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RESUMO

A COVID-19 embora seja mais conhecida por causar infec¢ao respiratoria, também
pode resultar em varias manifestagbes extrapulmonares. Disturbios neuroldgicos
foram detectados em pacientes com COVID-19 e foram associados a maior risco de
mortalidade intra-hospitalar e menor probabilidade de alta hospitalar. Este estudo tem
como objetivo avaliar os niveis sistémicos de mediadores inflamatoérios, de dano
endotelial e cerebral em pacientes hospitalizados com COVID-19 grave apresentando
sintomas neurolégicos (grupo Neuro COVID-19, n=15) e sem sintomas neurologicos
(grupo COVID-19, n=15) em comparacao com individuos apresentando sintomas de
infeccdo respiratoria e com RTg-PCR ndo detectavel para SARS-CoV-2 (grupo
Controle, n=5). O estudo incluiu 30 pacientes hospitalizados com COVID-19 grave,
com ou sem sintomas neurologicos, e admissao hospitalar entre junho e dezembro
de 2020. Além destes, foram incluidos 5 pacientes ndo hospitalizados sem
diagnéstico para COVID-19. O projeto de realizacao do estudo foi aprovado no Comité
de Etica da UFCSPA (CAAE: 38886220.0.0000.0000.5345). Amostras de sangue
periférico foram realizadas no momento de admisséo hospitalar (T1) e 0 - 72 h antes
do desfecho (alta e/ou 6bito) do paciente com COVID-19 grave (T2). A média de idade
dos pacientes do grupo Neuro COVID-19 foi significativamente maior em relacéo ao
grupo controle. Os pacientes do grupo COVID-19 e Neuro COVID-19 apresentaram
indices de massa corporal (IMC) superiores em comparacdo com 0 grupo controle.
Em relacdo ao tempo de hospitalizacdo, o grupo Neuro COVID-19 apresentou um
tempo médio de internacao (22,3 dias) bem superior ao grupo COVID-19 (9,3 dias).
Com relagdo as doencas prévias, 0s pacientes com COVID-19 grave apresentaram
hipertenséo, doenca cardiovascular e diabetes como as mais frequentes, contudo no
grupo Neuro COVID-19 observou-se um aumento significativo da frequéncia de
diabetes e doencas neuroldgicas. Com relacdo aos biomarcadores sistémicos
avaliados, niveis mais elevados de ICAM-1, CCL26 (eotaxin-3) e VEGF foram
encontrados em pacientes COVID-19 em comparacgao aos pacientes sem COVID-19.
Os pacientes COVID-19 com sintomas neurologicos apresentaram niveis reduzidos
de BDNF em comparagdo com o grupo controle, e elevados de SB100 em
comparag¢ao com 0s grupos controle e COVID-19. O grupo Neuro COVID-19 também
apresentou niveis aumentados de ICAM-1, CCL26 e VEGF em relacdo ao grupo de
pacientes controle. Os niveis de ICAM-1 e CCL26 aumentaram no grupo COVID-19
entre os momentos T1 e T2. No tempo T2, os niveis de BDNF foram mais baixos nos
pacientes com Neuro COVID-19 em comparacdo com T2 do grupo COVID-19. Além
disso, em T2 os niveis de S100B, ICAM-1, CCL26 e VEGF aumentaram em relacao
a T1l em pacientes com Neuro COVID-19, com S100B e CCL26 significativamente
maiores em relacdo ao grupo COVID-19. Este é o primeiro estudo a demonstrar que
pacientes COVID-19 com sinais e sintomas neurolégicos apresentaram, ao longo da
internacao, elevacdo de marcadores sistémicos de inflamacéo, dano endotelial e
cerebral evidenciando a participacdo da resposta inflamatéria e lesédo cerebral na
fisiopatologia e gravidade da doenca.

Palavras-chave: COVID-19; lesdo endotelial; lesdo cerebral; mediadores da
inflamacé&o; sinais e sintomas neurolégicos; biomarcadores.



ABSTRACT

COVID-19, although best known for causing respiratory infection, can also result in
various extrapulmonary manifestations. Neurological disorders have been detected in
patients with COVID-19 and have been associated with a higher risk of in-hospital
mortality and a lower likelihood of hospital discharge. This study aims to evaluate
systemic levels of inflammatory mediators, endothelial and brain damage in
hospitalized patients with severe COVID-19 with neurological symptoms (Neuro
COVID-19 group, n=15) and without neurological symptoms (COVID-19 group, n=15)
compared to individuals with symptoms of respiratory infection and with undetectable
RTg-PCR for SARS-CoV-2 (Control group, n=5). The study included 30 hospitalized
patients with severe COVID-19, with or without neurological symptoms, and hospital
admission between June and December 2020. In addition, 5 non-hospitalized patients
without a diagnosis for COVID-19 were included. The study project was approved by
the UFCSPA Ethics Committee (CAAE: 38886220.0.0000.0000.5345). Peripheral
blood samples were taken at the time of hospital admission (T1) and O - 72 h before
the outcome (discharge and/or death) of the patient with severe COVID-19 (T2). The
mean age of patients in the Neuro COVID-19 group was significantly higher compared
to the control group. Patients in the COVID-19 and Neuro COVID-19 groups had higher
body mass indexes (BMI) compared to the control group. Regarding the length of
hospital stay, the Neuro COVID-19 group had an average length of stay (22.3 days)
much longer than the COVID-19 group (9.3 days). Regarding previous diseases,
patients with severe COVID-19 had hypertension, cardiovascular disease and diabetes
as the most frequent ones, however, in the Neuro COVID-19 group, a significant
increase in the frequency of diabetes and neurological diseases was observed.
Regarding the systemic biomarkers evaluated, higher levels of ICAM-1, CCL26
(eotaxin-3) and VEGF were found in COVID-19 patients compared to patients without
COVID-19. COVID-19 patients with neurological symptoms had reduced BDNF levels
compared to the control group, and elevated SB100 levels compared to the control and
COVID-19 groups. The Neuro COVID-19 group also showed increased levels of ICAM-
1, CCL26 and VEGF compared to the control patient group. ICAM-1 and CCL26 levels
increased in the COVID-19 group between T1 and T2. At time T2, BDNF levels were
lower in patients with Neuro COVID-19 compared to T2 of the COVID-19 group.
Furthermore, at T2 levels of S100B, ICAM-1, CCL26 and VEGF increased compared
to T1 in patients with Neuro COVID-19, with S100B and CCL26 significantly higher
compared to the COVID-19 group. This is the first study to demonstrate that COVID-
19 patients with neurological signs and symptoms showed, during hospitalization,
elevation of systemic markers of inflammation, endothelial and brain damage,
evidencing the participation of the inflammatory response and brain injury in the
pathophysiology and severity of the disease.

Keywords: COVID-19; endothelial injury; brain injury; inflammation mediators;
neurological signs and symptoms; biomarkers.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 31 de dezembro de 2019, foi
alertada sobre varios casos de pneumonia na cidade de Wuhan, provincia de Hubei,
na Republica Popular da China. Em 7 de janeiro de 2020, as autoridades chinesas
confirmaram que havia sido identificado um novo tipo de coronavirus, ainda nao
conhecido como SARS-COV-2. Os beta-coronavirus sdo a segunda principal causa
de resfriado comum. Ao todo, sete coronavirus humanos (HCoVs) ja foram
identificados: HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-CoV
(causador da Sindrome Respiratéria Aguda Grave), MERS-CoV (responsavel pela
Sindrome Respiratéria do Oriente Médio) e o, mais recente, novo coronavirus que,
em 11 de fevereiro de 2020, recebeu o nome de SARS-CoV-2. As linhagens HCoVs
sdo endémicas em todo o mundo e representam de 10% a 30% das infec¢des do
trato respiratorio superior em adultos (PAULES; MARSTON; FAUCI, 2020). O SARS-
CoV-2, responsavel pela COVID-19, causou um colapso dos sistemas de salude em
virtude de uma série de fatores incluindo a falta de leitos em Unidades de Tratamento
Intensivo, testes de diagndstico rapidos e eficazes, até falta de profissionais em
namero suficiente para atender a demanda.

