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The imbalance of CD36 and CD14 correlates with acetylcholine levels, lipid mediators
and severity in patients infected with SARS-CoV-2.

El desequilibrio entre CD36 y CD14 se correlaciona con los niveles de acetilcolina, los
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PIMENTEL, V. E. O desbalan¢co de CD36 e CD14 esta correlacionado com os niveis
de acetilcolina, de mediadores lipidicos e com a gravidade em pacientes infectados
com SARS-CoV-2. 2022. 352 f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Em dezembro de 2019 houve a primeira notificagdo oficial acerca de numerosos casos de
um tipo de pneumonia de etiologia desconhecida. Em 31 janeiro de 2020 foi declarado
Estado de Emergéncia de Satide Publica de Importancia Internacional devido a esse novo
agente etioldgico, denominado Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2.
Sob um estado de emergéncia sem precedentes, a comunidade cientifica mundial se de-
brucava nos estudos sobre a COVID-19, especialmente na compreensiao da doenga € no
desenvolvimento vacinal. Sendo assim, esse estudo visa auxiliar no entendimento da do-
enc¢a e avancgo cientifico na area, portanto, o objetivo principal foi avaliar a influéncia da
infeccdo por SARS-COV-2 na expressdo dos correceptores CD14 e CD36 em forma
membranar e solavel. Para isso, foi realizado um estudo observacional, analitico e trans-
versal entre junho e novembro de 2020 com 368 individuos entre 13 e 96 anos, divididos
em grupo controle e positivos para Covid-19. Com isso, foi possivel concluir que os niveis
de CD14 e CD36 membranares diminuem em monocitos de aspirado traqueal de pacien-
tes criticos com Covid-19, mas ndo em outras doengas, além disso, os monoécitos perifé-
ricos expressam de forma inversamente proporcional correceptores CD14 e CD36 con-
forme a gravidade da doenga. Estes achados demonstram que CD14 e CD36 podem ser
melhores estudados como biomarcadores para a COVID-19 e adotados como alvos tera-
péuticos, pois quando atuam simultaneamente, sugerem uma diferenga significativa entre
COVID-19 e outras patologias. Na diferenciac¢do de produto celular, mediadores lipidicos
ou citocinas que influenciam na inflamagao sistémica e pulmonar, foi verificado que a
COVID-19 induz perturbagdes nas vias de biossintese de acidos graxos e leva ao aumento
significativo de acido araquidonico plasmatico livre em pacientes criticos, além de induzir
também o aumento dos niveis de acetilcolina plasmaética e no aspirado traqueal, nesse
sentido, ficou claro a relacao diretamente proporcional da concentracao de ACh em fun-
¢do da COVID-19 grave. Em relagdo aos niveis de citocinas plasmaticas os achados mais
significativos sugeriram que altos niveis de TA de AA, 5-HETE e 12-HETE, foram posi-
tivamente correlacionados com os elevados valores de IMC, enquanto 5-oxo-ETE mos-
traram uma correlag@o positiva com o periodo de hospitalizagdo dos pacientes. Os mond-
citos periféricos também demonstraram variagdo, apresentando que acetilcolina e sCD14
estavam altos na admissdo hospitalar, situagdo grave, critica e 6bito, enquanto tiveram
uma reducdo nos casos de alta hospitalar, contrariamente ao sCD36 que foi indetectavel
nos casos graves e criticos e tiveram um aumento na alta hospitalar.

Palavras-chave: COVID-19. CD14. CD36. Mediadores Lipidicos. Acetilcolina.



ABSTRACT



RESUMO EM
LINGUA INGLESA

ABSTRACT

PIMENTEL, V. E. The imbalance of CD36 and CD14 correlates with acetylcholine
levels, lipid mediators and severity in patients infected with SARS-CoV-2. 2022. 352
f. Master's Thesis - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2023.

