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Titulo: Avaliacdo do sCD163 como biomarcador prognéstico para gravidade em

pacientes hiperinflamatérios de COVID-19.

3. RESUMO

A gravidade de COVID-19 é uma manifestagdo multifatorial, frequentemente causada
por uma resposta imune disfuncional que pode estar associada a hiperinflamacao.
Ativacao excessiva de mondcitos/macrofagos que acontece durante a imunopatologia
de COVID-19 contribui para o estado de hiperinflamagéo associado com a morbidade
e mortalidade em pacientes graves. Como a gravidade de COVID-19 pode se dar por
diferentes razfes, identificar a causa primaria associada a piora clinica pode auxiliar
na escolha das melhores abordagens terapéuticas. O sCD163 € um potencial
biomarcador de ativagdo macrofagica associado com a evolugcéo grave de sindromes
hiperinflamatdrias, incluindo aquelas associadas a infec¢Bes virais. A partir dessas
evidéncias, n6s avaliamos se o sCD163 é um potencial biomarcador associado a
gravidade de COVID-19. Para essa avaliacdo, os niveis séricos de sCD163 foram
guantificados por ELISA em amostras coletadas no dia da admisséo hospitalar de 181
pacientes de COVID-19. A partir disso, n@s estratificamos os pacientes de acordo com
0 prognastico (gravidade, ventilagcdo mecéanica, sobrevivéncia e hiperinflamacéo). Nos
observamos um aumento dos niveis séricos de sCD163 nos pacientes com pior
progndstico, especialmente os pacientes hiperinflamados. N6és encontramos que 0s
niveis de sCD163 se correlacionam com os niveis séricos de IL-6 e IL-18 em pacientes
hiperinflamados. Destacadamente, a mediana dos niveis de sCD163 estavam
elevadas em pacientes hiperinflamatados que vieram a 6bito quando comparados aos
hiperinflamados que receberam alta hospitalar. No entanto, os niveis séricos de
sCD163 na admissédo hospitalar ndo predizem a resposta ao tratamento com
colchicina, mas parecem indicar a reducédo de IL-18 apdés tratamento com colchicina.
Dessa forma, sCD163 é um potencial biomarcador prognostico de gravidade de
COVID-19 e possivelmente atua como discriminante dos pacientes hiperinflamados
com maior risco de mortalidade. Além disso, sCD163 pode indicar pacientes com
reducdo de IL-18 mediante tratamento com colchicina.

Palavras chaves: sCD163, hiperinflamacgé&o, biomarcador, COVID-19, inflamacé&o.



Title: Evaluation of sCD163 as a prognostic biomarker for severity in

hyperinflammatory COVID-19 patients.

4. ABSTRACT

Severe COVID-19 is a multifactorial manifestation, often caused by a dysfunctional
immune response that can be associated with hyperinflammation. Excessive
monocyte/macrophage activation that occurs during COVID-19 immunopathology and
contributes to the hyperinflammation associated with morbidity and mortality in severe
patients. As COVID-19 severity can be due to different reasons, identifying the primary
cause associated with the clinical worsening can guide the best therapeutic
approaches. sCD163 is a potential macrophage activation biomarker associated with
the severe evolution of hyperinflammatory syndromes, including the ones related to
viral infections. Based on these evidences, we evaluated if sCD163 is a potential
biomarker associated with COVID-19 severity. For this evaluation, serum sCD163 was
guantified through ELISA in samples collected on the hospital admission day from 181
COVID-19 patients. First, we stratified patients based on clinical prognosis (severity,
mechanical ventilation, survivor and hyperinflammation). We observed an increase in
sCD163 serum levels in patients with worse prognosis, especially the
hyperinflammatory patients. We found that sCD163 positively correlates with IL-6 and
IL-18 levels in hyperinflammatory patients. Importantly, the median of sSCD163 levels
were significantly higher in hyperinflammatory patients that deceased when compared
to hyperinflammatory patients that were discharged. However, the sCD163 serum
levels at hospital admission did not predict responsiveness to colchicine treatment, but
it might indicate the IL-18 reduction after colchicine treatment. Thus, sCD163 is a
potential prognostic biomarker associated with worse prognosis in COVID-19 and
might discriminate hyperinflammatory patients at higher risk of mortality. In addition to
that, sCD163 might indicate IL-18 reduction by colchicine treatment in COVID-19
patients.

Keywords: sCD163, hyperinflammation, biomarker, COVID-19, inflammation.
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9 INTRODUCAO

J& se passaram mais de dois anos apos o inicio da pandemia de COVID-19 (do
inglés Coronavirus Disease 2019), mas essa doenca continua tendo relevancia no
contexto de saude publica mundial, especialmente com o surgimento de novas
variantes (CHEN et al., 2022). A COVID-19 tem manifestacao clinica bastante diversa:
enquanto a maioria dos pacientes evolui com sintomas leves a moderados, uma
parcela dos pacientes desenvolve pneumonia e uma doenca grave (GUO et al., 2020).
A taxa de letalidade dessa doenca fica em torno de 1%. Por volta de 3-20% das
pessoas com COVID-19 requerem hospitalizacdo, das quais uma proporcéo
consideravel (entre 10-30%) necessita de internagdo em UTI, o que sobrecarrega os
sistemas de saude (LAMERS; HAAGMANS, 2022). Essa gravidade observada na
COVID-19 esta associada a alguns fatores de risco: idade avancada, ser do sexo
masculino e presenca de comorbidades como diabetes mellitus, hipertenséo, doencas
cardiovasculares, obesidade e tabagismo (MEHTA et al., 2021; O’'DRISCOLL et al.,
2021). Esse contexto evidencia a necessidade do melhor entendimento sobre a
gravidade da doenca e de formas de identificar previamente os pacientes em maior

risco, de forma a determinar um melhor acompanhamento desses pacientes.

A evolugdo clinica da COVID-19 tem padrdo bastante caracteristico. Os
pacientes acometidos apresentam uma fase inicial leve que pode progredir para uma
fase pulmonar que varia de moderada a grave. Essas duas fases sdo marcadas por
uma rapida replicacao viral seguida do declinio da carga viral, e manifestacdes clinicas
moderadas que podem evoluir para pneumonia e dispneia. A progressao da doenca
para sua forma grave é marcada pela sindrome de desconforto respiratério agudo
(SDRA) e surgimento de sintomas condizentes com um quadro hiperinflamatério:
hipercitocinemia (com destacado aumento de IL-6, IL-8, TNF-qa, IL1, IL-10, entre
outras) e altos niveis de marcadores inflamatorios (como dimero-D, proteina C reativa
[CRP], ferritina e lactato desidrogenase [LDH]) (LAMERS; HAAGMANS, 2022;
SIDDIQI; MEHRA, 2020). Portanto, mesmo que as vias aéreas sejam o foco inicial da
infeccdo de SARS-CoV-2 e representem o primeiro sistema acometido no hospedeiro,
as condicOes inflamatorias e estado imunoldgico dos pacientes sdo criticos em

determinar o curso da progressao da doenca (LI et al., 2022; MARTINEZ et al., 2020).
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As respostas imunes associadas a infecgdo por SARS-CoV-2 séo centrais para
a patogénese de COVID-19 (LI et al., 2022). O quadro de hipercitocinemia observado
na COVID-19 reforca o carater inflamatorio dessa doenca e sugere que a gravidade
da patologia estd associado a hiperinflamacdo e imunopatologia, e néo
necessariamente ao descontrole da replicacdo viral (MANSON et al., 2020). A
disfuncédo imune é evidenciada pela linfocitopenia de linfocitos T induzida por apoptose
e formacao de sincicio e imunossenescéncia dessas ceélulas. Além disso, € observada
neutrofilia com presenca de neutréfilos imaturos (SCHULTE-SCHREPPING et al.,
2020; SILVIN et al.,, 2020) e fortes evidéncias da contribuicdo de NETs para a
fisiopatologia (VERAS et al., 2020; ZUO et al., 2020).

O sistema imune inato tem um papel critico na defesa contra 0 SARS-CoV-2
(LI et al., 2022). No entanto, a imunidade inata também pode gerar efeitos deletérios
guando ativada erroneamente durante a infeccdo pelo virus (SCHULTE-
SCHREPPING et al., 2020). Mondcitos e macrofagos, células da imunidade inata,
desempenham um importante papel na defesa contra infec¢des virais (KNOLL;
SCHULTZE; SCHULTE-SCHREPPING, 2021). Essas células produzem mediadores
inflamatérios que atuam no controle da replicacdo do patdgeno e ativacdo de
mecanismos de reparo tecidual. Contudo, a disfuncionalidade dessas células também
pode induzir a patogénese durante COVID-19 por meio da producdo exacerbada de
citocinas e quimiocinas inflamatorias, interacdo excessiva com células da imunidade
adaptativa e acumulo de dano tecidual. Nesse contexto, mondcitos e macrofagos
estdo associados ao quadro de hipercitocinemia e a complicagdes fibréticas, o que
gera ainda mais complicagdes nos casos graves de COVID-19 (GUSTINE; JONES,
2021; MEIDANINIKJEH et al., 2021; MERAD; MARTIN, 2020; SALINA et al., 2022).