O Ministério da Saude recebeu a primeira notificacdo de um caso confirmado
de COVID-19 no Brasil no dia 26 de fevereiro de 2020. A doenca atingiu todos os
continentes do mundo, sendo considerada uma pandemia pela OMS em 11 de marco
de 2020. Os primeiros meses de pandemia foram marcados por inUmeros casos e
mortes, principalmente, na Europa (especialmente Espanha e Itdlia) e nos EUA
(JOHNS HOPKINS UNIVERSITY, 2020). O SARS-CoV-2 ja infectou mais de 700
milhdes de pessoas e causou mais de 6,8 milhdes de mortes em todo o mundo. No
Brasil, 0 numero de infectados ja atinge mais de 36 milh6es e 697 mil mortes pelo
virus (OUR, [20237])

Os sintomas da infec¢cdo por SARS-CoV-2 aparecem ap0s um periodo de
incubacéo de aproximadamente 5,2 dias (LI et al., 2020a). Na maioria dos casos 0s
pacientes se apresentavam assintomaticos (cerca de 80%) e cerca de 20% dos casos
necessitavam de atendimento hospitalar por apresentarem dificuldade respiratéria,
com dispnéia, hiperpnéia, saturacdo de Oz de em torno de 93% e/ou infiltrado

pulmonar. Desses casos, aproximadamente 5% necessitam de suporte para o
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tratamento de insuficiéncia respiratoria (suporte ventilatorio), evoluindo para um
estado critico, com faléncia respiratéria, choque séptico e/ou disfuncdo de multiplos
orgaos.

As manifestagbes mais comuns da COVID-19 s&o: febre, tosse e cansaco e
sintomas menos frequentes como dor de garganta, diarreia, conjuntivite, dor de
cabeca, perda de palato ou olfato, erupcéo na pele ou descoloracéo dos dedos. Nos
casos mais graves, 0s pacientes apresentam dificuldade de respirar, seguindo-se
pneumonia viral nos casos mais severos. Em observacdes iniciais na China (CHEN
et al., 2020; HUANG et al., 2020; LI et al.,, 2020a), os pacientes com COVID-19
apresentaram como manifestacfes clinicas mais frequentes febre (88,7%, 1C95%:
84,5-92,9%), tosse (57,6%, 1C95%: 40,8-74,4%) e dispneia (45,6%, 1C95%: 10,9-
80,4%). A frequéncia da febre foi significativamente maior em adultos em comparagéo
com criancas (92,8%, IC 95%: 89,4-96,2%; versus 43,9%, IC 95%: 28,2-59,6%)
(RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020).

Além dos sintomas sistémicos e respiratérios, um estudo realizado em trés
hospitais de Wuhan (China) apontou que 36,4% (78/214) dos pacientes com COVID-
19 desenvolvem sintomas neuroldgicos, incluindo dor de cabeca, perturbacdes da
consciéncia e parestesia. Também foi constatado que pacientes gravemente
afetados tém maior probabilidade de desenvolver sintomas neurolégicos do que
pacientes com doenca leve ou moderada (MAO et al., 2020). A mortalidade geral tem
sido de 2,3%, crescendo com a idade e chegou a 14,8% em individuos acima de 80
anos (WU; MCGOOGAN, 2020).

Com a disponibilidade de vacinacdo e tratamentos com antivirais nas fases
iniciais da doenca essas manifestacées podem se apresentar de formas diferentes.
Um estudo recente, que buscou avaliar a eficacia e seguranca das vacinas contra
COVID-19, concluiu que, em comparacéao com o placebo, a maioria das vacinas reduz
o nimero de casos com COVID-19 sintomaético e doenca grave ou critica (GRANA et
al., 2022).

Os achados clinicos, laboratoriais, de imagem, bem como os fatores
associados a evolucdo da doenga sdo fundamentais para compreender o curso da
doenca e auxiliar na escolha da conduta clinica mais adequada ao caso. As principais
anormalidades laboratoriais encontradas sao, predominantemente, hipoalbuminemia
(75,8%, 1C95%: 30,5-100,0%), marcadores inflamatdérios elevados, como proteina C
reativa (58,3%, 1C95%: 21,8-94,7%), LDH (57,0%, 1C95%: 38,0-76,0) e VHS (41,8%,
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IC95%: 0,0-92,8), entre outros. Além disso, a linfopenia (43,1%, 1C95%: 18,9-67,3)
esta presente de forma consistente em mais de 40% dos pacientes (RODRIGUEZ-
MORALES et al., 2020). Dados do surto de 2002—-2003 indicam que a SARS pode
estar associada a linfopenia, leucopenia e trombocitopenia, niveis elevados de lactato
desidrogenase (LDH), alanina transaminase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST) e creatina quinase (ZHOU et al., 2020; ZHAO et al., 2020; XU et al.; 2020). A
frequéncia de linfopenia encontrada sugere que SARS-CoV-2 pode atuar nos
linfocitos, especialmente os linfécitos T, e, assim como o SARS-CoV, pode induzir a
apoptose de células CD4 e CD8 (CHEN et al., 2020). As particulas virais se espalham
pela mucosa respiratoria, usando inicialmente o receptor ACE2 nas células epiteliais
brénquicas ciliadas e, em seguida, infectam outras células induzindo uma tempestade
de citocinas no corpo e gerando uma série de respostas imunes, que causam
alteracdes nos glébulos brancos periféricos e células imunes, como linfocitos (ZHOU
et al., 2020; ZHAO et al., 2020; XU et al., 2020; HUANG et al., 2020; WANG et al.,
2020).

A COVID-19 embora seja mais conhecida por causar doenca respiratoria,
também pode resultar em varias manifestacdes extrapulmonares. Essas condi¢cdes
incluem complicacdes tromboticas, disfuncdo e arritmia do miocardio, sindromes
coronarianas agudas, lesdo renal aguda, sintomas gastrointestinais, leséo
hepatocelular, hiperglicemia e cetose, doencas neuroldgicas, sintomas oculares e
complicacbes dermatolégicas. Considerando que a enzima conversora da
angiotensina 2 (ACE2), receptor de entrada do virus SARS-CoV-2, é expresso em
varios tecidos extrapulmonares, o dano viral direto ao tecido € um mecanismo
plausivel de les&do. Além disso, o dano endotelial, trombose e inflamacéo, a
desregulacéo das respostas imunes e ma adaptacédo das vias relacionadas a ACE2
podem contribuir para as manifestacées extrapulmonares da COVID-19 (GUPTA et
al., 2020; VAZQUEZ et al., 2022).

Diversos estudos tém demonstrado que um numero grande de pacientes,
recuperados da COVID-19, relatam sintomas duradouros com comprometimento das
atividades cotidianas apd6s a fase aguda da doenca (ALKODAYMI et al., 2022;
NALBANDIAN et al., 2021; SANDLER et al., 2021). Esses pacientes sofrem, do que
os cientistas tém chamado, de COVID-19 longa ou crbnica ou ainda sequelas pos-
aguda da COVID-19 ou sindrome pés-aguda da COVID-19 (PACS). A National

Institute for Health and Care Excellence (NICE) e a OMS trazem duas subdivisdes:
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uma fase subaguda p6s-COVID-19 de sintomas continuos que dura de 4 a 12
semanas apoés o inicio da doenca e uma fase crénica ou longa COVID-19, definido
como sintomas e anormalidades que duram mais de 12 semanas apés o inicio da
doenca e ndo sdo explicados por um diagnostico alternativo (SORIANO et.al., 2022)

Estudos anteriores sobre infec¢cdes com outros virus ja indicavam que o SARS-
CoV-2 poderia afetar o sistema nervoso central. A resposta inflamatoria
desencadeada na infeccdo aguda ou crbnica pode desencadear ou acelerar
mecanismos precoces e subclinicos que estdo subjacentes aos estagios iniciais das
doencas neurodegenerativas. Além disso, como o0s achados em doencas
neurodegenerativas e outras infec¢des virais sugerem que mediadores inflamatorios
sistémicos podem acessar o SNC e desencadear danos por meio da fungéo barreira
hematoencefélica (BHE) prejudicada, a inflamacao sistémica desencadeada pela
infeccdo por SARS-CoV-2 pode contribuir ainda mais para processos neuro
inflamatorios e aumentar a suscetibilidade a sindromes neuroldgicas. As infec¢des do
SNC podem, assim, promover o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas em
individuos ja em risco (DE FELICE et al., 2020).