In December 2019, there was the first official notification about numerous cases of pneu-
monia of unknown etiology. On January 31, 2020, a State of Public Health Emergency of
International Importance was declared due to this new etiological agent, called Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2. Under an unprecedented state of emergency,
the world scientific community was engaged in studies on COVID-19, especially in un-
derstanding the disease and vaccine development. Therefore, this study aims to aid in the
understanding of the disease and scientific advancement in the area. Therefore, the main
objective was to evaluate the influence of SARS-COV-2 infection on the expression of
CD14 and CD36 in membranous and soluble form. For this, an observational, analytical
and cross-sectional study was carried out between June and November 2020 in 368 indi-
viduals between 13 and 96 years, divided into control and positive group for Covid-19.
With this, it was possible to conclude that the levels of membrane CD14 and CD36 de-
crease in monocytes of tracheal aspirate from critically ill patients with Covid-19, but not
in other diseases, moreover, peripheral monocytes express inversely proportionally cor-
receptors CD14 and CD36 according to the severity of the disease. These findings demon-
strate that CD14 and CD36 may be better studied as biomarkers for COVID-19 and
adopted as therapeutic targets, because when juxtaposed, they suggest a significant dis-
tinction between COVID-19 and other pathologies. In the differentiation of cellular prod-
uct, lipid mediators or cytokines influencing systemic and pulmonary inflammation, it
was found that COVID-19 induces disturbances in fatty acid biosynthesis pathways and
leads to a significant increase of plasma free arachidonic acid in critically ill patients,
besides also inducing an increase of plasma acetylcholine levels and in tracheal aspirate,
in this sense, it was clear the direct proportional relation of ACh concentration as a func-
tion of severe COVID-19. Regarding plasma cytokine levels the most significant findings
suggested that high TA levels of AA, 5-HETE and 12-HETE, were positively correlated
with high BMI values, while 5-oxo-ETE showed a positive correlation with the hospital-
ization period of the patients. Peripheral monocytes also showed variation, showing that
acetylcholine and sCD14 were high at hospital admission, severe, critical situation and
death, while they had a reduction at hospital discharge, contrary to sCD36 that was zero
at severe and critical cases and had an increase at hospital discharge.

Keywords: COVID-19. CD14. CD36. Lipid Mediators. Acetylcholine
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PIMENTEL, V. E. El desequilibrio entre CD36 y CD14 se correlaciona con los niveles
de acetilcolina, los mediadores lipidicos y la gravedad en pacientes infectados por
SARS-CoV-2.2022. 352 f. Tesis de Maestria - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

En diciembre de 2019 se produjo la primera notificacion oficial sobre numerosos casos
de un tipo de neumonia de etiologia desconocida. El 31 de enero de 2020, se declar6 el
Estado de Emergencia de Salud Publica de Importancia Internacional debido a este nuevo
agente etioldgico, denominado Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2.
Bajo un estado de emergencia sin precedentes, la comunidad cientifica mundial se dedico
a realizar estudios sobre el COVID-19, especialmente en la comprension de la enferme-
dad y el desarrollo de vacunas. Por lo tanto, este estudio pretende ayudar a la comprension
de la enfermedad y al avance cientifico en el area, por lo que el objetivo principal fue
evaluar la influencia de la infeccion por SARS-COV-2 en la expresion de CD14 y CD36
en forma membranosa y soluble. Para ello, se realiz6 un estudio observacional, analitico
y transversal entre junio y noviembre de 2020 en 368 individuos de entre 13 y 96 afios,
siendo divididos en grupo control y positivo para Covid-19. Con ello, se pudo concluir
que los niveles de CD14 y CD36 de membrana disminuyen en los monocitos del aspirado
traqueal de pacientes criticos con Covid-19, pero no en otras enfermedades, ademas, los
monocitos periféricos expresan de forma inversamente proporcional los correceptores
CDI14 y CD36 segun la gravedad de la enfermedad. Estos hallazgos demuestran que
CD14 y CD36 pueden ser mejor estudiados como biomarcadores de COVID-19 y adop-
tados como objetivos terapéuticos, ya que cuando se yuxtaponen, sugieren una distincion
significativa entre COVID-19 y otras patologias. En la diferenciacion del producto celu-
lar, mediadores lipidicos o citoquinas que influyen en la inflamacion sistémica y pulmo-
nar, se encontr6é que COVID-19 induce alteraciones en las vias de biosintesis de los acidos
grasos y conduce a un aumento significativo del acido araquiddnico libre en plasma en
los pacientes criticos, ademas de inducir también un aumento de los niveles de acetilco-
lina en plasma y en el aspirado traqueal, en este sentido, quedo clara la relacion directa-
mente proporcional de la concentraciéon de ACh en funcion de COVID-19 grave. En
cuanto a los niveles de citoquinas en plasma, los hallazgos mas significativos sugieren
que los niveles elevados de AT de AA, 5S-HETE y 12-HETE, se correlacionaron positiva-
mente con los valores elevados de IMC, mientras que la 5-oxo-ETE mostr6 una correla-
cion positiva con el periodo de hospitalizacion de los pacientes. Los monocitos periféricos
también mostraron variacion, mostrando que la acetilcolina y la sCD14 eran elevadas en
el ingreso hospitalario, en la situacion grave, en la critica y en la muerte, mientras que
tenian una reduccion en el alta hospitalaria, al contrario que la sCD36 que era nula en los
casos graves y criticos y tenia un aumento en el alta hospitalaria.