No contexto da imunidade inata, a exacerbacdo do processo inflamatério pode
ser causada pela disfuncdo na ativacdo dos inflamassomas, complexos moleculares
gue atuam na célula hospedeira em resposta a estresse celular e patdgenos
intracelulares. Os inflamassomas sdo complexos multiproteicos montados a partir da
sinalizacdo por receptores citoplasmaticos de reconhecimento de padrdes
moleculares, capazes de detectar microrganismos patogénicos e sinais de perigo no
citosol da célula hospedeira (BROZ; DIXIT, 2016). Os inflamassomas sdo nomeados
de acordo com as diferentes proteinas sensoras, sendo os principais tipos: NLRP1,

NLRP3, NLRC4 e AIM2. Dentre esses, o inflamassoma de NLRP3 é um dos mais
18



estudados e apresenta importante funcdo na resposta inata a infecgbes virais. A
ativacdo do inflamassoma de NLRP3 induz a ativacdo por autdlise da cisteina
protease caspase-1. Caspase-1 ativa catalisa a ativacdo de outros substratos,
incluindo as formas maduras das citocinas inflamatorias IL-1B e IL18, além de
gasdermina-D, proteina formadora de poro que induz a morte celular inflamatéria
chamada de piroptose. Niveis exacerbados de citocinas da familia IL-1 induzem
respostas sistémicas inflamatorias, incluindo producéo excessiva de IL-6, TNF, INFa
e IFNB, que podem levar ao quadro de hipercitocinemia em doencas inflamatérias
agudas. Diversos estudos tém demonstrado que SARS-CoV-2 é capaz de induzir a
ativacao do inflamassoma de NLRP3 e que essa ativacdo desse inflammasoma e
producao de IL-1B e IL-18 estdo associadas a gravidade de COVID-19 (PAN et al.,
2021; RODRIGUES et al., 2021; SEFIK et al., 2022). Isso demonstra a importancia de
avaliar a ativacdo do inflamassoma em contextos hiperinflamatérios de COVID-19.

A disfuncdo imune associada a gravidade de COVID-19 reforca a necessidade
de buscar por novos tratamentos para essa doenca (GUSTINE; JONES, 2021).
Mesmo com grande sucesso no desenvolvimento de multiplas vacinas preventivas
contra 0 SARS-CoV-2, ainda se faz necessario desenvolver tratamentos adicionais
para populac¢des vulneraveis e pacientes graves (CHEN et al., 2022). Logo, tém sido
propostos agentes imunomodulatérios incluindo pequenas moléculas (LOPES et al.,
2021; The RECOVERY Collaborative Group, 2021) e anticorpos monoclonais
direcionados a citocinas (KYRIAZOPOULOU et al., 2021; REMAP-CAP Collaborative
Group, 2021) que mitiguem a resposta imune e a inducao da inflamacéo e, dessa
maneira, induzam uma melhora no prognoéstico dos pacientes (DEL VALLE et al.,
2020).

Um dos farmacos propostos para o tratamento de COVID-19 é a colchicina, um
alcaloide extraido da planta Colchicum autumnale que é atualmente usado no
tratamento de gota, febre familiar do Mediterraneo, doenca de Behcet e pericardite
aguda e recorrente. O seu mecanismo de acdo esta associado a interferéncia da
polimerizagdo de microtubulos que bloqueia a quimiotaxia de monécitos e neutrofilos,
mas também é capaz de inibir a ativacdo do inflamassoma de NLRP3 e a inducéo de
NETSs. Visto que a colchicina é capaz de modular o inflamassoma de NLRP3, estudos
observacionais foram propostos para avaliar seu potencial no tratamento de COVID-

19 e tem apresentado resultados positivos (LOPES et al., 2021; POTERE et al., 2022).
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No entanto, apesar de apresentarem resultados promissores, as terapias
imunomodulatérias ndo conseguiram atingir melhores resultados uma vez que parte
dos pacientes ndo sdo responsivos ao tratamento (The RECOVERY Collaborative
Group, 2021). Essa limitagdo dos resultados pode se dar devido ao néo
aprofundamento nas evidéncias associadas a hiperinflamacéo nos ensaios clinicos
dessas terapias (WEBB et al., 2020), visto que ha evidéncias de que pacientes com
altos niveis de biomarcadores associados a hiperinflamacdo respondem melhor a
tratamento imunomodulatorios (KELLER et al., 2020; TRAN et al., 2021). Logo, diante
dos efeitos colaterais ja relatados associados ao uso de imunoterapias e da
necessidade de identificar pacientes hiperinflamados, € urgente encontrar
biomarcadores que consigam predizer quais pacientes vao apresentar piora clinica
relacionada a uma resposta inflamatéria descontrolada e que auxiliem a definir quais
pacientes melhor se beneficiarao de estratégias terapéuticas imunomoduladoras (DEL
VALLE et al., 2020).

A gravidade de COVID-19 pode se dar devido ao desenvolvimento de um
qguadro hiperinflamatorio (GUSTINE; JONES, 2021). Condig¢6es hiperinflamatdrias séo
complicacBes com risco fatal resultantes de uma responsa pro-inflamatoria sistémica
desencadeada por infeccéo, leséo ou inflamacgéo cronica (KESSEL et al., 2021). Essa
hiperinflamacdo pode se dar em um contexto de hiperativagdo de macrofagos e
mondcitos, por exemplo, em complicacfes da linfohistiocitose hemofagocitica (HLH)
(LERKVALEEKUL; VILAIYUK, 2018).

A HLH pode ser priméaria ou familiar (pHLH), tratando-se de um grupo de
doencas genéticas em que mutacdes afetam a funcao litica das células T citotoxicas
e das células NK, prejudicando assim o controle de patdgenos e de células T ativadas.
J4 a HLH secundaria (sHLH) é desencadeada em contexto de infeccdo, trauma,
doenga metabdlica, autoimunidade e auto-inflamagé&o. O termo Sindrome de Ativagéo
Macrofagica (MAS) é frequentemente utilizando para se referir a sHLH no contexto de
doencas autoimunes como artrite idiopatica juvenil sistémica (sJIA) e lUupus
eritematoso sistémico (SLE), mas também tem sido usado em contexto de infec¢des
virais (KESSEL et al., 2021; LERKVALEEKUL; VILAIYUK, 2018).

MAS é uma sindrome hiperinflamatéria associada a disfuncdo de mdltiplos

orgaos e altas taxas de mortalidade. Os principais sintomas clinicos observados séo:
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febre persistente, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, anemia, disfuncéo hepatica e
coagulopatia. No contexto laboratorial, as principais alteracdes observadas séo altos
niveis de triglicerideos, hiperferritinemia (marca de ativacdo macrofagica), elevados
niveis séricos de LDH, CRP e citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1B, IL-18 e IL-6,
sendo essa Ultima a principal contribuinte para a patogénese da doenca (CRAYNE et
al., 2019; GROM; HORNE; DE BENEDETTI, 2016; MCGONAGLE et al., 2020;
RAMOS-CASALS et al., 2014).

O quadro hiperinflamatério associado a hiperestimulacdo persistente dos
macroéfagos ja tem sido descrito em diferentes infec¢gdes virais, como virus Epstein-
Barr (MARSH, 2018), influenza HIN1 (MORRIS et al.,, 2021), hepatites B e C
(KAZANKOV et al., 2014), Ebola (MCELROY et al., 2019) e HIV (PORCHERAY et al.,
2006). Curiosamente, quadros hiperinflamatérias com uma resposta inflamatoéria
descontrolada, retroalimentada positivamente e com presenca de extenso dano
tecidual também ja foram relatados na patogénese de outras infec¢des por
coronavirus humanos (MANSON et al., 2020).

De fato, pacientes graves de COVID-19 apresentam manifestacoes
fisiopatoldgicas similares a de outras sindromes hiperinflamatérias como: elevados
niveis de ferritina, CRP, dimero-D e LDH; disfuncdo hepatica, coagulopatia e marcado
aumento de diversas citocinas inflamatorias. No entanto, apesar da existéncia de
algumas tentativas de caracterizar a hiperinflamacao em COVID-19, ainda ndo héa
completa elucidacdo sobre a hiperinflamacdo e o0s ensaios clinicos ndo se
aprofundaram em consideracdo a hiperinflamacédo na sua definicao (HASAN et al.,
2022; MANSON et al., 2020; WEBB et al., 2020).

Um estudo recente propds uma robusta caracterizacéo para a hiperinflamacéo
de COVID-19 que leva em conta as similaridades com outras sindromes
hiperinflamatérias, mas indica a existéncia de caracteristicas singulares. Essa
caracterizagdo considera 6 parametros: ativacdo macrofagica, disfungéo
hematoldgica, hipercitocinemia, lesdo hepética, febre e coagulopatia. Sendo assim, foi
proposto a sindrome hiperinflamatoria associada a COVID-19 (cHIS) e uma escala
associada com progressado com ventilagdo mecénica e ébito baseada em marcadores
inflamatorios (WEBB et al., 2020).
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Visto a importancia da hiperinflamacéo na gravidade de COVID-19, é crucial
encontrar biomarcadores associados a esse contexto. Um biomarcador € uma
caracteristica definida que € mensurada como indicador de processos biolégicos
normais, processos patoldgicos ou resposta a uma exposi¢ao ou intervencao (CALIFF,
2018). De forma geral, os biomarcadores podem ser de dois tipos: progndstico,
guando permite avaliar a maior probabilidade de um desfecho clinico, ou preditivo
guando permite prever se aquele individuo sera responsivo a um determinado
tratamento (BALLMAN, 2015).