Em um estudo prospectivo de distirbios neurolégicos entre pacientes
hospitalizados com COVID-19, distarbios neurolégicos foram detectados em 13,5%
dos pacientes com COVID-19 e foram associados a maior risco de mortalidade intra-
hospitalar e menor probabilidade de alta hospitalar. Dentre os diagndsticos mais
encontrados no estudo foram: encefalopatia toxica/metabdlica, convulsédo, acidente
vascular cerebral e lesé@o hipoxica/isquémica. Os distlrbios neurologicos observados
neste estudo podem ser sequelas de doencas sistémicas graves (FRONTERA et al.,
2021).

A COVID-19 grave pode causar numerosos mecanismos que afetam o sistema
nervoso e a COVID-19 leve também pode resultar em uma resposta neuro inflamatoria
prejudicial, incluindo a reatividade das micréglias de substancia branca extremamente
sensiveis. Neste contexto existe a hipétese de que a resposta inflamatéria mesmo na
COVID leve pode induzir elevacao de citocinas/quimiocinas neurotoxicas, um padréo
de reatividade microglial da substancia branca e consequente desregulacdo de
oligodendrdcitos formadores de mielina e células precursoras neurais do hipocampo
(FERNANDEZ-CASTANEDA et al., 2022).

Um recente estudo concluiu que os principais determinantes de Neuro-COVID

grave sdo: disturbios de citocinas induzidos perifericamente, seguidos pela BHE
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prejudicada por entrada de autoanticorpos poli reativos, reatividade da micréglia e
dano neuronal resultando em potencial perda de volume de massa cinzenta,
possivelmente explicando comprometimento neurolégico relacionado a COVID-19
longa (ETTER et al., 2022).

A patobiologia da infeccdo do SNC pelo virus causador da COVID-19 e as
sequelas  neurolégicas associadas a doenca  permanecem  pouco
compreendidas. Um questionamento importante leva em conta se o dano cerebral
em pacientes resulta ou ndo de um efeito primario direto do virus no cérebro ou
resulta indiretamente de danos sistémicos secundarios, incluindo hipoxemia,
trombose ou respostas autoimunes (DEKOSKY et al., 2021).

Um estudo de coorte com 3.744, demonstrou manifestagfes neurologicas em
aproximadamente 80% dos pacientes hospitalizados com COVID-19. Os sintomas
auto-relatados mais comuns incluiram cefaléia (37%) e anosmia ou ageusia (26%),
enguanto os sinais e/ou sindromes neuroldgicos mais comuns foram encefalopatia
aguda (49%), coma (17%) e acidente vascular cerebral (6%). A presenca de sinais
e/ou sindromes neurolégicos capturados clinicamente foi associada ao aumento do
risco de morte intra-hospitalar. Os achados deste estudo sugerem que as
manifestacfes neuroldgicas sdo prevalentes entre os pacientes hospitalizados com
COVID-19 e estdo associadas a maior mortalidade intra-hospitalar (CHOU et al.,
2021).

Em um estudo baseado na comunidade de adultos de 18 a 69 anos infectados
com SARS-CoV-2 antes da vacinacao contra COVID-19, descobriu que as chances
de apresentar sintomas prolongados de COVID-19 que persistiram por pelo menos 12
semanas diminuiram em média 13% ap6s uma primeira dose da vacina contra COVID-
19. Ainda, concluiu-se que o recebimento de uma segunda dose da vacina foi
associado a uma reducao adicional de 9% nas chances de COVID-19 longo, e as
evidéncias estatisticas sugeriram uma melhora sustentada depois disso, pelo menos
durante o acompanhamento médio de 67 dias (AYOUBKHANI et al., 2022).

Manifestacbes neurolégicas, apods infeccdo pela COVID-19, como o
prolongamento dos disturbios do olfato e paladar, dores de cabega persistentes e
sintomatologia mais complexa relacionada a disfungdo autonbmica e
comprometimento neurocognitivo sdo desafiadoras e podem ter maior impacto na
qualidade de vida dos pacientes. Estes pacientes experimentam dificuldades em

realizar tarefas rotineiras, realizar tarefas relacionadas ao trabalho ou memorizar
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informacdes (LLEDO et al., 2022).

Para Premraj et al. (2022) os sintomas neurolégicos e neuropsiquiatricos sao
componentes comuns da sindrome pos-COVID-19, com alguns sintomas presentes
em aproximadamente um terco dos pacientes do seu estudo avaliados trés meses
apos o inicio da doenca aguda de COVID-19. Fadiga e disfuncéo cognitiva (nevoeiro
cerebral, problemas de memoria, distirbio de atencdo) foram as principais
caracteristicas neurolégicas. Os sintomas neuropsiquiatricos parecem aumentar em
prevaléncia ao longo do tempo, em vez de desaparecer.

Uma revisdo sistematica que buscou medir a frequéncia de manifestacdes
neuroldgicas na COVID-19, no primeiro ano da pandemia, demonstrou que um terco
dos pacientes com COVID-19 analisados experimentaram pelo menos 1 manifestacao
neurolégica e que 1 em cada 50 pessoas desenvolveu um acidente vascular cerebral.
O estudo ainda concluiu que, para adultos com COVID-19 com mais de 60 anos de
idade, a presenca de qualquer manifestacéo neuroldgica foi associada ao aumento da
mortalidade e relacdo entre a gravidade da COVID-19. Pacientes criticamente
enfermos sdo mais propensos a apresentar disfuncéo do sistema de multiplos 6rgéos
(MISRA et al., 2021).

Os pacientes criticos normalmente apresentam sinais de encefalopatia e
delirium e a COVID-19 compartilha muitas destas caracteristicas clinicas de outras
condi¢gbes respiratorias e virais agudas, como pneumonia HIN1 e sindrome do
desconforto respiratério agudo (DAMIANO et al., 2022; GUEDES, 2022). Apesar
disso, a encefalopatia associada ao COVID-19 é nova, bastante grave e também
somada a anormalidades conscientes prolongadas ap0s a retirada da sedacéo, o que
nos leva a esforgos para identificar melhor os possiveis mecanismos especificos da
doenca.