Palabras-clave: COVID-19. CD14. CD36. Mediadores lipidicos. Acetilcolina
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PIMENTEL, V. E. Le déséquilibre entre CD36 et CD14 est en corrélation avec les
taux d'acétylcholine, les médiateurs lipidiques et la gravité de la maladie chez les
patients infectés par le SRAS-CoV-2. 352 f. Theése de maitrise - Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

En décembre 2019 a eu lieu la premiere notification officielle concernant de nombreux
cas d'un type de pneumonie d'étiologie inconnue. Le 31 janvier 2020, un état d'urgence
de santé publique d'importance internationale a été déclaré en raison de ce nouvel agent
¢étiologique, appelé Coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere. Dans le cadre
d'un état d'urgence sans précédent, la communauté scientifique mondiale s'est engagée
dans des études sur le COVID-19, notamment dans la compréhension de la maladie et le
développement de vaccins. L'objectif principal était donc d'évaluer l'influence de 1'infec-
tion par le SRAS-COV-2 sur l'expression du CD14 et du CD36 sous forme membranaire
et soluble. Pour cela, une étude observationnelle, analytique et transversale a été réalisée
entre juin et novembre 2020 aupres de 368 individus agés de 13 a 96 ans, divisés en
groupe témoin et groupe positif pour Covid-19. Avec cela, il a été possible de conclure
que les niveaux de membrane CD14 et CD36 diminuent dans les monocytes de 1'aspirat
trachéal des patients gravement malades avec Covid-19, mais pas dans d'autres maladies,
de plus, les monocytes périphériques expriment inversement proportionnellement les co-
récepteurs CD14 et CD36 selon la sévérité de la maladie. Ces résultats montrent que le
CD14 et le CD36 pourraient étre mieux étudiés en tant que biomarqueurs du COVID-19
et adoptés comme cibles thérapeutiques, car lorsqu'ils sont juxtaposés, ils suggerent une
distinction significative entre le COVID-19 et d'autres pathologies. Dans la différencia-
tion des produits cellulaires, des médiateurs lipidiques ou des cytokines influengant 1'in-
flammation systémique et pulmonaire, on a constaté que le COVID-19 induit des pertur-
bations dans les voies de biosynthése des acides gras et entraine une augmentation signi-
ficative de I'acide arachidonique libre dans le plasma chez les patients gravement mala-
des, en plus d'induire également une augmentation des niveaux d'acétylcholine dans le
plasma et dans l'aspirat trachéal, dans ce sens, il était clair que la relation proportionnelle
directe de la concentration d'ACh en fonction du COVID-19 séveére. En ce qui concerne
les taux de cytokines plasmatiques, les résultats les plus significatifs suggerent que des
taux élevés d'AA, de 5S-HETE et de 12-HETE sont positivement corrélés avec des valeurs
¢levées d'IMC, tandis que le 5-oxo-ETE a montré une corrélation positive avec la période
d'hospitalisation des patients. Les monocytes périphériques ont également présenté des
variations, montrant que l'acétylcholine et les sSCD14 étaient élevés a 1'admission a I'ho-
pital, dans les cas graves, dans la situation critique et au moment du déces, alors qu'ils
avaient une réduction a la sortie de 1'hopital, contrairement aux sCD36 qui étaient nuls
dans les cas graves et critiques et avaient une augmentation a la sortie de 1'hopital.

Mots clés: COVID-19. CD14. CD36. Médiateurs lipidiques. Acétylcholine
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INTRODUCAO

“A esperanca tem duas filhas lindas, a indignacio e
a coragem; a indignacio nos ensina a ndo aceitar as
coisas como estdo; a coragem, a muda-las”.

(Aurélio Agostinho de Hipona)
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1.1.Historico

No inicio de nossos trabalhos, e da escrita desta monografia, em 03 de maio de
2020, o Brasil apresentava 101.147 contaminados e 7.025 mortos ' [grifo nosso].