Nesse contexto, a forma solivel da molécula CD163 (sCD163) tem sido
apontado como potencial biomarcador de sindromes hiperinflamatérias associadas a
ativacdo macrofagica (BLEESING et al., 2007). CD163 € um receptor transmembrana
endocitico do tipo “scavenger”, expresso exclusivamente em mondcitos e macrofagos.
Sua primeira funcdo descrita foi a de se ligar a complexos de hemoglobina-
haptoglobina, resultando na internalizacdo desses complexos. Além disso, essa
proteina esta envolvida na adesao de eritroblastos, na detec¢@o de bactérias e virus
e na ligacdo da citocina TWEAK. A alta expressédo de CD163 também esta associada
a macrofagos e mondcitos que desempenham fungbes anti-inflamatdrias. Sua
expresséo é influenciada por diversos fatores como descrito na tabela 1. Em contextos
pro-inflamatorios, CD163 pode ser clivado dando a forma soltvel de CD163 (sCD163)
(ETZERODT; MOESTRUP, 2013; KNUDSEN et al., 2016; KOWAL et al.,, 2011,
KRISTIANSEN et al., 2001).
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Quadro 1 - Fatores que

influenciam a expressdo de CD163 em

macrofagos/mondcitos (ETZERODT; MOESTRUP, 2013; KOWAL et al., 2011)

Fatores que induzem a expresséo de
CD163

Fatores que reduzem a expresséo de
CD163

Glicocorticoides IL-4
IL-10 TNFa
IL-6 IL-12
Fator estimulador de colbénias de | Fator estimulador de colénias de
macrofagos (M-CSF) macrofagos e granulocitos (GM-CSF)
Hemoglobina (Hb) IL-13

IL-18

LPS

Estimulo de TLR2, TLR4, TLR5
Estresse oxidativo

Hipoxia

Ligacdo cruzada de receptor Fcy (FcyR)
8-iso-prostaglandin F2a

CCL-3 (MIP-1a)

Ligante de quimiocina CXC (CXCL)4
CXCLS8 (IL-8)

Interferon y (IFNy)

Estimulos inflamatérios, como a ativacao de receptores do tipo Toll por LPS,
induzem a clivagem do CD163 por metaloproteinases, como MMP9 e pela enzima
conversora de TNFa (TACE/ADAM17), e sua liberagao da membrana celular na forma
de sCD163 (CHAUVIN et al., 2022; ETZERODT et al., 2010, 2014; HINTZ et al., 2002;
WEAVER et al., 2007). A fungéo fisioldgica do sCD163 ainda € desconhecida, mas
algumas func¢des sdo sugeridas. Uma possivel funcdo € que o sCD163 interfira na
disponibilidade de ferro para potenciais patégenos devido a sua ligacdo com
haptoglobina-hemoglobina (VANHOLLEBEKE et al., 2008; WEAVER et al., 2006). No
entanto, o sCD163 tem baixa afinidade por esses complexos, quando comparado ao
CD163 na membrana (M@LLER et al., 2010), o que sugere que o sCD163 apresente
fungcbes nao relacionadas a hemoglobina. Alguns estudos também sugerem que o
sCD163 se ligue a linfocitos T e que possa inibir a proliferacdo e ativacdo dessas
células (FRINGS; DREIER; SORG, 2002; HOGGER; SORG, 2001; TIMMERMANN et
al., 2004). Além disso, ha evidéncias do papel do sCD163 no reconhecimento e
fagocitose de bactérias (KNEIDL et al., 2012).
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A elevacao dos niveis de sCD163 tem sido utilizada como indicador de ativacdo
macrofagica e como importante dado clinico para monitorar o agravamento de
diversas doencas associadas a essa ativacdo (LERKVALEEKUL; VILAIYUK, 2018;
NIELSEN et al., 2020). Esse aumento ndo necessariamente esta relacionado a
patogénese, mas possivelmente ocorre como um efeito secundéario da desregulacao
da atividade fagocitica dos macréfagos (CRAYNE et al., 2019). O potencial de sCD163
como biomarcador foi destacado no contexto de doencas reumatolégicas
(COLAFRANCESCO et al., 2014; SCHAER et al., 2005), na evolugao do quadro em
doencas hepéticas (KAZANKOV et al., 2016) e de sepse (MJLLER et al., 2006). De
forma importante, sCD163 tem sido caracterizado como um possivel marcador da
gravidade na evolucéo clinica e desfecho de algumas infeccbes virais, como as
causadas pelo virus da dengue (AB-RAHMAN et al., 2016), pelo virus do Ebola
(MCELROY et al., 2019) e pelo HIV (KNUDSEN et al.,, 2016) - o que refor¢a seu
potencial como um promissor biomarcador associado a gravidade e que pode

contribuir na identificacdo de pacientes hiperinflamados em contextos virais.

A hipo6tese do nosso estudo € que sCD163 funciona como biomarcador de
gravidade de COVID-19 associada a hiperativacdo da resposta imune inata. Dessa
maneira, avaliamos no presente trabalho o potencial de sCD163 como biomarcador

prognostico e preditivo em pacientes de COVID-19.
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10 OBJETIVOS

10.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de sCD163 como biomarcador de gravidade de COVID-19

10.2 Objetivos especificos

10.2.1. Avaliar o potencial de sCD163 como biomarcador prognostico da

gravidade de COVID-19 em pacientes com hiperinflamacéao.

Meta 1: Caracterizar a expressdao de CD163 em mondcitos por citometria de

fluxo e correlacionar com dados laboratoriais e clinicos.

Meta 2: Dosar os niveis séricos de sCD163 em pacientes de COVID-19 por
ELISA e correlacionar com dados clinicos e laboratoriais

Meta 3: Avaliar correlagéo de sCD163 com marcadores laboratoriais e citocinas

inflamatorias

10.2.2. Avaliar o potencial de sCD163 como biomarcador preditivo para

tratamento de colchicina em pacientes graves de COVID-19.

Meta 1: Dosar os niveis séricos de sCD163 em pacientes de COVID-19 por
ELISA do ensaio clinico de colchicina e correlacionar com dados clinicos e

laboratoriais.

Meta 2: Avaliar correlacdo de sCD163 com produtos da ativacdo do

inflamassoma
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11 MATERIAL E METODOS

11.1 Amostras de pacientes com COVID-19

As amostras de pacientes foram obtidas a partir do biorrepositério mantido
pelos pesquisadores Profs. Drs. René Donizeti Ribeiro de Oliveira e Paulo Louzada
Junior, ambos pertencentes ao corpo docente do Hospital das Clinicas da FMRP/USP
(HC-FMRP). O biorrepositério consta do estudo ‘Ensaio clinico randomizado para o
tratamento de casos moderados a graves da doenga causada pelo novo coronavirus-
2019 (COVID-19) com cloroquina e colchicina’, aprovado em 01/04/2020 pela CONEP
(CAAE: 30248420.9.0000.5440) sendo colhido o termo de consentimento livre e
esclarecido dos pacientes recrutados. As analises foram feitas em duas coortes: a
coorte 1 que consta com amostras de 181 pacientes coletadas entre abril e julho de
2020; e a coorte 2 que consta de amostras de 103 pacientes coletadas entre abril de
2020 e agosto de 2021. Foram utilizadas amostras do biorrepositério em que a
infeccdo por SARS-CoV-2 tenha sido confirmada por PCR quantitativo (QPCR)
(CORMAN et al., 2020; WANG et al., 2020). Pacientes foram classificados de acordo
com suas manifestacdes clinicas em: i) casos leves: sintomas clinicos eram leves e
ndo havia indicios de manifestagdo de pneumonia nos exames de imagem; ii) casos
moderados: pacientes apresentam sintomas como febre e sintomas do trato
respiratorio e havia manifestacdes de pneumonia nos exames de imagem; iii) casos
graves: adultos que atendiam a qualquer um dos critérios a seguir: frequéncia
respiratoria > 30 incursdes/min; saturacdo de oxigénio < 93% em repouso; pressao
parcial de oxigénio (PaO2)/fracdo inspirada de oxigénio (FiO2) < 300 mmHg
(10.1001/jama.2020.1585). Também foram coletadas amostras de individuos
saudaveis que testaram negativo para COVID-19 por qPCR e/ou por sorologia
(anticorpos IgM e IgG especificos; Asan Easy Test COVID-19 IgM/IgG kits; Asan

Pharmaceutical Co.)

Todo o processamento e procedimentos que utilizaram amostras de pacientes
infectados foram realizados em nivel de biosseguranca 2, em laboratério nivel de

biosseguranca 2+ do Centro de Virologia da FMRP/USP.
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11.2 Dosagem de sCD163 e de IL-6 sérico

A partir de amostras de soro provenientes do biorrepositério, checamos o0s
niveis séricos de IL-6 (DY206-05, R&D Systems) e sCD163 (DY1607-05, R&D
Systems) por ELISA seguindo as instru¢ces do fabricante, mas alterando o tempo de
incubacdo das amostras para 18h. Os niveis de caspase-1 ativa (Casp1p20) e IL-18
(R&D Systems) também foram avaliados por ELISA seguindo as instru¢des do

fabricante.

11.3 Dosagem de citocinas e quimiocinas inflamatoérias

A partir de amostras de plasma, checamos a produc¢éo das citocinas IL-1pB, IL-
6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-a em 18 pacientes com COVID-19 e 21 individuos
saudaveis por CBA (Human Inflammatory Cytokine kit 551811, BD Biosciences)

seguindo as instrucdes do fabricante.