Os estudos sobre marcadores laboratoriais de encefalopatia por COVID-19
raramente mostram alteracdes significantes no liquido cefalorraquidiano (LCR)
(plecitose) e tampouco o RNA do SARS-CoV-2 é detectado. As imagens de
ressonancia magnética geralmente mostram alteragdes inespecificas na substancia
branca cerebral. (GUEDES, 2022; JARIUS et al., 2022; KREMER et al., 2020; TUMA
et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

As manifestac¢des neuroldgicas sao prevalentes em aproximadamente 80% dos
pacientes hospitalizados com COVID-19 a presenca de sinais e/ou sindromes
neurolégicos como encefalopatia toxica/metabolica, convulsdo, acidente vascular
cerebral e lesdo hipoxica/isquémica estdo associados ao aumento do risco de morte
intra-hospitalar. Além disso, as manifestacdes neurolégicas, apds infeccdo pela
COVID-19, como o prolongamento dos disturbios do olfato e paladar, dores de cabeca
persistentes e comprometimento neurocognitivo (nevoeiro cerebral, problemas de
memoria, distlrbio de atencéo) e fadiga sdo desafiadoras e podem ter maior impacto
na qualidade de vida dos pacientes. Estes pacientes experimentam dificuldades em
realizar tarefas rotineiras, realizar tarefas relacionadas ao trabalho ou memorizar
informacdes. Sintomas neuropsiquiatricos sdo componentes comuns da sindrome
pos-COVID-19, com alguns sintomas presentes em aproximadamente um terco dos
pacientes. Os sintomas neuropsiquiatricos parecem aumentar em prevaléncia ao
longo do tempo, em vez de desaparecer.

Os estudos sobre marcadores laboratoriais de encefalopatia por COVID-19
raramente mostram alteracdes significantes no LCR e tampouco o0 RNA do SARS-
CoV-2 é detectado, as imagens de ressonancia magnética geralmente mostram
alteracGes inespecificas na substancia branca cerebral. Ainda sdo escassos 0s
estudos que avaliam, de forma seriada ao longo do curso da doenca grave, 0s niveis
sistémicos de mediadores inflamatérios, de dano endotelial e cerebral em pacientes

hospitalizados com COVID-19 grave.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar os niveis sistémicos de mediadores inflamatoérios, de dano endotelial e

cerebral em pacientes hospitalizados com COVID-19 grave.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os niveis plasméticos de BDNF, S100B, sICAM-1, CCL26 e VEGF
em pacientes com COVID-19 grave apresentando ou nao sintomas
neurolégicos em comparacdo com individuos apresentando sintomas de
infeccdo respiratéria mas negativos para COVID-19;

e Avaliar nos pacientes internados com COVID-19 grave a producdo dos

marcadores acima em dois diferentes tempos apds hospitalizacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 POPULACAO DO ESTUDO

Este é um estudo clinico de coorte que incluiu 30 pacientes hospitalizados com
diagndstico positivo para SARS-CoV-2 atraves de RT-PCR. Os pacientes internados
foram recrutados apd0s admissédo na Unidade COVID-19 do Hospital Sdo Camilo
(Esteio/RS, Brasil) entre junho e dezembro de 2020. O presente estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica da UFCSPA (CAAE: 38886220.0.0000.0000.5345). Utilizamos
os critérios de diagnostico para COVID-19 da Organizacdo Mundial da Saude e a
Diretriz de Diagnostico e Tratamento para Pneumonia do Novo Coronavirus, sendo
considerados positivos para infec¢cdo por SARS-CoV-2 pacientes com um resultado
positivo em pelo menos dois testes de acido nucleico para SARS-CoV-2 (WHO,
2020). O prontuario eletrénico do paciente foi utilizado para coletar dados clinicos e
sociodemograficos no momento da admissdo na unidade. Além disso, incluimos
como controle um grupo de 5 individuos com idade e sexo pareados que procuraram
atendimento no hospital com sintomas respiratérios mas que testaram negativo para
SARS-CoV-2 por RT-PCR. Todos 0s pacientes ou seus responsaveis legais
receberam a explicacdo dos objetivos e procedimentos da pesquisa e consentimento
informado para participar do estudo. Todos 0s autores assinaram um acordo para
preservar o anonimato dos pacientes e da equipe em relagdo ao uso dos dados
presentes. Os pacientes que relataram os seguintes sintomas neurolégicos foram
classificados no grupo Neuro COVID-19: cefaléia, tontura, anosmia, ageusia, fadiga,
mono/para/quadriparesia, convulsdes, acidente vascular cerebral, comprometimento

cognitivo ou fraqueza muscular (HEMING et al., 2021).

4.2 COLETA DE SANGUE

Amostras de sangue de pacientes com sintomas de doencga respiratoria mas
negativos para COVID-19 (n =5) e pacientes com COVID-19 (n = 30; 15 UTI COVID-
19 e 15 UTI Neuro COVID-19) foram coletadas, logo ap6s a admissao hospitalar (T1),
material da veia antecubital em tubos de 4 mL com EDTA como anticoagulante.
Outras amostras de sangue foram coletadas de pacientes com COVID-19 e Neuro

COVID-19 durante a internacao e no momento da alta do hospital (T2: 0 a 72h antes
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da alta hospitalar ou 6bito). O sangue foi centrifugado (2.000g, 10 min) para obter
amostras de plasma, que foram aliquotadas e imediatamente mantidas a -80 °C até

a anélise.

4.3 ANALISES POR ELISA

Os niveis plasméticos de BDNF, S100B, ICAM-1, Eoxatina-3 e VEGF foram
analisados por Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) de acordo com as
instrucdes do fabricante para o procedimento usando um leitor de microplacas
(EzBiochrom, EUA). O coeficiente de variabilidade foi <7,5%. O limite de detecgéo
foi: BDNF (Invitrogen, EUA) 100 — 100.000 pg/mL; S100B (Invitrogen, EUA, 2 — 200
pg/mL); ICAM-1 (Peprotech, EUA, 15 — 1000 pg/mL); Eoxatin-3 (Peprotech, EUA, 10
— 1000 pg/mL) e VEGF (BosterBio, EUA, 2 — 200 pg/mL).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi testada por meio do teste de Kolgomorov-Smirnov.
Os dados paramétricos foram apresentados como média + desvio padrdo (DP). As
caracteristicas dos participantes e as variaveis bioquimicas foram comparadas entre
0S grupos por meio da analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste
post hoc de Bonferroni para comparacfes multiplas. A comparacao entre as variaveis
sociodemogréficas foi realizada por meio do teste qui-quadrado. A evolucdo dos
biomarcadores foi analisada por um modelo linear generalizado misto seguido de
correcao do teste post hoc de Bonferroni para comparagdes multiplas. Valores de p <
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O software SPSS 22.0 (IBM

Inc, EUA) foi utilizado para andlise estatistica.
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5 REVISAO DE LITERATURA — CONTEXTUALIZACAO

5.1 ACESSO DO SARS-CoV-2 AO SNC

Algumas hipoteses demonstram possiveis mecanismos de entrada que podem
estar associadas com o acesso do SARs-CoV-2 ao sistema nervoso central (SNC)
(ACHAR; GHOSH, 2020). Uma possibilidade é através do endotélio nasal onde o
SARS-CoV-2 pode aderir a proteinas motoras ao longo dos nervos sensoriais e
olfativos até o cérebro (BRIGUGLIO et al., 2020). A perda olfativa é relatada como um
dos principais sintomas que acometem as vias aéreas superiores. Uma outra rota,
como segundo caminho para o SNC, é através da disseminacdo do SARS-CoV-2 no
sistema circulatorio sistémico apos infeccdo do trato respiratério (BAIG, 2020). Nessa
via, 0 SARS-CoV-2 pode se espalhar para outros tecidos e 6rgaos-alvo com o fluxo
sanguineo cerebral, ainda que a BHE tenha mecanismos importantes para impedir o
virus de ultrapassa-la. O virus pode se valer de um mecanismo ou de uma combinacao
de mecanismos para vencer a BHE. Ambos 0os mecanismos acabam por resultar na
ativacdo do sistema imunoldgico. O receptor ACE2 e o0 processo de regulagcédo séo,
portanto, uma rota de entrada critica que pode estar associada a propagacao da
infeccdo e a patogénese da doenca (ACHAR; GHOSH, 2020; GUADARRAMA-ORTIZ
et al., 2020).