Este século viu a disseminacdo global de dois coronavirus anteriormente desco-
nhecidos. Em novembro de 2002, o primeiro caso conhecido de Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SARS %), ocorreu em Foshan, China [1]. Novos casos surgiram na China
continental ¢, em fevereiro de 2003, mais de 300 casos foram relatados, cerca de um tergo
dos quais em profissionais de satde [1]. Individuos que foram infectados e posteriormente
viajaram, espalharam o surto para Hong Kong [2] e de 14 para o Vietna, Canad4 e varios
outros paises [3].

Em marco de 2003, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu uma
rede de laboratorios para determinar o agente causador da SARS. Um esfor¢o global no-
tavel levou a identificacdo do Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SARS-CoV %), no inicio de abril daquele ano [4]-[6]. Em julho de 2003 e apés um total
de 8.096 casos notificados, incluindo 774 mortes em 27 paises [7], ndo foram detectadas
mais infec¢oes e a pandemia de SARS foi declarada encerrada. Cinco casos adicionais de
SARS, resultantes de transmissao zoonoética, ocorreram em dezembro de 2003 a janeiro
de 2004 [8], mas nenhum caso humano de SARS foi detectado desde entdo. Medidas de
controle de infec¢do, em vez de intervencdes médicas, acabaram com a pandemia de
SARS. No entanto, alguns virus semelhantes ao SARS-CoV encontrados em morcegos
demonstraram, em meados da década passada, serem capazes de infectar células humanas
sem adapta¢do prévia [9], [10], indicando, desde 2013, que a SARS poderia ressurgir.

Em junho de 2012, 10 anos apds o primeiro surgimento do SARS-CoV, um ho-
mem na Arabia Saudita morreu de pneumonia aguda e insuficiéncia renal. Um novo co-
ronavirus, o Coronavirus da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV ),
foi isolado de seu escarro [11]. Um conjunto de casos de doenga respiratdria grave ocor-

reu em abril de 2012 em um hospital na Jordania e foi diagnosticado retrospectivamente

13 G1 (Sdo Paulo) Brasil tem 7.025 mortes e 101.147 casos confirmados por coronavirus, diz ministé-
rio. Pais registrou 275 mortes a mais nas Gltimas 24 horas. Disponivel em: https://gl.globo.com/bemes-
tar/coronavirus/noticia/2020/05/03/brasil-tem-7025-mortes-e-101147-casos-confirmados-por-coronavi-
rus-diz-ministerio.ghtml. Acesso em: 20 maio 2020.

14 Do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome;

15 Do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus;

16 Do inglés, Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus;
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como Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS'") (Hijawi et al., 2013), e um
conjunto de trés casos de MERS no Reino Unido foi identificado em setembro de 2012
[12]. O MERS-CoV continuou a surgir e se espalhar para paises fora da Peninsula Arabica
como resultado de viagens de pessoas infectadas; muitas vezes, esses casos importados
de MERS resultaram em transmissao nosocomial. Em maio de 2015, uma tnica pessoa
retornando do Oriente Médio iniciou um surto hospitalar de MERS na Coreia do Sul que
envolveu 16 hospitais e 186 pacientes [13]. Até 26 de abril de 2016, havia 1.728 casos
confirmados de MERS, incluindo 624 mortes em 27 paises [14].

Em 31 de dezembro de 2019, houve a primeira notificagdo oficial a OMS acerca
de numerosos casos de um tipo de pneumonia de etiologia desconhecida, na cidade de
Wuhan, China [15]. Em 31 de janeiro de 2020 a OMS declarou Estado de Emergéncia de
Saude Publica de Importincia Internacional [16], e imediatamente apontado o agente eti-
oldgico como sendo um B-Coronavirus, diferentemente daqueles que ocasionaram os sur-
tos de SARS e MERS. Este novo agente etioldgico, foi denominado Coronavirus da Sin-
drome Respiratéria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2'®). Em fevereiro de 2020 a OMS no-
meou a sindrome como Doenga do Coronavirus 2019 (COVID-19'%) [17].