11.4 Imunofenotipagem e avaliagdo de marcadores associados a inflamacéo

nos monacitos

Amostras de sangue total de doadores saudaveis e pacientes com infeccéao por
SARS-CoV-2 foram coletadas e os leucécitos foram separados utilizando gradiente de
Ficoll. Apos a eliminacdo das hemécias, as células foram marcadas para andlise por
citometria de fluxo com marcadores de exclusdo CD3-PE-Cy7 (SK7, BD, cat. 557851,
1:200), CD19-PE-Cy7 (SJ25CQ, BD, cat. 557835, 1:200), CD56-PE-Cy7 (NCAM16.2,
BD, cat. 335791, 1:50) definidos como Lin-PE-Cy7-, CD15-(APC) (W6D3, BD, cat.
563141, 1:200) e Fixable Viability Dye eFluor 780 (eBioscience; cat. 65—0865-14;
1:3.000) e marcadores de caracterizagdo fenotipicos das células imunes CD14-FITC
(M5E2; BD; cat. 557153; 1:50), CD14-APC (M5EZ2; BD; cat. 555399; 1:50); CD16-FITC
(ebioCB16(CB16); eBioscience; cat. 12-0168-42; 1.200), CD163-PE (GHI/61,
Biolegend, cat. 333606; 1:50), HLA-DR (L243, BD, cat. 642276, 1:50) por 30 minutos
a 4°C. ApoOs marcacdao, as células foram fixadas com 2% paraformaldeido (PFA) em
tampao fosfato-salino (PBS) por 20 minutos a temperatura ambiente e posteriormente

adquiridas no citdmetro FACSVerse |l (BD Bioscience) e analisadas no software
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FlowJo (Tree Star). Todo o procedimento de manipulacdo de células de pacientes até

fixacdo foi conduzido em NB2.

11.5 Analise dos dados clinicos e laboratoriais.

Os grupos dos Profs. Drs. René Donizeti Ribeiro de Oliveira e Paulo Louzada
Junior coletaram e revisaram os prontuarios hospitalares dos pacientes com COVID-
19 para aquisicdo dos dados clinicos e laboratoriais relevantes. Os dados foram
compilados a partir do sistema eletrénico hospitalar e dos registros de enfermaria.
Obtivemos dados laboratoriais relativos aos niveis séricos de LDH, CRP, dimero D,
ferritina, hemoglobina, contagem de plaguetas, de neutrdfilos e de linfocitos. Além
disso, coletamos dados epidemiolégicos como idade e sexo e historico clinico do
paciente relativo a ocorréncia de comorbidades: diabetes mellitus, cardiopatia,
hipertenséo arterial sistémica, obesidade, neoplasia e tabagismo. Com relacdo a
evolucado clinica de COVID-19, colhemos informacédo sobre o dia de admisséo
hospitalar, desfecho (6bito ou sobrevivéncia), necessidade de ventilacdo mecanica e
data de inicio dos sintomas (a partir da qual analisamos a quantidade de dias de
sintomas até a coleta da amostra). A partir desses dados, foi feita estratificagdo dos
pacientes para avaliar possiveis efeitos desses parametros na evolucédo da doenca e

nos niveis de sCD163.

11.6 Analise estatistica

Utilizamos o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc, USA) nas
andlises dos dados e obtencédo dos graficos referentes as dosagens longitudinais da
coorte 2. Todos os demais dados foram analisados no R (versédo 4.1.2) utilizando
RStudio (versdo 1.4.1717) aplicando os pacotes dplyr, ggplot2, ggpubr, tidyverse,
EnvStats, corrplot, FSA e Hmisc. Os dados de dosagem de marcadores séricos e
guantificacdo de citometria quando estratificados estdo apresentados por mediana e
intervalo interquartil. Grupos 2 a 2 foram analisados pelo teste t student (two tailed) se
apresentaram distribuicdo normal e pelo teste ndo paramétrico de U-Mann Whitney
para 0s que nao apresentavam essa distribuicdo. A analise simultanea de mais de

dois grupos foi feita por multiplos de U-Mann Whitney. Para avaliar a relacéo entre os
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parametros, avaliamos o coeficiente de correlagdo de Spearman entre os parametros
analisados. Esses dados foram apresentados na forma de matriz de correlagéo ou no
plano cartesiano, nesse ultimo obtivemos a raiz do coeficiente de determinacgéao (r?) e
o intervalo de confianca de 95%. Para analise longitudinal dos dados de dosagens de
marcadores séricos, os dados estdo apresentados como pontos individuais e a
significancia estatistica foi feita a partir de teste pareado de U-Mann Whitney. Em
todos os casos, foram considerados como estatisticamente significativos resultados

com p < 0.05.
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12 RESULTADOS

12.1 sCD163 é um potencial biomarcador associado a gravidade em pacientes
hiperinflamatérios de COVID-19

A gravidade da manifestacdo da COVID-19 tem causas heterogéneas e pode
ser multifatorial. Nesse sentido, identificar a potencial causa priméaria associada a piora
clinica deve auxiliar a definir as melhores abordagens terapéuticas (LAMERS;
HAAGMANS, 2022; LI et al., 2022; MARTINEZ et al., 2020). Considerando-se que
disfuncdes da resposta imune inata e o grau de hiperinflamacéo estéo relacionados
com a gravidade de COVID-19 (LUCAS et al., 2020; SILVIN et al., 2020; WEBB et al.,
2020), buscamos, primeiramente, caracterizar os mondcitos circulantes de pacientes
com COVID-19. Estudos recentes tém descrito a presenca de mondcitos disfuncionais
e nao-resolutivos nos pacientes de COVID-19 (SCHULTE-SCHREPPING et al., 2020;
SILVIN et al., 2020). Iniciamos nosso estudo avaliando previamente a populacédo de
mondocitos em uma coorte de pacientes admitidos no Hospital das Clinicas de Ribeirao
Preto da FMRP/USP entre abril e junho de 2020. Resumidamente, haviamos
observado aumento na porcentagem de mondcitos inflamatérios e reducédo de
monacitos associados ao perfil resolutivo (FORTES-ROCHA, 2020). Associado a isso,
observamos reducao da expressao de HLA-DR na superficie desses mondcitos como
descrito na literatura (FORTES-ROCHA, 2020; LUCAS et al., 2020; SILVIN et al.,
2020).

A partir dessa caracterizacao, foi avaliado os niveis de CD163 na superficie dos
monacitos. Macrofagos com altos niveis de expressdo de CD163 na sua superficie
estdo associados aos estagios finais da inflamacdo, e esse fendtipo parece
desempenhar um papel relevante no reparo tecidual e resolucdo da inflamacéo
(ETZERODT; MOESTRUP, 2013). Por outro lado, ha relatos na literatura de aumento
de CD163 associado a outros eventos, como a reducao de HLA-DR, sé&o indicativos
de disfuncéo dos mondcitos e ocorréncia de imunoparalise em quadros de sepse (CUI
et al., 2019; KJERGAARD et al., 2014).

Dada a importancia do CD163 para avaliar a funcdo monocitica, e
potencialmente corroborar a avaliagdo do sCD163 como biomarcador, o primeiro
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passo do nosso estudo foi analisar a expressao de CD163 na superficie de mondcitos.
Em analise de citometria de fluxo, n6s encontramos um aumento da expressdo de
CD163 na superficie dos mondcitos dos pacientes com COVID-19 em relagdo aos
controles saudaveis (HC) (fig. 1A e 1B). Além disso, observamos que a expressao de
CD163 esta positivamente correlacionada com o0s niveis séricos de lactato
desidrogenase (LDH) (fig. 1C), um marcador inflamatdrio associado ao dano tecidual
aumentado nos pacientes com COVID-19 (WU et al.,, 2020). No entanto, essas
analises - em conjunto com dados obtidos anteriormente (FORTES-ROCHA, 2020) -
permitiram concluir que o aumento na expressdao de CD163 na superficie dos
mondcitos dos pacientes com COVID-19 esté associado a quadros graves de COVID-

19 e aos niveis séricos de LDH, mas nado permite diferenciar os diferentes desfechos

clinicos.
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Figura 1. A expressdo de CD163 na superficie dos monocitos é aumentada
em pacientes de COVID-19 e se correlaciona com os niveis de LDH. Andlise da
expressdo de CD163 na superficie de mondcitos circulantes por porcentagem (A) e
intensidade média de fluorescéncia (B), em controles saudaveis (HC) e individuos com
COVID-19 (COVID-19); (C) Correlagédo da porcentagem de mondécitos CD163+ com
0s niveis sérios de LDH em pacientes COVID-19. (A-B) Dados referentes a
guantificacdo por citometria de fluxo e estdo expressos em boxplot com valores de
mediana e intervalos interquartis. (C) Dados referentes a quantificacéo por citometria
de fluxo da porcentagem de mondcitos CD163* no eixo x e dosagem de LDH no eixo
y apresentados como pontos individuais no plano cartesiano da correlagcao, reta da
regressao linear e area do intervalo de confianca de 95%. S&o indicados os valores
de R (coeficiente de regressao linear) e de p. Foram considerados significativos
valores de p < 0,05.

Os elevados niveis de CD163 na superficie dos mondcitos de pacientes com

COVID-19 reforgcam nossa proposi¢céo de que o sCD163, biomarcador em patologias
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associadas a disfuncdo do sistema monofagocitario (LERKVALEEKUL; VILAIYUK,
2018; NIELSEN et al.,, 2020), também possa funcionar como biomarcador de
gravidade em COVID-19. Assim, avaliamos o0s niveis séricos de sCD163 nos
pacientes com COVID-19. No nosso estudo, dosamos por ELISA os niveis séricos de
sCD163 em 181 pacientes de COVID-19 admitidos no Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto da FMRP/USP entre abril e junho de 2020 (desse ponto em diante,

identificada como coorte 1).