Estudos anteriores a pandemia da COVID-19 sobre infec¢des virais contribuem
para o pensamento de que exista a possibilidade do SARS-CoV-2 afetar o SNC. A
resposta inflamatoéria na infeccdo aguda ou crénica pode desencadear ou acelerar
mecanismos precoces e subclinicos que estdo subjacentes aos estagios iniciais das
doencas neurodegenerativas. Além disso, como o0s achados em doencas
neurodegenerativas e outras infec¢des virais sugerem que mediadores inflamatorios
sistémicos podem acessar o SNC e desencadear danos por meio da fungcdo BHE
prejudicada, a inflamacéo sistémica desencadeada pela infec¢cdo por SARS-CoV-2
pode contribuir ainda mais para processos neuro inflamatorios e aumentar a
suscetibilidade as sindromes neurolégicas. As infeccdes do SNC podem, assim,
promover o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas em individuos ja em
risco (DE FELICE et al., 2020).
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5.2 INVASAO CELULAR E TEMPESTADE DE CITOCINAS

A COVID grave pode causar numerosos mecanismos que afetam o sistema
nervoso e a COVID leve também pode resultar em uma resposta neuro inflamatéria
prejudicial, incluindo a reatividade das micréglias de substancia branca extremamente
sensiveis. Neste contexto existe a hipétese de que a resposta inflamatéria mesmo ao
COVID leve pode induzir elevacdo de citocinas/quimiocinas neurotoxicas, um padrao
de reatividade microglial da substancia branca e consequente desregulacdo de
oligodendrdcitos formadores de mielina e células precursoras neurais do hipocampo
(FERNANDEZ-CASTANEDA et al., 2022).

A patobiologia da infeccdo do SNC pelo virus causador da COVID-19 e as
sequelas neurolégicas associadas a doenca permanecem pouco compreendidas. Um
guestionamento importante leva em conta se o dano cerebral em pacientes resulta ou
nao de um efeito primario direto do virus no cérebro ou resulta indiretamente de
insultos sistémicos secundarios, incluindo hipoxemia, trombose ou respostas
autoimunes (DEKOSKY et al., 2021).

5.3 FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO E SEU PAPEL NA
NEURO COVID-19

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é um membro da familia das
neurotrofinas, que também inclui o fator de crescimento neural e as neurotrofinas 3 e
4. Alguns achados clinicos e pré-clinicos mostram que a exposicdo a longo prazo ao
estresse ou inflamacédo leva a uma diminuicdo nos niveis de BDNF, reduzindo a
capacidade dos neurdnios de lidar com outros desafios (ou seja, plasticidade
neuronal) e, finalmente, levando a uma diminuicdo da funcdo e morte neuronal.
Pacientes com distlrbios psiquiatricos e neurodegenerativos geralmente tém
concentracbes reduzidas de BDNF na circulagdo e cérebro que podem ser
secundarias ao estado inflamatorio cronico do cérebro em certos disturbios (LIMA
GIACOBBO et al., 2019). Ha hipoteses de que o BDNF tenha um papel relevante na
fisiopatologia da Neuro COVID-19 (TANCHEVA et al., 2020).

E consideravel que a infecgdo por COVID-19 pode reduzir a atividade e/ou
expressao da ACE-2, e provavelmente seu eixo Mas/BDNF a jusante, nas células

cerebrais, e pode-se esperar que a infecgcdo por COVID-19 possa causar disturbios
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cognitivos e também aumentar o comprometimento cognitivo em pessoa infectada
com doenca de Alzheimer (KERMANSHAHI; GHOLAMI; MOTAGHINEJAD, 2020).

Calabrese et al. (2014) sugere em seu estudo a possibilidade de que um dos
mecanismos subjacentes ao impacto negativo das citocinas pré-inflamatorias na
neuroplasticidade seja a reducéao da expressao e funcdo do BDNF. Outros estudos
encontraram niveis séricos significativamente mais baixos de BDNF em pacientes
hospitalizados com COVID-19 do que em individuos saudaveis (ASGARZADEH et al.,
2022; AZOULAY et al., 2020).

O exercicio aumenta a expressdo de BDNF e melhora o funcionamento
cognitivo ao longo da vida e em varias populacdes clinicas, como distlrbios
neurodegenerativos, distirbios mentais e acidente vascular cerebral. Sendo assim,
exercicios aerobicos ou de resisténcia apds a recuperacdo do COVID-19 podem
ajudar a estimular a expressdo do BDNF, o que pode atenuar os sintomas cognitivos
associados a COVID-19 longa (TEO; GOODWILL, 2022).

5.4 A PROTEINA S100B E SEU PAPEL NA NEURO COVID-19

Em meados de 1960 a proteina S100B foi identificada e caracterizada por sua
solubilidade em solu¢do 100% saturada com sulfato de aménio (MOORE, 1965).
Inicialmente, por estar presente em extratos cerebrais e ndo em tecidos ndo neurais,
se pensava que ela era exclusiva do sistema nervoso. Atualmente, a familia de
proteinas S100 compreende mais de 20 proteinas de ligacdo ao calcio exibindo
semelhancas estruturais que operam como interruptores ativados por calcio em
diferentes tecidos e modulam a atividade de um grande nimero de alvos. No sistema
nervoso, o S100B mostrou estar concentrado em astrdcitos e outros tipos de células
gliais. Esta proteina surge atualmente como um biomarcador estabelecido de
sofrimento neural ativo, embora o amplo espectro de condigBes patologicas nas quais
esta envolvida reduza significativamente sua especificidade. Em certas condi¢cfes, 0
S100B pode ser detectado em fluidos biolégicos, como LCR, sangue, urina, etc.
(MICHETTI et al., 2019). Ensaios in vitro forneceram evidéncias clinicas de que
S100B, semelhante a outras proteinas da familia S100, estimula respostas
inflamatorias em linfécitos, células do musculo liso vascular, células endoteliais,
macrofagos e cardiomiocitos (SORCI et al., 2010).

O estudo de Mete et.al (2021) demonstrou achados de concentracédo sérica de
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S100B mais elevada nas coortes (doenca grave e leve de pneumonia pela COVID-
19) do que nos controles saudaveis. Além disso, foi observado uma correlacéo
negativa significativa entre os niveis de S100B e a contagem e porcentagem de
linfécitos. Também revelaram que a quantidade de concentracao sérica de S100B foi
negativamente correlacionada com o escore CURB-65, um indicador de gravidade
clinica.

Sahin et al (2022) encontraram niveis séricos de S100B ligeiramente mais
altos em pacientes com COVID-19 e sintomas neurologicos multiplos, talvez
indicando mais lesdo, do que naqueles com um Unico sintoma, podendo sugerir um
papel para S100B atuar em conjunto com lesdo neuronal grave, em vez de formas
mais leves.

Um estudo realizado com uma populagédo do nordeste brasileiro, confirmou
gue pacientes com sintomas graves de COVID-19 apresentaram expressao serica
elevada dos biomarcadores de dano cerebral NSE e S100B. Os pacientes com
sintomas leves de COVID-19 também apresentaram elevacao nos niveis séricos de
NSE em comparagdo com voluntarios saudaveis. No entanto, os resultados néo
demonstraram uma associag¢ao positiva entre sintomas neurolégicos especificos de
COVID-19 e NSE (SILVA et al., 2023).

5.5 A INVASAO DAS CELULAS ENDOTELIAIS VASCULARES PELO SARS-CoV-2

Experimentos in vitro e estudos de autépsia revelaram que o SARS-CoV-2 se
liga ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) amplamente
expresso e infesta diretamente as células endoteliais (VARGA et al., 2020). Diante
disso levantou-se a hipétese de que o COVID-19 é uma doenca vascular e que o
vazamento sistémico e o endotélio vascular desregulado podem desempenhar um
papel central na patogénese da SDRA e faléncia de multiplos 6rgdos (ROVAS et al.,
2021). A endoteliopatia esta presente no COVID-19 e provavelmente esta associada
a doenca critica e morte (GOSHUA et al., 2020; PINE et al., 2020).