Apesar dos esfor¢cos em conter a doenga em 11 de margo de 2020 a OMS declarou
Estado Pandémico para a COVID-19, em um quadro com mais de 118.000 casos em 114
paises e mais de 4.000 mortes decorrentes da doenca [18]. Em poucos dias a Europa se
tornou o epicentro da pandemia [19], seguido da explosao de casos nos Estados Unidos,
sendo a cidade de Nova York o centro dos casos no pais. Enquanto isso a epidemia se
espalhou por paises da América Latina, incluindo o Brasil [20].

No Brasil, em 3 de fevereiro de 2020 foi declarado Estado de Emergéncia em
Satde Publica de Importancia Nacional (ESPIN) pelo Ministério da Satde [21]. Trés dias
depois foi sancionada a Lei n° 13.979 que dispunham as medidas que poderiam ser ado-
tadas para o enfrentamento do ESPIN decorrente da COVID-19 [22], entre as medidas
dispostas no decreto destaque para:

I.  Isolamento: separacdo de pessoas doentes ou contaminadas, ou de bagagens,
meios de transporte, mercadorias ou encomendas postais afetadas, de outros, de

maneira a evitar a contaminagao ou a propagagao do coronavirus e;

17 Do inglés, Middle East Respiratory Syndrome.
18 Do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2.
1 Do inglés, Coronavirus Disease 2019
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II.  Quarentena: restri¢ao de atividades ou separacdo de pessoas suspeitas de conta-
minagdo das pessoas que nao estejam doentes, ou de bagagens, contéineres, ani-
mais, meios de transporte ou mercadorias suspeitos de contaminagao, de maneira

a evitar a possivel contamina¢do ou propagacao do coronavirus.

O primeiro caso confirmado de COVID-19 no pais foi anunciado pelo Ministério
da satde no dia 26 de fevereiro de 2020, no estado de Sao Paulo [23], e 5 meses depois o
Brasil se tornou o segundo pais com mais casos da doenga no mundo [24]. Em 27 de
marco de 2020 foi oficializado pelo Ministério da Satide por meio de nota informativa (n°
9/2020-SE/GAB/SE/MS) o uso de cloroquina e hidroxicloroquina em pacientes com sin-
tomas leves, graves e moderados classificados e caracterizados no documento [25], e
mesmo mostrando-se medicamentos ineficazes, o Ministério da Saude continua até o pre-
sente momento, apds 2 anos do inicio da pandemia, a recomendar o uso destes medica-
mentos [26].

Sob um estado de emergéncia sem precedentes, a comunidade cientifica mundial
se debrugava nos estudos sobre a COVID-19, especialmente na compreensdo da doenca
e no desenvolvimento vacinal. No Brasil, sob inercia do Governo Federal, os dois princi-
pais institutos de pesquisas, Instituto Butantan (Sao Paulo, Brasil), e a Fundacdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz) (Rio de Janeiro, Brasil), celebraram acordos com a biofarmacéutica Sino-
vac Biotech (Pequim, China), e com o conglomerado farmacéutico AstraZeneca (Cam-
bridge, Reino Unido), respectivamente, para o desenvolvimento de vacinas e transferén-
cias de tecnologias (ANVISA, 2021). Em janeiro de 2021 a Agéncia Nacional de Vigi-
lancia Sanitaria (ANVISA) aprovou o uso emergencial destas vacinas e deu-se inicio a
Campanha Nacional de Imunizagao contra a COVID-19.

Frente ao crescimento exponencial de casos e mortes decorrentes da COVID-19,
o Brasil enfrentou um colapso nos sistemas de satude [27]. Segundo dados divulgados, em
margo de 2021 a situagdo foi classificada como extremamente critica, em 24 das 27 uni-
dades federativas, incluindo o Distrito Federal, com taxas de ocupagao iguais ou superi-
ores a 80% nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI) [28]. Nessa ambiéncia, apesar das
taxas inferiores a 100% havia filas de espera por leitos, configurando o colapso no sistema
de saude [29].

Ainda, em fevereiro de 2021, foi realizado um estudo pioneiro no mundo, o Pro-
jeto S, realizado pelo Instituto Butantan acerca da eficiéncia da vacina CoronaVac [30] .

No referido trabalho, quase todos os adultos residentes na cidade de Serrana, na regido
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metropolitana de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, receberam as duas vacinas necessarias entre
os meses de fevereiro e abril [31]. Os resultados da pesquisa apontaram a queda dos casos
sintomaticos de COVID-19 em 80%, as internagdes, 86%, e as mortes, 95% apds a se-
gunda vacinag¢do do ultimo grupo [32]. Adicionalmente, a pesquisa também demonstrou
a queda de incidéncia da doenca em relagdo as cidades vizinhas e, que, a vacinagdo pro-
tegia além dos vacinados, também as pessoas ndo vacinadas [32].