Dentro do contexto da COVID-19, trés fatores epidemiologicos estdo
associados ao maior risco de gravidade: progressao da idade, especialmente apés os
50 anos; ser do sexo masculino, e possuir um acumulo de condic6es médicas prévias
como diabetes, céncer, obesidade, hipertensdo e doencas cardiovasculares (DE
SOUZA et al., 2020; SILVIN et al., 2020). Além disso, ja foram descritas diferencas no
perfil imunolégico ao longo do curso da doencga associadas com a gravidade (LUCAS
et al., 2020). Nesse contexto, caracterizamos inicialmente a coorte 1 para avaliar se
os niveis de sCD163 estdo relacionados a fatores epidemioldgicos associados ao
maior risco de gravidade em COVID-19. Observamos que ndo ha diferenca
dependente de sexo (fig. 2A) e idade avancada (fig. 2B). Também n&o houve
diferenca em relagéo ao acumulo de comorbidades, a partir da divisdo dos pacientes
entre os que tiveram até 1 comorbidade e os que apresentaram 2 ou mais
comorbidades (fig. 2C). Além disso, ndo observamos diferencas nos niveis de
sCD163 relacionadas ao dia sintomatolégico em que o paciente se encontrava quando
admitido no hospital (fig. 2D). Dessa forma, os niveis séricos de sCD163 nos
pacientes com COVID-19 da coorte 1 n&o foram afetados pelos fatores
epidemioldgicos analisados e ndo estdo diretamente associados ao estigio de

manifestacdo da doenca.

Além dos fatores epidemiolégicos, jA € conhecido que o tratamento com
dexametasona é capaz de influenciar os niveis de CD163 na superficie dos mondcitos
(BUECHLER et al., 2000; HOGGER et al., 1998; SCHAER et al., 2002; ZWADLO-
KLARWASSER et al., 1990). Esse farmaco foi o primeiro tratamento que induziu
melhora clinica nos pacientes graves de COVID-19 e foi amplamente utilizado nas
abordagens terapéuticas desses pacientes (RECOVERY Collaborative Group, 2021).
Logo, para aprofundar essa caracterizacao inicial da coorte em relacéo aos niveis de

sCD163, avaliamos o efeito do tratamento com corticoides nos niveis de sCD163.
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Observamos que ndo houve diferenca significativa nos niveis de sCD163 entre os
pacientes tratados ou ndo com corticoides (fig. 2E). Por fim, avaliamos a relacao entre
0s niveis de sCD163 séricos e a expressado de CD163 na superficie dos mondcitos
(fig. 1A). Nao foi observada relacao significativa entre os niveis séricos de sCD163 e
a expressao de CD163 na superficie dos mondcitos em pacientes com COVID-19 (fig.
2F).
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Figura 2. Os niveis séricos de sCD163 na coorte 1 independem de fatores de
risco epidemioldgicos, do dia sintoméatico e da expressdo de CD163 na
superficie dos monacitos. Estratificacao dos niveis séricos de sCD163 em pacientes
de COVID-19 da coorte 1 de acordo com o sexo (A), com a idade (B), acumulo de
comorbidades (C). Correlagcéo dos niveis séricos de sCD163 com dia sintomético na
admissao hospitalar (D). Estratificacdo dos niveis séricos de sCD163 em pacientes de
COVID-19 da coorte 1 de acordo com tratamento com corticoide (E). Correlacdo dos
niveis séricos de sCD163 com a porcentagem de mondcitos CD163* (F). (A, B, Ce E)
Dados referentes a dosagem de sCD163 por ELISA e estdo expressos em boxplot
com valores de mediana e intervalos interquartis. (D e F) Dados referentes ao dia
sintomatico na admissdo hospitalar e da quantificacdo por citometria de fluxo da
porcentagem de mondécitos CD163+ no eixo y, respectivamente, e da dosagem por
ELISA dos niveis séricos de sCD163 em logio no eixo x apresentados como pontos
individuais no plano cartesiano da correlacdo, reta da regressao linear e area do
intervalo de confianga de 95%, sendo indicados os valores de R (coeficiente de
regressao linear) e de p. Foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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Na COVID-19, estd bem estabelecido que a gravidade da manifestacdo esta
associada a hipercitocinemia, definida como um aumento dos niveis séricos de
diversas citocinas inflamatérias. Portanto, confirmamos se a hipercitonemia esta
associada a gravidade nos pacientes do nosso estudo, como previamente descrito
(CRAYNE et al., 2019; LERKVALEEKUL,; VILAIYUK, 2018; RAMOS-CASALS et al.,
2014; WEBB et al., 2020). Para isso, utilizamos os niveis séricos de interleucina (IL)-
6, citocina que tem sido associada a gravidade de COVID-19, e IL-18 - citocina
também aumentada nos pacientes graves de COVID-19 e associada a ativacdo do
inflamassoma (RODRIGUES et al., 2021). Para analise, os pacientes foram
estratificados a partir dos seguintes parametros: gravidade, necessidade de ventilagéo
mecanica e sobrevida. Observamos um aumento significativo dos niveis séricos de IL-
6 nos grupos nos grupos de pacientes com pior prognostico clinico: aumento nos
pacientes graves (fig. 3A), nos pacientes que precisaram de ventilagdo mecanica (fig.
3B) e nos pacientes que vieram a obito (fig. 3C).

Um estudo anterior demonstrou que a sindrome hiperinflamatoéria associada a
COVID-19 (cHIS) pode ser estratificada de acordo com critérios clinicos
caracteristicos do quadro hiperinflamatério, definindo uma escala de classificacédo
crescente de hiperinflamacéao e pior prognostico variando de 0 a 6 (WEBB et al., 2020).
De forma similar ao que observamos anteriormente, 0s pacientes que apresentavam
valores de cHIS maiores ou iguais a 2 (pacientes hiperinflamados) também
apresentam maiores niveis de IL-6 em relagdo aos que apresentam cHIS 0-1
(pacientes nao hiperinflamados) (fig. 3D). De forma similar, observamos que os niveis
séricos de IL-18 também estavam aumentados nos grupos de pior prognastico clinico
(fig. 3E - H). Isso nos sugere uma caracterizacdo de que 0s pacientes com pior

progndstico apresentam elevado grau de inflamacé&o.
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Figura 3. Os niveis séricos de IL-6 e IL-18 estdo elevados nos pacientes de
COVID-19 que apresentam pior prognaostico clinico. (A) Estratificacdo dos niveis
séricos de IL-6 (A-D) e IL-18 (E-H) em pacientes de COVID-19 da coorte 1 de acordo
com gravidade (A, E), necessidade de ventilacdo mecanica (B, F), sobrevivéncia (C,
G) e grau de hiperinflamagé&o (n&o hiperinflamados [Non Infl] e hiperinflamados [Hyp
Infl]) (D, H). Dados referentes a dosagem das citocinas por ELISA e estdo expressos
em boxplot com valores de mediana e intervalos interquartis. Foram considerados
significativos valores de p < 0,05.

Uma vez realizada essa caracterizagao inicial da coorte 1, prosseguimos com
a avaliacdo do potencial de sCD163 como biomarcador associado a gravidade de
COVID-19. Nessa analise, observamos um aumento significativo dos niveis séricos
de sCD163 nos grupos de pacientes com pior progndstico clinico: aumento nos
pacientes graves (fig. 4A), nos pacientes que precisaram de ventilagdo mecanica (fig.
4B) e nos pacientes que vieram a oObito (fig. 4C). Dessa forma, os dados indicam que

sCD163 possa atuar como um marcador associado a gravidade de COVID-19.

Adicionalmente, analisamos se os niveis séricos de sCD163 estédo associados
com a presenca de hiperinflamac&o nos pacientes da coorte 1. Observamos que 0s
pacientes hiperinflamados também apresentam maiores niveis de sCD163 em relacao
aos pacientes nao hiperinflamados (fig. 4D). Ao subdividir os grupos de pacientes
hiperinflamados e n&o hiperinflamados por sobrevivéncia, foi observado que o
aumento dos niveis de sCD163 se da especificamente nos pacientes hiperinflamados
gue vieram a 6bito, mas nao ha diferenca entre esses subgrupos quando avaliamos
0s pacientes nao hiperinflamamados (fig. 4E). Dessa forma, esses dados indicam o

38



potencial de sCD163 como biomarcador associado a gravidade em quadros
hiperinflamatorios de COVID-19.
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Figura 4. Os niveis séricos de sCD163 estdo elevados nos pacientes de COVID-
19 que apresentam pior progndstico clinico. Estratificacdo dos niveis séricos de
sCD163 em pacientes de COVID-19 da coorte 1 de acordo com gravidade (A),
necessidade de ventilagdo mecénica (B), sobrevivéncia (C), grau de hiperinflamacéao
(ndo hiperinflamados [Non Infl] e hiperinflamados [Hyp Infl]) (D) e grau de
hiperinflamacé&o por sobrevivéncia (E). Dados referentes a dosagem de sCD163 por
ELISA e estdo expressos em boxplot com valores de mediana e intervalos interquartis.
Foram considerados significativos valores de p < 0,05.