A familia do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seus receptores
séo reguladores essenciais da angiogénese e da funcao de barreira. A familia VEGF
consiste em VEGF-A, PIGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E. Diversos estudos
demonstraram niveis plasmaticos elevados de VEGF-A em soros de pacientes com

COVID-19 e estavam relacionados com a gravidade da doenca (PINE et al., 2020;
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ROVAS et al., 2021; SMADJA et al., 2021).

Moléculas de adesdo endotelial, como ICAM-1, com o desencadear do
processo inflamatério, sdo produzidas em quantidades excessivas como um
componente da resposta imune. Foram encontrados niveis séricos elevados de
ICAM-1 em pacientes com COVID-19 em comparacédo com pacientes sem a doenca
(OLEY et al., 2021).

5.6 EOTAXINAS NA NEURO COVID-19

A familia das eotaxinas compreende as quimiocinas CCL11 (eotaxin-1), CCL24
(eotaxin-2) e CCL26 (eotaxin-3). A CCL11l é sintetizada pela microglia e, em
condicdes inflamatérias e de tempestade de citocinas, sua fonte originada no sangue
pode ser transportada através da BHE e entrar no cérebro. Os niveis de eotaxina-11
podem ser monitorados como um preditor da sindrome neurologica de COVID-19
(NAZARINIA et al., 2022).

A desregulacao do sistema imunoldgico inato pode induzir danos agudos no
SNC. Também esta claro que as células mieléides hematopoiéticas e os fatores que
as regulam contribuem para a progressdo de distirbios neurodegenerativos
cronicos. Além de seus efeitos sobre granuldcitos e mondécitos/macrofagos, varios
estudos indicam que as quimiocinas sinalizam diretamente para as células residentes
do SNC, células precursoras neurais primarias, inviabilizando assim o caminho de
reparo enddgena. As eotaxinas sdo desreguladas em uma série de doencas e
transtornos neurodegenerativos. Estudos in vitro com células isoladas do SNC,
demonstram que o CCR3, o receptor para eotaxinas, esta presente em sua superficie,
e o tratamento com CCL11 pode modular sua funcdo. A expressdao de CCL11 no
sangue e/ou LCR correlacionou-se com doenca avancada. As eotaxinas devem ser
consideradas como candidatas a biomarcadores em doencas neurologicas
progressivas, e talvez como terapia alvos terapéuticos em coortes de pacientes
selecionados (HUBER et al., 2018).
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6 RESULTADOS

Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes do estudo estédo
apresentadas na Tabela 1. N&o houve diferenca significativa em relacdo a
distribuicdo por sexo entre os grupos do estudo. A idade média dos pacientes do
grupo COVID-19 com sintomas neurologicos foi significativamente maior em relagéo
ao grupo com infeccdo respiratéria (SARS-CoV-2 negativo). Os pacientes com
COVID-19 grave apresentando ou ndo sintomas neurolégicos apresentaram IMC,
tempo de internacdo e mortalidade significativamente superior em relacdo ao grupo
controle. Em relacdo ao tempo de hospitalizacdo, o grupo Neuro COVID-19
apresentou um tempo médio de internacdo de 22,3 dias, bem superior ao do grupo
COVID-19 sem sintomas neuroldgicos.

Com relacdo as doencas previamente diagnosticadas, os pacientes com
COVID-19 grave apresentaram hipertensdo, doenca cardiovascular e diabetes como
as mais frequentes, sendo que a ocorréncia de diabetes e doenca neurolégica (AVC
isquémico, Alzheimer, Parkinson, deméncia senil) foram mais frequentes no grupo

Neuro COVID-19, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas Clinicas e Sociodemogréficas

COVID-19
Infecg@o Respiratdria COVID-19 Neuro COVID-19
(SARS-CoV-2 (n=15) (n=15)
negativo)
(n=5)

Idade (anos) 57.55 (38.7 - 76.2) 63.4 (49.4 - 74.7) 66.50 (51.6 — 77.3)*
Sexo (feminino, %) 45 48 47
IMC (kg/m?) 23.4 (21.4 - 26.8) 31.5(28.7 — 34.5)* 32.9 (29.8 — 35.5)*
Hospitalizacéo (dias) 9.3(4-17.2 22.3(11.1 - 29.5)t
Obitos/Mortalidade (%) 55 60

Condic¢Bes de Saude Pré-Existentes (%)
Hipertenséo 27 30
Diabetes Mellitus 15 33t
Doencas Neurolégicas 15 25t
Doencgas Cardiovasculares 8 13
Doencas Reuméticas 2 2
Cancer 3 -
Doenca Renal Crbnica - 3

Dados apresentados em média + interval de confianga 95%.

*Apresenta diferenga estatistica (p<0.05) comparada com grupo de pacientes com infeccéo respiratoria
(SARS-CoV-2 negativo).

tApresenta diferenga estatistica (p< 0.05) comparado com o grupo COVID-19.
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Pacientes com COVID-19 grave apresentaram niveis mais elevados de ICAM-
1, CCL26 (eutaxin-3) e VEGF em comparacdo com o0s pacientes sem COVID-19
(Figura 1). Ja os pacientes com Neuro COVID-19 apresentaram niveis sistémicos
mais baixos de BDNF em comparagdo com o grupo controle, e elevados de S100B
em comparacao com 0s grupos controle e COVID-19. O grupo Neuro COVID-19

também apresentou niveis aumentados de ICAM-1, CCL26 (eotaxin-3) e VEGF em
relacéo ao grupo de pacientes controle.
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Figura 1 — Niveis de BDNF, S100B, ICAM-1, CCL26 (eoxatin-3), VEGF nos pacientes dos grupos
controle (infeccédo respiratéria — SARS-CoV-2 negativo), COVID-19 e Neuro COVID-19.
Dados apresentados em média (desvio padrao).

* p<0,05; **, p<0,01; ***, p<;0,001; **** p<0,0001.
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Os niveis de ICAM-1 e CCL26 aumentaram no grupo COVID-19 entre os
momentos T1 e T2 (Figura 2C e Figura 2D). No tempo T2, os niveis de BDNF foram
mais baixos nos pacientes com Neuro COVID-19 em comparac¢ao com T2 do grupo
COVID-19 (Figura 2A). Além disso, em T2 os niveis de S100B, ICAM-1, CCL26 e
VEGF aumentaram em relacéo a T1 em pacientes com Neuro COVID-19, com S100B
e CCL26 significativamente maiores em relacdo ao grupo COVID-19, diferenca nao

evidenciada na analise anterior considerando apenas os dados de admissao (T1,
Figura 1).

S100B
BDNF
407 —
60000~ . a m COVID-19
4 % B NeuroCOVID-19
_, 40000+ 2
E S, 20-
2 o i
20000- i
10
0 1 1 1 1 0 I 1 1 1
T2 T T2 TTT2 T T2
Figura 2A Figura 2B
ICAM-1 CCL26 (eotaxin-3) VEGF
250 500 ok 150
2004 i i a00- *
R 1004 —
-~ 150+ - 300 -
E } I : E 2
o ()] o
2 100 2 200- E i 2
50- % %
50 100~
01 0 0= ™1 07— |
TT2 TIT2 TTT2 T1IT2 TMT2 T1T2
Figura 2C Figura 2D Figura 2E

Figura 2 — Niveis de BDNF, S100B, ICAM-1, CCL26 (eotaxin-3) e VEGF nos pacientes COVID-19 e
Neuro COVID-19 nos tempos T1 e T2.