Cerca de dois anos e meio ap6s o inicio da pandemia (junho de 2022), cerca de
60% da populagao mundial apresenta a vacinagdo completa contra a COVID-19, ou seja,
com pelo menos duas doses da vacina e, 65,7% da populacdo apresenta a0 menos uma
dose [33]. Ja no Brasil, segundo dados do Ministério da saude, cerca de 78,3% da popu-
lagdo se encontra com a vacinacao completa, passando dos mais de 31 milhdes de casos
confirmados e mais de 650 mil obitos confirmados [34].

Visto as informacdes apresentadas ¢ evidente que a pandemia da COVID-19 re-
sultou e, resultard em impactos ainda ndo dimensionados na sociedade. Assim, estudos
que visem elucidar os mecanismos da doenga e seus efeitos, além de apontar solugdes,

sao de extrema importancia do ponto de vista cientifico, clinico e social.

1.2.SARS-CoV-2

Os Coronavirus pertencem a familia Coronaviridae e sdo virus de RNA de fita
simples de sentido positivo envelopados [35]. Todos os Coronavirus altamente patogéni-
cos, incluindo SARS-CoV-2, pertencem ao género Betacoronavirus, grupo 2 [35]. A se-
quéncia do genoma SARS-CoV-2 compartilha aproximadamente 80% de identidade de
sequéncia com SARS-CoV e cerca de 50% com MERS-CoV [36], [37]. Dois tercos de
seu genoma codificam 16 proteinas nio estruturais (nsp2°) que compdem o complexo de
replicase [38]. O terco restante codifica 9 proteinas acessorias e 4 proteinas estruturais:
Spike (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N). Destas a proteina Spike ¢
a responsavel por mediar a entrada do SARS-CoV-2 nas células hospedeiras [39], e ainda
seu gene codificante ¢ altamente varidvel quando comparado ao SARS-CoV, comparti-
lhando menos de 75% de identidade de nucleotideo [35], [36], [40]. A proteina Spike tem

um dominio de ligacdo ao receptor (RBD?') que medeia o contato direto com um receptor

20 Do inglés, non-structural protein
2! Do inglés, Receptor Binding Domain
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celular, enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2%?) (Figura 1), e um sitio de cliva-
gem polibasico S1/S2 que ¢ clivado proteoliticamente pela catepsina L celular e pela se-
rina protease transmembrana 2 (TMPRSS2%3) [40], [41]. A TMPRSS2 facilita a entrada
viral na superficie da membrana plasmatica, enquanto a catepsina L ativa o SARS-CoV-

2 Spike em endossomos e pode compensar a entrada em células que ndo possuem

TMPRSS? (Figura 2).

SARS-CoV-2
ligando-se a ACE2
Microscopia Eletronica

SARS-CoV-2

Proteina Spike
(s1)

Sitio de ligagao
RBD e ACE2

Figura 1: Interacio SARS-CoV-2 e ACE2 na infeccdo celular. Esquema do direcionamento do SARS-
CoV-2 ao receptor ACE2 e entrada na célula infectada. Observe a interagdo cooperativa entre ambas as
subunidades virais S1 e S2 e ACE2 ligado a superficie celular. Criado com BioRender.com pelo Laborato-
rio Glaunsinger [42], e adaptado por Vinicius E. Pimentel.

Uma vez que o SARS-CoV infecta o hospedeiro através do trato respiratorio, cé-

lulas epiteliais das vias aéreas e alveolares, células endoteliais vasculares e macrofagos

22 Do inglés, Angiotensin Converting Enzyme 2
2 Do inglés, Transmembrane Serine Protease 2
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alveolares estdo entre seus primeiros alvos de infeccao viral [39], [43]-[45]. Estas células
sdo provavelmente o ponto chave para infec¢ao precoce e replicagdo subsequente devido
a sua expressao de ACE2 [46]. Embora o mRNA de ACE2 seja detectado em bidpsias
pulmonares de humanos e de muitos mamiferos (morcegos, furdes, gatos, caes etc.), sua
expressao € bastante baixa em comparacao com tecidos extrapulmonares [47].

