria
Caelano de Faria, até sua ublizacio. Isso ocorrera com as amostras coletadas em Belo Horizonte,
Governador Valadares e S3o Paulo que serdo armazenadas alé o momento de andlise dos pardmelros
Imunclégicos e genélicos como proposto no protocolo de pesquisa. O prazo de armazenamentio do
Blorrepositério serd de, no maximo, 10 anos para todas as amostras bloldgicas.

Previsdio de inicio do estudo: 01/02/2021
Previs3o de encerramento do estudo: 01/09/2022.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Andlise de resposias ao parecer pendente n* 4.515.180 emitdo pela Conep em 29/01/2021:

1. Em relagho ao projeto de pesquisa detalhado (arquivo intitulado
“Protocolo_de_pesquisa_17_Nov_20.pdf"):

1.1. O projeto de pesquisa ndo é claro em definr o local onde os voluntarios serdo abordados para
recrutamento, sendo incerto se esta elapa ocormrera na unidade de emergéncia, unidade ambulatorial ou
unidade de internacdo das instituigbes participantes. Solicitam-se esclarecimentos e adequagdo do
protocolo.

RESPOSTA: No Protocok de Pesquisa, pagina 16, esclarecermos o local onde os participanies serio
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Comtruachs co Parecer 4522202

Qg™

Esto parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagiio
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/01/2021 Aceilo
do Projeto 18:35:49
Outros Carta_CONEP_Jan_2021 pdf 29/01/2021 |Ana Maria Caetano | Aceilo

16:34:01 _|de Fana
TCLE / Termos de | TCLE_Projelo_COVID_Imunossenescen| 29/01/2021 |Ana Maria Caetano | Aceilo
Assentimento / ca_Vipdf 16:32:21 |de Fana
Justificativa de
| Auséncia
Brochura Pesquisa | Prolocolo_de_pesquisa_CONEP_29 Ja| 29/01/2021 |Ana Maria Caetano | Aceilo
n_21.padf 18:31:27 |de Fana
Outros Termo_Biorrepositorio.pal 18/11/2020 |Ana Maria Caetano | Aceilo
15.14:36 |de Faria
TCLE / Termos de | Termo_Anuencia_Unimed pdf 18/11/2020 |Ana Maria Caetano | Aceilo
Assentimento / 15:12:03 |de Fana
Justificativa de
| Auséncie
Foha de Roslo Foha_Roslo. pdf 18/11/2020 |Ana Maria Caetano | Aceilo
_ 15:11:33 |de Fana
TCLE / Termos de | Termo_de_Anuencia_lIER pdf 17/11/2020 |Ana Maria Caetanc | Aceilo
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ANEXO 3
297 Individuos Analisados
Bayer ADVIA 60 Hematology Analyzer Sysmex XN-550
(% de granuldcitos totais) (Discriminagao de granuldcitos)

il 47 (92,15%) 4 (7,84%)
Negativo (51) ’ ’

Sindrome o 0

Gripal (94) 94 (100%) 0 (0%)

COVID-19 o o

Leve (101) 101 (100%) 0 (0%)

COVID-19 o o
Internados (51) 32 (62,74%) 19 (37,25%)

Anexo 3. Tabela indicando a quantidade de amostras processadas em cada analisador
hematolodgico (Bayer ADVIA 60 ou Sysmex XN-550), subdividida por grupos.

ANEXO 4
NLR vs. GLR
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Anexo 4. Comparagao da razao de neutrdfilo por linfécitos (NLR) com a razao de granuldcitos por
linfocitos (GLR) dos mesmos individuos dos grupos Controle Negativo e COVID-19 Internados. Os
dados estao apresentados como graficos de dispersao de pontos, destacando-se a mediana dos

valores.