Dados apresentados em média (desvio padréo).
*, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.
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7 DISCUSSAO

Este trabalho avaliou o impacto da infeccdo aguda do SARS-CoV-2 sobre
biomarcadores de injaria endotelial e do sistema nervoso em pacientes
hospitalizados. Como principais resultados, identificamos niveis reduzidos de BDNF
em conjunto a elevacéo de niveis da proteina S100B e de marcadores endoteliais em
pacientes com COVID-19 com sintomas neurolégicos (grupo Neuro COVID-19). Além
disso, pacientes Neuro COVID-19 apresentaram aumento de S100B, CCL26 (eotaxin-
3) e VEGF ao longo da hospitalizacdo em comparacao aos pacientes COVID-19 sem
sintomas neurologicos. Em conjunto, estes achados indicam um potencial maior de
disfungdes sistémicas e teciduais em pacientes com COVID-19 de quadro grave que
reportam sintomas neurologicos.

A idade avancada, como demonstram os estudos sobre a demografia da
COVID-19, é importante fator relacionado a gravidade da doenca e pode ser
importante preditor de mortalidade sendo um fator chave nos escores de risco de
gravidade clinica propostos na literatura (CECCONI et al., 2020; GALLO MARIN et
al., 2021; GRASSELLI et al., 2020; IMAM et al., 2020; LI et al., 2020b). Nossos
resultados sdo semelhantes quando observado a média de idade dos pacientes com
COVID-19 grave.

Dentre as doencas previamente diagnosticadas, os pacientes com COVID-19
grave no nosso estudo apresentavam principalmente hipertensdo arterial sistémica
(HAS) e Diabetes Mellitus (DM). Nossos achados corroboram com estudos
anteriores, que encontraram uma maior frequéncia de pacientes hospitalizados de
idade avancada com condi¢des preexistentes, sendo a HAS a mais comum (GARG
et al., 2020; LI et al., 2020b; RICHARDSON et al., 2020; SULEYMAN et al., 2020).
Um estudo de coorte, realizado na Franca, descreveu os principais fatores de risco
para internagcdo em UTI e morte e complicagdes extrapulmonares causadas por
COVID-19 dentre eles idade avancada, doenca neuroldgica cronica e diabetes
(MARTINOT et al., 2021).

Nosso estudo traz resultados semelhantes ao estudo de Mao et al. (2020) que
ao comparar pacientes com infecgdo ndo grave com pacientes com infec¢ao grave,
estes ultimos eram mais velhos e tinham mais hipertensdo (HAS) além disso, estes
pacientes com infeccdo grave eram mais propensos a desenvolver manifestacdes

neuroldgicas.
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Uma revisdo de literatura recente sobre manifestacdes neurolégicas na
COVID-19 tanto na fase aguda da doenca quanto na fase tardia demonstrou que a
presenca de manifestacfes neurologicas durante ou apos a fase aguda da COVID-
19 foi associada a uma doenca mais grave e pior desfecho, com maiores propor¢cdes
de 6bitos intra-hospitalares e maior tempo de internacéo, assim como identificamos
no nosso estudo (BEGHI et al., 2022). Outros estudos também demonstram que as
manifestacdes neuroldgicas ocorrem na maioria dos pacientes hospitalizados com
COVID-19. A encefalopatia, por exemplo, foi associada ao aumento da morbidade e
mortalidade, independentemente da gravidade da doenca respiratoria (BENUSSI et
al., 2020; LIOTTA et al., 2020). No entanto, devido ao limitado tamanho amostral em
nosso estudo, ndo foi possivel verificar uma possivel associacdo entre Neuro COVID-
19, biomarcadores e mortalidade.

Ainda no nosso estudo, os pacientes com COVID-19 grave apresentaram
niveis mais elevados de ICAM-1, CCL26 (eotaxin-3) e VEGF em comparacdo com 0s
pacientes sem COVID-19. J& os pacientes com Neuro COVID-19 apresentaram
niveis sistémicos mais baixos de BDNF em comparacdo com o0 grupo controle, e
elevados de S100B em comparacdo com 0s grupos controle e COVID-19. O grupo
Neuro COVID-19 também apresentou niveis aumentados de ICAM-1, CCL26
(eotaxin-3) e VEGF em relacdo ao grupo de pacientes do grupo controle.

Quanto aos indices elevados de ICAM-1 outros estudos também
demonstraram que o aumento da expressdo de moléculas de adesdo de células
endoteliais esta relacionado a gravidade da COVID-19 e que pode ainda contribuir
para a disfuncdo da coagulacdo (TONG et al., 2020). Estudos comparando individuos
com e sem diagndstico da COVID-19 demonstrou niveis mais elevados, nos
pacientes com COVID-19 em comparacdo aos controles saudaveis, de diversos
mediadores inflamatdrios plasmaticos incluindo ICAM-1 e CCL26 (OLEY et al., 2021;
TUFA et al., 2022).

Na literatura encontramos um estudo que associa o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) sérico em pacientes com COVID-19 com as
manifestacbes da COVID-19. Nele os resultados revelaram um nivel
consideravelmente baixo de BDNF nas amostras de soro dos pacientes com COVID-
19 em comparagdo com individuos saudaveis. Ainda, os dados do estudo nao
indicaram diferenga significativa nos niveis de BDNF nos casos com ou sem

manifestacbes neurolégicas e os niveis de BDNF entre individuos saudaveis e
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pacientes sem manifestacdes neuroldgicas nao foram diferentes (ASGARZADEH et
al., 2022). Nosso estudo corrobora com esses resultados quando comparamos 0s
niveis de BDNF entre pacientes COVID-19 e os controles com infeccéo respiratéria
negativos para COVID-19, no entanto, demonstramos que os hiveis de BDNF foram
mais baixos nos pacientes COVID-19 com sintomas neuroldgicos em comparacao
aos pacientes sem sintomas neurologicos e também mais baixos quando
comparados pacientes com sintomas neurologicos e os controles. Um menor nivel
de BDNF nos pacientes acometidos pela COVID-19 pode impactar negativamente na
capacidade dos neurbnios de lidar com outros desafios (ou seja, plasticidade
neuronal) e também pode levar a uma diminui¢do da funcéo e morte neuronal.

Niveis elevados de VEGF em amostras biolégicas (LCR, aspirado de
nasofaringe e plasma) de pacientes com outras doencas virais como influenza e virus
sincicial respiratério (VSR) foram relatados em alguns estudos, podendo o VEGF ser
considerado um marcador de gravidade destas doencas (BAUTISTA et al., 2013;
BERMEJO-MARTIN et al., 2007; MORICHI et al., 2017; PINO et al., 2009; WONG et
al., 2018). Além disso, o VEGF € um dos principais mediadores do remodelamento
vascular e de controle da funcao circulatéria através do estimulo para formacéo de
novas células endoteliais. Desta forma, alteracées nos niveis de VEGF podem indicar
um alto grau de injuria vascular seguida por uma tentativa de protecéo e reparo pelo
hospedeiro. E importante ressaltar que os resultados desses estudos indicam que a
liberacdo de VEGF em resposta a infeccdo viral ndo ocorreria como um evento
isolado, mas sim relacionado a uma rede molecular caracterizada por aumentos
concomitantes de citocinas sistémicas pro-inflamatoérias ou quimiocinas (TALOTTA,
2022). Nossos achados mostram niveis de VEGF aumentados nos pacientes Neuro
COVID-19 em comparacédo aos pacientes COVID-19 e ao grupo controle. Também
0os niveis foram elevados quando comparamos pacientes COVID-19 e o grupo
controle.

O VEGF pode desempenhar um papel substancial na patogénese do COVID-
19 por varios motivos: edema pulmonar, declinio da saturacdo de oxigénio e
remodelamento vascular. Além disso, o VEGF pode facilitar a transmissdo do virus
do pulmé&o para a circulagcdo sanguinea através do comprometimento do glicocélice,
como uma matriz pericelular no tecido pulmonar. Notavelmente, o VEGF também tem
o potencial de instigar neuroinflamacgéo no cérebro de néo sobreviventes de COVID-

19 apo6s a inducdo de respostas inflamatérias, bem como o efeito disruptivo na
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barreira hematoencefalica (SAHEBNASAGH et al., 2021). Os niveis de VEGF
elevados no nosso estudo também denotam a gravidade dos pacientes e a presenca
de sintomas neuroldgicos no grupo onde os niveis eram ainda mais elevados. Outras
pesquisam também demonstraram niveis plasmaticos elevados de VEGF-A em soros
de pacientes com COVID-19 e estavam relacionados com a gravidade da doenca
(PINE et al., 2020; ROVAS et al., 2021; SMADJA et al., 2021).