Assim, a permissividade dessas células para SARS-CoVs pode depender de fato-
res intrinsecos adicionais e ainda nao elucidados que auxiliam na infeccao eficiente. A
entrada viral pode depender fortemente da expressdao de TMPRSS2, porque quantidades
quase indetectaveis de ACE2 ainda suportam a entrada de SARS-CoV enquanto o
TMPRSS?2 estiver presente [48] (Figura 2).

Clivagem da
proteina S do
SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 AN,
N
My ? ?
3
» 7 L &= Ativacao do
= o dominio S2
2 n 77 Fusdo de
L @
~ % & & s £ @ membranas
‘@
I ¢ Y b P13
=N \\. £,
52 ="

— =

sitosz, W 4 ‘_.: b
. ) 4
s1L sitio - ¥ Loy = X
s sUs2 ) H h\
S2 ativada

ACE2 TMPRSS2
protease

Célula infectada

Figura 2: Mecanismo de entrada viral do SARS-CoV-2. A proteina SARS-CoV-2 S se engaja com o
receptor ACE2 do hospedeiro e € subsequentemente clivada nos locais S1/S2 e S2' pela protease TMPRSS2.
Isso leva a ativagao do dominio S2 e impulsiona a fusdo das membranas virais e do hospedeiro. Criado com
BioRender.com pelo Laboratorio Glaunsinger [42], e adaptado por Vinicius E. Pimentel.

Ao longo da histdria natural do SARS-CoV-2, variagdes virais ocorram através de
alteracdes de nucleotideos que surgem naturalmente no genoma viral durante a replica-
¢do. Essas alteragdes ocorrem em uma taxa mais alta em virus de RNA do que em virus
de DNA [49]. No entanto, a taxa na qual essas alteracdes de nucleotideos ocorrem nos
Coronavirus ¢ significativamente menor do que a de outros virus de RNA, uma vez que
possuem uma enzima que corrige alguns erros cometidos durante a replicagao [50]. Alte-
ragdes genOmicas vantajosas em relagdo a replicacdo viral, transmissao € evasdao imune
aumentardo em frequéncia em uma populacao por causa da selecdo natural [51]. A evasao

imune ocorre quando alteragdes gendmicas tornam a resposta imune ineficaz devido a sua
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incapacidade de reconhecer e eliminar o virus. Pelo contrario, as alteracdes gendmicas
que reduzem a aptidao viral serdo eliminadas da populacao de virus circulantes [52].

O SARS-CoV-2 originou-se plausivelmente como resultado da recombinagao en-
tre espécies entre Coronavirus de morcego e pangolim [53], e € provavel que as variantes
do SARS-CoV-2 estejam surgindo como resultado da recombinagdo [54], [55].

A variante o (B.1.1.7) foi detectada pela primeira vez no final de setembro de 2020
e rapidamente se tornou a cepa predominante no Reino Unido [56]. A variante 3
(B.1.351), detectada pela primeira vez em outubro de 2020, tornou-se a cepa dominante
resultando na segunda onda na Africa do Sul [57].

Da mesma forma, a variante y (P.1) foi detectada em quatro brasileiros que viaja-
ram ao Japao em janeiro de 2021 [58], e foi responsavel pelo ressurgimento de infecgdes
em Manaus (Amazonas, Brasil) [59]. Variante 6 (B.1.617.2), detectada pela primeira vez
em dezembro de 2020, foi responsavel pelo aumento macig¢o de casos causando uma se-
gunda onda na India [60], [61] e infecgdes em vérios locais nos Estados Unidos [62]. A
variante o (B.1.1.529), a ultima variante de preocupacao anunciada pela OMS, foi detec-
tada pela primeira vez em novembro de 2021 por laboratorios de vigilancia genomica de
classe mundial na Africa do Sul e foi encontrada em muitos paises ao redor do mundo
[63]. O surgimento dessas variantes ¢ preocupante, pois podem afetar a transmissibilidade
viral, viruléncia e taxa de reinfec¢do por escapar da imunidade natural e induzida por

vacina [64].

1.3.Patogénese e manifestacdo clinica da COVID-19

Pessoas infectadas com SARS-CoV-2 possuem uma ampla gama de sintomas cli-
nicos, de doenca leve, até mesmo assintomatica a uma pneumonia aguda [65]. Em geral,
a COVID-19 pode ser estudada em trés estagios: 1) estado assintomatico; 2) respostas das
vias aéreas superiores; € 3) hipdxia e progressao para pneumonia aguda [66], [67].