A associacao observada entre os niveis séricos de sCD163 no dia da admissao
hospitalar com pior prognadstico clinico sugere que essa molécula seja capaz de atuar
como biomarcador prognéstico associado a gravidade nos pacientes de COVID-19.
Diante disso, buscamos validar esse potencial como biomarcador prognéstico. Para
isso, avaliamos o valor prognostico do sCD163 por curva de ROC para os diferentes
desfechos clinicos previamente avaliados. Observamos que 0s niveis séricos de
sCD163 foram capazes de distinguir de maneira satisfatéria os pacientes graves (Fig.
5A) com valor de cut-off de 762,0 ng/mL. Também obtemos que sCD163 distingue os

pacientes que precisaram de ventilacdo mecanica (Fig. 5B) com valor de cut-off de
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1174,0 ng/mL e os que vieram a oObito (Fig. 5C) com valor de cut-off de 961,5 ng/mL.
Em todos esses casos, as curvas ROC apresentaram valores de AUC maiores que o
necessario para serem considerados relevantes clinicamente (AUC > 0,5).
Adicionalmente, também avaliamos se sCD163 distingue os pacientes classificados
como hiperinflamados quanto a sobrevivéncia, dada a associa¢géo observada na fig.
4E. Obtivemos que o0 sCD163 sérico também foi capaz de distinguir os sobreviventes
dos nao-sobreviventes nos pacientes hiperinflamados de COVID-19 (Fig. 5D), com
valor de cut-off de 1650,0 ng/mL. Dessa forma, os resultados demonstram que o0s
niveis séricos de sCD163 podem ser utilizados como potencial biomarcador preditivo
de gravidade em pacientes hiperinflamados de COVID-19.
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Figura 5. sCD163 é capaz de distinguir pacientes de COVID-19 que apresentam
pior progndstico clinico. Curva de Caracteristica de Operacdo do Receptor (ROC)
dos niveis séricos de sCD163 de pacientes de COVID-19 da coorte 1 para predizer
gravidade (A), necessidade de ventilacdo mecéanica (B), sobrevivéncia (C) e
sobrevivéncia em pacientes hiperinflamados (D). Dados apresentados em gréficos
com a taxa de verdadeiro positivo (sensibilidade) no eixo y e a taxa de verdadeiro
negativo (100% - especificidade) no eixo x. Em cada grafico é indicado o valor da area
abaixo da curva (AUC), intervalo de confianca (CI) de 95%, p, valor de limiar de cada
predicdo (cut-off) e respectivos valores de sensibilidade (Se), especificidade (Sp)
previsto com base nesse valor. Os valores de limiar escolhidos foram aqueles que
apresentavam maior valor da soma da sensibilidade e especificidade para cada
predicao.

Os pacientes da COVID-19 apresentam caracteristicas associadas a
sindromes hiperinflamatorias, como hipercitocinemia, elevacdo de marcadores
laboratoriais associados a inflamacao e disfuncdo imune (GUSTINE; JONES, 2021,
MERAD; MARTIN, 2020). Nés observamos que sCD163 sérico esta aumentado em
pacientes de COVID-19 hiperinflamados sugerindo uma associagao de sCD163 com
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hiperinflamac&o. Visto essa potencial relacdo, buscamos entéo correlacionar os niveis
séricos de sCD163 com diferentes marcadores laboratoriais e citocinas associadas a

guadros inflamatorios.

Para isso, geramos duas matrizes de correlagdo a partir dos valores de
coeficiente de Spearman na qual estédo indicadas apenas as interacoes significativas
(p < 0,05). A primeira matriz de correlagdo apresenta as potenciais interacoes entre
sCD163, citocinas associadas a inflamacg&o e marcadores associados a ativagdo do
inflamassoma (fig. 6A). A segunda matriz foca nas potenciais interacbes com
marcadores laboratoriais associados a inflamacédo corriqueiramente analisados em
contextos hiperinflamatérios (fig. 6B). Foi possivel observar correlacdo significativa
entre sCD163 e dois marcadores: LDH (fig. 6B e 6C) e IL-6 (fig. 6A e 6D). No entanto,
vale destacar que ndo houve correlacéo significativa entre sCD163 e a citocina IL-18,
associada a ativacdo do inflamassoma (fig. 6A e 6E). Concordando com esse ultimo
resultado, também nédo observamos associacao entre 0s niveis séricos de sCD163 e
a forma clivada de caspase-1, Casplp20, um indicador da sua ativacéo (fig. 6A)
(RODRIGUES et al., 2021).

Uma vez que ha diferencas entre os pacientes com COVID-19 quanto ao grau
de inflamacao, buscamos aprofundar a caracterizacdo das associacfes entre sCD163,
IL-6, LDH e IL-18. Para isso, avaliamos a correlacdo com sCD163 nos pacientes
hiperinflamados ou nos pacientes ndo hiperinflamados. Pudemos observar que nao
houve correlacdo entre os niveis de sCD163 e LDH especifica em nenhum dos dois
subgrupos analisados (fig. 6F). Por outro lado, observamos que a relagao significativa
entre sCD163 e IL-6 se manteve apenas entre 0s pacientes hiperinflamados, mas néao
entre os pacientes nao hiperinflamados (fig. 6G). Em relacdo a IL-18, apesar da
auséncia de associagcdo com sCD163, observamos que existe uma correlagéo
significativa entre os niveis de sCD163 e IL-18 analisando-se apenas 0s pacientes
hiperinflamados (fig. 6H). Assim, os dados sugerem uma associacao entre sCD163 e

citocinas inflamatdérias entre os pacientes hiperinflamados de COVID-19.

41



]
@ 5 5, 2 9 L, B o® £ £ "
1 zZ I 1 1 T © 1 o a T = @
A 2 £ 2 2 2 =2 o = B E z o E.’ B
. . -
& &8 &8 & 8 8 8 % » o m » 5 ¥ g
1 o ° 9 o z a I ,
log sCD163 *
08 log sCD163 *
0.8
log IL-1B NA  NA 06
logCRP| * * * 0.6
log TNFa| % NA  NA 0.4 04
0.2 log D-Dimer| % - *
log IL-8 * NA  NA ' 0.2
& log LDH | % )
log IL-10 NA  NA 9
0.2 - 02
log IL-12 NA  NA 0.4 log Ferritin *
) 0.4
logIL-6| % | * 06 NLR 0
0.8
log Casp1 Platelets 08
-1

C D. E

.
R=0.21, p=0.0087

S

R=0.15p=013

w
I
.
w
o,

R=015,p=0.047
.

w
)
w
o

N

)
@

Log10 LDH (U/L)
N
e

Log10 IL-6 (pg/mL)

o

Log10 IL-18 (pg/mL)

)
Y

r

o

o o
2.0 25 3.0 35 4.0 20 25 .0 3.5 4.0 2.0 25 3. 3. 4.0
Log10 sCD163 (ng/mL) Log10 sCD163 (ng/mL) Log10 sCD163 (ng/mL)

_n
@
I

=& Non Infl 5 Hyp Infl =& Non Infl &= Hyp Infl =& Non Infl 5 Hyp Infl
R=029,p=003
36| R=0.15p=013 : R=02,p=00344 ’ R= omp =036 B
R=0.12,p=0.35 N R=-0014,p=092 * & * % RERRY 4
A “e, :“.:‘;. in.:.* N

w
o

[

=)

Log10 LDH (U/L)
Log10 IL-6 (pg/mL)

Log10 IL-18 (pgimL)
&
v
!
»
<

I
[
N
o
»

. . & G
20 25 3.0 a5 20 25 30 35 20 25 3.0 35
Log10 sCD163 (ng/mL) Log10 sCD163 (ng/mL) Log10 sCD163 (ng/mL)

Figura 6. Os niveis séricos de sCD163 se correlacionam com marcadores
laboratoriais e citocinas associadas a quadros inflamatérios. Matrizes de
correlacdo entre os niveis séricos de sCD163 em pacientes de COVID-19 da coorte
1, citocinas (IL-1B, TNFa, IL-8, IL-10, IL-12, IL-6 e IL-18) e produto da ativacdo do
inflamassoma (Casplp20) (A) e IL-12) e marcadores laboratoriais associados a
inflamacé&o (Proteina C reativa [CRP], Dimero D [D-Dimer], Lactato Desidrogenase
[LDH], Ferritina, Raz&o Neutrofilo-Linfécito [NLR], Plaquetas e Hemoglobina [Hb]) (B).
Correlacdo dos niveis séricos de sCD163 com os niveis sérios de LDH (C,F), IL-6
(D,G) e IL-18 (E-H) nos pacientes COVID-19 como um todo (C-E) e estratificados por
grau de hiperinflamacéo (F-H). A,B: Dados referentes aos valores de R (coeficiente de
regressao linear de Spearman) representados pela variacdo de cores como indicado
na legenda, relacdes significativas assinaladas com asterisco (p < 0.05). C-H: Dados
referentes a dosagem por ELISA dos niveis séricos de sCD163 em log10 no eixo x e
niveis séricos de LDH, IL-6 ou IL-18 em log10 no eixo y apresentados como pontos
individuais no plano cartesiano da correlacdo, reta da regressédo linear e area do
intervalo de confiangca de 95%. S&o indicados os valores de R e de p da relacdo
analisada.
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12.2 Pacientes com altos niveis de sCD163 podem n&o ser responsivos a

modulacao do inflamassoma pelo tratamento com colchicina

A infeccdo de SARS-CoV-2 é capaz de induzir uma marcada resposta
inflamatodria que induz, entre outros fendmenos, a ativacdo do inflamassoma de
NLRP3. O inflamassoma de NLPR3 ativo induz a clivagem de caspase-1 e morte
celular piroptética, processo responsavel pela maturagdo e secrecgéo,
respectivamente, das citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-18. De forma importante, a
ativacao excessiva de inflamassoma esta associada a piora clinica do paciente e a
hiperinflamacéo (PAN et al., 2021; RODRIGUES et al., 2021; SEFIK et al., 2022).
Diante da relevancia do inflamassoma no contexto de COVID-19, foram propostos
tratamentos capazes de modular o inflamassoma com intuito de gerar melhora clinica
no quadro do paciente, sendo um deles o tratamento com colchicina (POTERE et al.,
2022). Um recente ensaio clinico randomizado, duplo cego, controlado com placebo
avaliou o efeito da administracdo de colchicina nas manifestagfes clinicas em
pacientes com COVID-19. A administracdo de colchicina foi capaz de reduzir o tempo
de hospitalizacdo e o tempo de necessidade de suplementacdo de oxigénio nos
pacientes com COVID-19 (LOPES et al., 2021).