Ao avaliarmos os niveis de S100B encontramos niveis elevados nos pacientes
graves, com sintomas neuroldgicos ou ndo, em relacdo ao grupo controle também
niveis elevados nos pacientes com Neuro COVID-19 comparados aqueles sem
sintomas neurolégicos no momento da admissdo hospital. Outro estudo que
investigou os niveis de S100B circulante no soro de pacientes afetados pelo virus
SARS-CoV-2 em varios estagios da doenca também encontraram concentracdes
séricas elevadas de S100B e correlacionadas com a gravidade da doenca da COVID-
19 (ACETI et al., 2020). Um estudo transversal recente também demonstrou que
niveis séricos de S100B foram ligeiramente maiores em pacientes com COVID-19 e
com mais de um sintoma neuroldgico durante o curso da doenca (SAHIN et al., 2022).
Em uma pesquisa realizada com uma populacdo do nordeste brasileiro, confirmou
gue pacientes com sintomas graves de COVID-19 apresentaram expressao sérica
elevada dos biomarcadores de dano cerebral S100B (SILVA et al., 2023).

Nosso estudo ainda comparou os indices dos biomarcadores em dois
momentos distintos durante a doenga nos grupos com COVID-19 grave Tl e T2. Os
niveis de ICAM-1 e CCL26 aumentaram no grupo COVID-19 entre os momentos T1
e T2. No tempo T2, os niveis de BDNF foram mais baixos nos pacientes com Neuro
COVID-19 em comparagdo com T2 do grupo COVID-19 (Fig. 2A). Além disso, em T2
os niveis de S100B, ICAM-1, CCL26(eotaxin-3) e VEGF aumentaram em relacdo a
T1 em pacientes com Neuro COVID-19, com S100B e CCL26 significativamente
maiores em relacdo ao grupo COVID-19. Esta cinética demonstra pela 12 vez a
interrelacdo destas alteragbes em mediadores inflamatorios e de dano endotelial e
cerebral com a gravidade e avanco da doenca.

O presente estudo tem algumas limitagdes. Em primeiro lugar, incluiu um
namero limitado de participantes. Em segundo lugar os sintomas neurolégicos foram
autorrelatados pelos pacientes ou avaliados e registrados pelos profissionais de

saude sem que houvesse confirmacgao por testes padronizados.
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8 CONCLUSOES

Pacientes com COVID-19 grave apresentaram aumento dos niveis sistémicos
de ICAM-1, CCL26 (eotaxin-3) e VEGF na admisséo hospitalar, enquanto pacientes
com sintomas neuroldgicos também tiveram na admissdo aumento de S100B e
diminuicdo de BDNF, evidenciando além de um processo inflamatério sistémico,
marcador periférico de dano cerebral. Este é 0 1° estudo a demonstrar que pacientes
com sinais e sintomas de Neuro COVID-19 apresentaram ao longo da internacao
elevacdo de marcadores sistémicos de inflamacéo e dano endotelial ICAM-1, CCL26,
VEGF) e cerebral (S100B) evidenciando a participacdo da resposta inflamatéria e

lesé@o cerebral na fisiopatologia e gravidade da doenca.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.357.120

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional longitudinal prospectivo de acompanhamento da evolugéo clinica, do
momento do diagnostico, da hospitalizacdo até a alta hospitalar ou 6bito, nos casos graves e do periodo de
recuperagdo de todos os pacientes diagnosticados com COVID-19 no municipio de Esteio, com

sequenciamento viral das amostras positivas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Analisar dados epidemiologicos e acompanhar a evolugdo clinica de portadores de
sintomas respiratérios que buscaram assisténcia na rede de saude do Municipio de Esteio, Rio Grande do
Sul, durante a pandemia de Coronavirus (COVID-19).

Objetivo Secundario: |. Descrever os sintomaticos respiratérios no periodo da pandemia de COVID-19 em
Esteio. Il. Analisar a populagdo de sintomaticos e suas caracteristicas sociodemograficas, formas de
exposicdo/infeccdo e contatos. lll. Descrever a sintomatologia apresentada pela populagdo em estudo com
testes positivos para o coronavirus. V. Acompanhar a evolugdo clinica dos pacientes graves, a partir de
marcadores laboratoriais, tempo de permanéncia no hospital, tipo de hospitalizagéo (UTI ou enfermaria),
tempo de hospitalizagéo, ventilagdo mecanica ou nio, procedimentos realizados, dados clinicos laboratoriais
e medicacgdes utilizadas. V. Monitorar a evolugdo clinica dos casos
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leves ou moderados mantidos na comunidade apés o diagnéstico de COVID-19. VI. Acompanhar, nos casos
incidentes, a presenca do material genético (RNA) do virus a partir de RT-qPCR realizadas periédicamente
a partir do primeiro exame positivo e teste rapido (TR) para deteccdo de anticorpos, também periodicamente
a partir do 100 dia de positividade na RT-gPCR, bem como

realizar o acompanhamento de biomarcadores laboratoriais, até o final do estudo. VIl. Sequenciar o genoma
viral de todas as amostras de pacientes positivos para COVID-19. VIII. Criar um banco de dados que
contenha todas as informacdes clinicas, sociodemograficas e de resultados laboratoriais dos sintomaticos
respiratérios no periodo da pandemia de COVID-19 em Esteio. IX. Avaliar niveis sistémicos de citocinas
(GM-CSF, IFN-a, IL-1, IL-8, TNF-a) no plasma de pacientes com COVID-19. X. Avaliar a expressao de NF-
kB em monécitos e a frequéncia periférica de monécitos CD14+CD16- (classicos), CD14+CD16+
(intermediarios), CD14-CD16+(ndo-classicos), CD14+CD16-/+HLA-DR+ /CD69+ (estado de ativagdo celular)
de pacientes com COVID-19 e individuos

controles ndo infectados. XI. Avaliar apoptose, potencial de membrana mitocondrial e geragao de espécies
reativas de oxigénio em mondcitos de pacientes com COVID e controles saudaveis. Xll. Avaliar a frequéncia
periférica de linfocitos T CD4+CD25+CD39+, CD4+CD25-CD39+, CD4+CD25+CD39+CD73+,
CD4+CD25highCD127low, CD8+CD27+CD28+, CD8+CD27+CD28-, CD8+CD27-CD28-, CD4-/+CD8-/+PD-
1+, CD4-/+CD8-/KLRG-1+

de pacientes com COVID-19 e individuos controles néo infectados.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Pode ser considerado um estudo de riscos minimos, por poder trazer constrangimentos a partir da
aplicacéo de questionario. A puncdo digital e

venosa e a obtengdo de amostras por swab orofaringeo podem ser incluidas na classificagao de riscos
minimos. Em caso de alguma complicagao relacionada a coleta das amostras, o individuo sera atendido
pela propria rede de assisténcia a saude do municipio que apoia a realizagdo do projeto. Nenhum
procedimento que tenha outras consequéncias sera realizado.

Beneficios: Os beneficios para os participantes estdo relacionados, especialmente, ao acompanhamento da
evolugdo da doenc¢a de uma patologia ainda pouco estudada e conhecida, na qual a maioria das pessoas
apresenta apenas sintomas leves, mas que pode resultar em quadro severo que responde melhor as

medidas terapeuticas quando estas sao empregadas precocemente.
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