Diante dos efeitos positivos observados no tratamento com colchicina nos
pacientes com COVID-19 e da associa¢ao do sCD163 com quadros hiperinflamatorios
de COVID-19, buscamos avaliar se 0s niveis séricos de sCD163 poderiam predizer
guais pacientes de COVID-19 iriam se beneficiar do tratamento com colchicina. Para
isso, dosamos o0s niveis séricos de sCD163 na admissdo e ao longo do tempo de
hospitalizagdo de uma segunda coorte composta por 103 pacientes de COVID-19 que
participaram do ensaio clinico RBR-8jyhxh. Esses participantes do ensaio clinico
receberam, além do tratamento padrdo vigente para COVID-19, colchicina ou do

placebo.
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Figura 7. Os niveis séricos de sCD163 na coorte 2 sdo afetados pelo tratamento
com colchicina. Estratificacdo dos niveis séricos de sCD163 em pacientes de
COVID-19 da coorte 2 de acordo com o sexo (A) e com a idade (B). Correlacédo dos
niveis séricos de sCD163 com dia sintomatico na admissdo hospitalar (C).
Estratificacdo dos niveis séricos de sCD163 em pacientes de COVID-19 da coorte 2
de acordo com o acumulo de comorbidades (D). Correlagdo dos niveis séricos de
sCD163 com indice de massa corporal (BMI) (E). Estratificacdo dos niveis séricos de
sCD163 em pacientes de COVID-19 da coorte 2 de acordo com tratamento com
colchicina (F). Avaliacéo longitudinal dos niveis séricos de sCD163 no dia de admisséo
hospitalar (DO) e no terceiro dia de tratamento (D3) em pacientes de COVID-19
tratados com placebo (G) ou colchicina (H). (A, B, D e F) Dados referentes a dosagem
de sCD163 por ELISA e estdo expressos em boxplot com valores de mediana e
intervalos interquartis. (D e F) Dados referentes ao dia sintomatico na admisséao
hospitalar e ao BMI no eixo y, respectivamente, e a dosagem por ELISA dos niveis
séricos de sCD163 em logio no eixo x apresentados como pontos individuais no plano
cartesiano da correlacao, reta da regressao linear e area do intervalo de confianga de
95%, sendo indicados os valores de R (coeficiente de regressao linear) e de p. (G-H)
Dados referentes a quantificacdo por ELISA dos niveis de sCD163 em DO e D3; cada
par de pontos representa um paciente. Foram considerados significativos valores de
p < 0,05.

Inicialmente, realizamos uma caracterizagcéo geral da coorte 2 para avaliar se
haveria algum efeito dos fatores epidemiolégicos associados ao maior risco de

gravidade em COVID-19 nos niveis de sCD163. Observamos que n&o havia diferenca
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nos niveis de sCD163 no dia da admissao hospitalar dependentes do sexo (fig. 7A),
da idade avancada dos pacientes (fig. 7B) ou do dia sintomatico da doenca (fig. 7C).
No entanto, observamos que o0s niveis de sCD163 estavam aumentados nos
pacientes que apresentam 2 ou mais comorbidades, em relacdo aos que apresentam
até uma comorbidade (fig. 7D). Visto que a obesidade esta associada ao maior risco
de gravidade em COVID-19, avaliamos entdo a associagdo entre o indice de massa
corporal (BMI) dos pacientes e os niveis séricos de sCD163. A partir dessa analise,
observamos que existe uma correlacéo positiva significativa entre BMI e sCD163 (fig.

7E), sugerindo que os pacientes obesos apresentam maiores niveis de sCD163.

Seguindo na caracterizacao da coorte, avaliamos se o tratamento de colchicina
influencia os niveis de sCD163. Para isso, checamos os niveis séricos de sCD163 no
dia da admissao hospitalar, ou seja, antes de iniciar os tratamentos dos grupos que
seriam tratados com colchicina em relagcdo aos que seriam tratados com placebo.
Observamos que nédo houve diferenga significativa entre esses dois grupos (fig. 7F).
A partir dessa andlise, avaliamos entdo os niveis de sCD163 apds 3 dias de
administragcdo dos respectivos tratamentos. Observamos, nesse caso, que 0S
pacientes tratados com colchicina apresentaram aumento nos niveis séricos de
sCD163 no terceiro dia de tratamento, 0 que ndo aconteceu nos que foram tratados
com placebo (fig. 7G). Os dados apresentados sugerem que os niveis de sCD163 na
coorte 2 sao influenciados pelas comorbidades dos pacientes e indicam que o

tratamento com colchicina afeta os niveis de sCD163.

Uma vez que nossos achados indicaram que sCD163 pode atuar como
indicador de gravidade associada a hiperinflamacdo em COVID-19, avaliamos se os
niveis séricos de sCD163 predizem quais pacientes tratados com colchicina evoluiriam
para melhor progndéstico. Para isso, checamos o0s niveis de sCD163 no dia de
admissao hospitalar dos pacientes tratados com colchicina e os estratificamos a partir
dos seguintes parametros: gravidade, necessidade de ventilacdo mecanica,
sobrevida, duracdo total da hospitalizacdo e duracdo total da suplementacdo de
oxigénio. Observamos que 0s niveis séricos de sCD163 nao foram capazes de
predizer os pacientes tratados com colchicina que evoluiriam para graves (fig. 8A),
gue precisariam de ventilacdo mecanica (fig. 8B), que iriam a obito (fig. 8C), que
ficaram hospitalizados por 7 dias ou mais (fig. 8D) e que necessitariam de

suplementacao de oxigénio por 5 dias ou mais (fig. 8E).
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Visto a heterogeneidade dos pacientes quanto ao grau de inflamacéo,
avaliamos se o0s niveis de sCD163 seriam capazes de realizar predicbes de
responsividade nos pacientes hiperinflamados. No entanto, de forma similar,
observamos que os niveis de sCD163 ndo foram capazes de predizer os pacientes
hiperinflamados que iriam evoluir para grave (fig. 8F), que ficaram hospitalizados por
7 dias ou mais (fig. 8G) e que necessitariam de suplementacdo de oxigénio por 5 dias
ou mais (fig. 8H). Curiosamente, observamos um aumento nos niveis de sCD163 nos
pacientes nao hiperinflamados que necessitariam de mais de 5 dias de suplementacéao
de oxigénio (fig. 8H). Os resultados apresentados sugerem que sCD163 nao atua
como biomarcador preditivo de evolugdo para melhor prognostico de pacientes

tratados com colchicina.
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Figura 8. Os niveis séricos de sCD163 na admissao hospitalar ndo predizem a
resposta ao tratamento com colchicina. Estratificagdo dos niveis séricos de
sCD163 no dia da admiss&o hospitalar em pacientes de COVID-19 da coorte 2 que
foram tratados com colchicina de acordo com gravidade (A), necessidade de
ventilacdo mecanica (B), sobrevivéncia (C), duracédo total da hospitalizacdo (D),
duracdo total da suplementacdo de oxigénio (E), e grau de hiperinflamacdo por
gravidade (F), duracéo total da hospitalizacdo (G) e duragéo total da suplementacao
de oxigénio (H). Dados referentes a dosagem de sCD163 por ELISA e estdo expressos
em boxplot com valores de mediana e intervalos interquartis. Foram considerados
significativos valores de p < 0,05.

De forma importante, o tratamento com colchicina por 3 dias foi capaz de reduzir
0s niveis séricos de IL-18 e Casplp20 em pacientes de COVID-19 dessa mesma
coorte (AMARAL et al., 2023 [dados ndo publicados]). Visto a relevancia desses
substratos da ativacao do inflamassoma de NLRP3 na gravidade de COVID-19 e a

correlagdo de sCD163 e IL-18 em pacientes hiperinflamados (fig. 6H), avaliamos se
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0s niveis de sCD163 no momento da admissao hospitalar seriam capazes de indicar

em quais pacientes o tratamento de colchicina reduziria os niveis séricos de IL-18.

Realizamos uma estratificacao prévia dos pacientes em dois grupos com base
nos niveis de sCD163 a partir do valor de cutoff gerado na analise da curva ROC de
gravidade (fig. 5A). Dessa forma, os pacientes que apresentavam niveis de sCD163
inferiores a 762,0 ng/mL foram designados como “Low sCD163”, enquanto os que
apresentam niveis acima desse valor foram designados como “High sCD163”. Nessa
analise, os pacientes com baixos niveis de sCD163 apresentaram reducao dos niveis
de IL-18 apds 3 dias de tratamento com colchicina (fig. 9A). No entanto, nos pacientes
com altos niveis de sCD163 ndo houve reducdo dos niveis séricos de IL-18 em
resposta ao tratamento com colchicina (fig. 9A). Também avaliamos se sCD163 seria
capaz de predizer a reducéo dos niveis de Casplp20 em resposta ao tratamento com
colchicina. Concordando com os resultados demonstrados na fig. 6A, a reducao dos
niveis de Casp1p20 ocorre tanto nos pacientes com altos niveis de sCD163 como nos
de baixos niveis (fig. 9B). Portanto, os dados sugerem que os niveis de sCD163
podem indicar quais pacientes apresentardo reducdo de IL-18 mediante tratamento

com colchicina.
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Figura 9. A reducdo dos niveis de IL-18 apés tratamento com colchicina pode
ser predito pelos niveis sCD163. Avaliacao longitudinal dos niveis séricos de IL-18
(A) e Casplp20 (B) no DO e no D3 em pacientes de COVID-19 tratados com colchicina
estratificados por baixos niveis de sCD163 (Low sCD163) ou altos niveis de sCD163
(High sCD163). Dados referentes a quantificacdo por ELISA dos niveis de IL-18 e
Casplp20 em DO e D3; cada par de pontos representa um paciente. Foram
considerados significativos valores de p < 0,05.

48



Discussao

49



13 DISCUSSAO

O carater inflamatério das manifestagcbes graves da COVID-19 tem sido
extensivamente descrito. Nesse contexto, se destaca a disfuncdo imune associada a
desregulacbes no complexo mieloide que contribui para o quadro hiperinflamatério
observado (GUSTINE; JONES, 2021; LAMERS; HAAGMANS, 2022; MERAD;
MARTIN, 2020; SCHULTE-SCHREPPING et al., 2020; SILVIN et al., 2020). Em
sindromes hiperinflamatérias associadas a ativacdo exacerbada de macrofagos e
mondcitos, sdo observados altos niveis de sCD163 que se associam com a gravidade
da patologia. Dessa forma, sCD163 tem sido proposto como um biomarcador
associado a gravidade em que ha hiperativacdo de macréfagos e mondcitos, inclusive
em contextos de infeccdes virais (AB-RAHMAN et al., 2016; COLAFRANCESCO et
al., 2014; KNUDSEN et al., 2016; MCELROY et al., 2019).

Nosso estudo demonstrou que o sCD163 pode atuar como biomarcador
prognostico da gravidade em COVID-19. De forma importante, nossos resultados
apontam que sCD163 é capaz de discriminar dentre os pacientes hiperinflamatérios
agueles com pior prognoéstico clinico.. Especificamente, nossos dados sugerem que
0s niveis de sCD163 séo capazes de diferenciar os pacientes ndo-sobreviventes dos
sobreviventes, apontando que sCD163 € potencialmente um biomarcador prognostico
para discriminar pacientes em que a gravidade estd associada a desregulacédo da

resposta imune inata.

Alguns estudos recentes também descreveram um aumento nos niveis de
sCD163 em pacientes de COVID-19 (CHORENO-PARRA et al., 2021; GOMEZ-RIAL
et al., 2020; MOSTAFA et al., 2022). Além disso, ja ha evidéncia corroborando que os
niveis seéricos de sCD163 sdo diretamente associados a gravidade da doenca
((ABERS et al., 2021; CARDELLI et al., 2022; HARA et al., 2022a, 2022b; MAROCCO
et al., 2022; NALBANT et al., 2022; RAJAMANICKAM et al., 2021; ZINGAROPOLI et
al., 2021). No entanto, o nosso estudo foi o primeiro a apresentar em uma grande
coorte de pacientes a capacidade do sCD163 de distinguir os pacientes
hiperinflamados, e ainda diferenciar - dentre esse subgrupo - aqueles que evoluiram
a obito.
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Além disso, corroborando com sua associagao a inflamacgéo exacerbada, nés
encontramos uma correlagéo significativa entre sCD163 com 0s niveis séricos de IL-
6 e LDH, marcadores inflamatorios também associadas a gravidade de COVID-19
(CHEN et al.,, 2020; MCGONAGLE et al., 2020; RODRIGUES et al., 2021).
Adicionalmente, observamos associa¢céo de sCD163 com IL-6 e IL-18 especificamente
nos pacientes hiperinflamados. A correlacédo de sCD163 com marcadores laboratoriais
associados a inflamacéo ja foi observada em outras sindromes hiperinflamatorias
(COLAFRANCESCO et al., 2014). De forma similar, outros estudos ja apontavam a
correlagdo de sCD163 com IL-6 (ZINGAROPOLI et al., 2021) e com LDH (HARA et
al., 2022). Um estudo prévio apontou a auséncia de correlacdo dos niveis séricos de
sCD163 com IL-18 para os pacientes de COVID-19 (VOLFOVITCH et al., 2022).
Porém esses estudos ndo se aprofundaram na caracterizacao da hiperinflamacao nos
pacientes de COVID-19, reforcando o caréater inédito do nosso estudo. Esses dados
reforcam a relevancia do contexto imune na caracterizagéo dos pacientes de COVID-
19 e que a hiperinflamacao e biomarcadores a ela associados devem ser levados em

conta na definicdo das estratégias terapéuticas.

Uma maior proporcdo de mondcitos CD163+ é encontrada em sindromes
hiperinflamatorias (CUI et al., 2019). NOs e outros observamos que 0s pacientes de
COVID-19 apresentam esse aumento da expressdo de CD163 em mondcitos
(TROMBETTA et al.,, 2021). Andlises de single-cell RNA-seq sugerem um perfil
disfuncional nos mondcitos CD163+ circulantes de pacientes com COVID-19
(SCHULTE-SCHREPPING et al., 2020). De forma importante, estudos mais recentes
tém proposto que o acumulo de macréfagos derivados de mondcitos com alta
expressao de CD163 adquirem um fenétipo profibrético em quadros de SDRA em
COVID-19 (WENDISCH et al., 2021). Essas evidéncias séo corroboradas in vitro em
modelo de infeccdo de mondcitos com SARS-CoV-2 e inducdo de um programa

genético profibrético nessas células (WENDISCH et al., 2021).

Outro achado associado a disfuncdo da imunidade inata em sindromes
hiperinflamatérias é a presenca de hemofagocitose na medula 6ssea (GUSTINE;
JONES, 2021). Estudos recentes identificaram a ocorréncia desse evento histologico
na medula éssea de pacientes de COVID-19 (BRYCE et al., 2021). Em estudo prévio
do nosso grupo, observamos que os pacientes de COVID-19 com altos niveis de

CD163 na superficie dos monocitos também apresentavam esse achado clinico
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(FORTES-ROCHA, 2020), o que corrobora com a proposicao de disfuncdo do

compartimento mieloide em pacientes graves de COVID-19 apresentada na literatura.

No nosso estudo, além de avaliar o potencial prognostico de gravidade de
sCD163 para pacientes com COVID-19, também caracterizamos se sCD163 € um
potencial marcador preditivo da resposta a tratamentos voltados para a modulagéao da
resposta imune. Especificamente, avaliamos a associa¢gdo dos niveis de sCD163 a
resposta ao tratamento com colchicina, um modulador da ativacao de inflamassoma,
como parte de um ensaio clinico randomizado conduzido pelo HC-FMRP (LOPES et
al., 2021). Nossos dados sugerem que sCD163 ndo é capaz de predizer a resposta
dos pacientes tratados com colchicina, independente do seu grau de hiperinflamacg&o.

No entanto, observamos que os niveis séricos de sCD163 puderam discriminar
0s pacientes em que a administracdo de colchicina afetou os niveis séricos de IL-18,
citocina secretada dependente de inflamassoma. Os pacientes com altos niveis de
sCD163 ndo apresentaram reducdo nos niveis de IL-18 apds tratamento com
colchicina, sugerindo que sCD163 possa indicar os pacientes em que potencialmente
o tratamento com colchicina conseguira reduzir a ativagcdo exacerbada o do
inflamassoma. Diversos trabalhos j4 apontavam a relevancia do inflamassoma no
contexto de COVID-19 (PAN et al., 2021; RODRIGUES et al., 2021; SEFIK etal., 2022)
e o carater promissor dos tratamentos que modulam o inflamassoma nesses pacientes
(LOPES et al., 2021; POTERE et al., 2022).

Por fim, nosso trabalho vai ao encontro de estudos prévios que apontam o
potencial de sCD163 como biomarcador preditivo em outras infecgdes virais (LI et al.,
2023). Nesse contexto, 0s niveis séricos de sCD163 ja foram associados a gravidade
de outras doencas em que ha ativacdo do inflamassoma (SILVA et al., 2017,
ZAMBONI; SACKS, 2019). No caso da COVID-19, o potencial preditivo de sCD163 foi
previamente testado no contexto da resposta de pacientes ao tociluzumab, um
anticorpo monoclonal que inibe o receptor de IL-6. Similar ao apresentado em nosso
estudo, também ja foi observado que tratamento de pacientes de COVID-19 com outro
imunomodular, o tociluzumab, afetou os niveis de sCD163 mas néo foi capaz de
diferenciar os pacientes responsivos dos ndo-responsivos ao tratamento, utilizando-
se critérios clinicos como desfecho (MAROCCO et al.,, 2022). Algumas questdes

permanecem em aberto: como os niveis de sCD163 se comportam com relacdo a
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outras variantes de SARS-CoV-2? Existe diferenca em individuos imunizados que
ainda apresentaram sintomas graves? Sera que os niveis de sCD163 séo capazes de

identificar os pacientes que irdo apresentar “COVID longa”?

Algumas limitacdes do nosso estudo estdo associadas ao baixo niamero de
pacientes hiperinflamados em algumas associacfes, o0 que limita as nossas
conclusfes. Apesar de termos avaliado a associacdo entre o dia sintomatico da
doenca e os niveis de sCD163, ndo conseguimos avaliar 0 sSCD163 longitudinalmente.
Essa observacao € importante, uma vez que podem existir variacdes a depender da
gravidade desses pacientes. ao longo ao carater associativo das relacdes observadas
entre 0 sSCD163 e os demais marcadores. Além disso, as andlises estatisticas foram
relacdo foram feitas por pareamentos 2 a 2 em sua maioria. Dessa maneira, ndo foi
possivel levar em consideracdo variaveis de confusdo envolvidas na caracterizacao

dos pacientes e isso limita parcialmente a evidéncia das analises propostas.
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14 CONCLUSAO

Coletivamente, os dados apresentados demonstram que o sCD163 pode
funcionar como um biomarcador progndstico associado a gravidade de COVID-19 e
sugere que seja capaz de discriminar os pacientes hiperinflamados de COVID-19 com
maior risco de mortalidade. No entanto, os niveis séricos de sCD163 ndo foram
capazes de predizer os pacientes de COVID-19 tratados com colchicina. Por outro
lado, nossos dados sugerem gque o sSCD163 pode predizer a reducdo dos niveis de IL-

18 apds tratamento com colchicina.
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