No estagio 1 (nos dois primeiros dias iniciais de infec¢do), os pacientes sdo assin-
tomaticos, mas contagiosos. O virus inalado se liga as células epiteliais na cavidade nasal
e comega a replicar. Essa proliferagdo local do virus é capaz de induzir uma resposta
imune inata limitada [65], [68]. Embora a carga viral seja geralmente baixa durante os
primeiros dias da infec¢do, o SARS-CoV-2 pode ser detectado por swabs nasais e da

garganta e isso pode ser valioso para prever o curso clinico subsequente [66].
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Nos dias seguintes (estagio 2), o virus migra para o trato respiratério inferior e
induz cada vez mais respostas imunes inatas. No estagio 2, as manifestagdes clinicas da
doenca COVID-19 podem ser claramente observadas [65]. Algumas citocinas de resposta
inata (por exemplo, CXCL10) podem ser marcadores progndsticos e preditivos Uteis para
infecciosidade subsequente e curso clinico [68]. Esses marcadores preditivos também po-
dem ajudar os médicos a decidir se os pacientes precisam de monitoramento mais agres-

sivo ou nao [65], [67].

eEstado moderado: Actimule de fluido e redugdo na o Estagio grave/ Fluido espesso rico em proteinas e troca de
troca gasosa critico: gasosa extremamente limitada
[
I —3
_ Acumulo
Vasodilatagao alveolar de
muco rico em o Intersticio
proteinas 2 acom actmulo
Citocinas e I de fluidos
mediadores ol
Sinais lipidicos Debris de Neutréfilos
inflamatérios proteicos celulares
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Figura 3: Patofisiologia pulmonar na COVID-19. Apds entrar no corpo pela boca ou pelo nariz, o SARS-
CoV-2 entra nos pulmdes, onde utiliza suas distintas proteinas de picos para infectar as células alveolares.
Em resposta, o sistema imunoldgico ataca a area de infeccdo, matando células alveolares saudaveis no
processo. A reducdo do surfactante das células epiteliais alveolares tipo II, juntamente com o aumento do
actimulo de fluido nos alvéolos, causa a reducdo ou a severa obstrug@o das trocas gasosas. Adaptagao dida-
tica [69]. Criado utilizando BioRender.com por Amina Tucak [70] e readaptado por Vinicius Pimentel.

Além dos marcadores citados anteriormente, nosso grupo de pesquisa identificou
outros possiveis biomarcadores, tais como s-TREM1, HLA-G, hormdnios sexuais, ACh
e metaloproteinases [71]-[74]. Normalmente, mais de 80% das pessoas infectadas apre-
sentam sintomas leves e devem ser monitoradas em casa, mas quase 20% delas evoluem
para o estagio 3 da doenca e até desenvolvem pneumonia aguda [65], [66], [69]. De

acordo com estimativas iniciais, a taxa de mortalidade por COVID-19 na populagao geral
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¢ de cerca de 2%, mas isso varia notavelmente em idosos e pessoas com doenca subja-
cente [66], [67].

Ressalta-se que algumas das pessoas infectadas, sdo assintomaticas, ndo sendo
detectadas pelos sistemas de satide, dada a auséncia do comparecimento destes individuos
aos hospitais ou clinicas para serem examinados e devidamente laudados. Assim, as taxas
de letalidade e morbidade precisam ser revisadas [66]. No estidgio 3, o SARS-CoV-2
atinge a unidade funcional ou de troca gasosa do pulmao, que consiste em ductos alveo-
lares, sacos alveolares e alvéolos [75], [76]. Este virus infecta principalmente pneumoci-
tos do tipo Il em comparagdo com outras células [77]-[79]. A propagag¢do do virus dentro
das células do tipo II e, consequentemente, ocasione muitas particulas virais, fazendo com

que essas c¢lulas sofram apoptose e morram [78].

1.4.Resposta imune a infec¢ido por Coronavirus

Evidéncias mostraram que pacientes com COVID-19 apresentam uma desregula-
¢do da resposta imune que leva ao desenvolvimento de hiperinflamagao viral [80]. Du-
rante a progressao da doenga, ocorre um aumento da contagem de neutr6filos com maior
relagdo neutrofilo-linfocito (NLR), aumento de citocinas inflamatorias, tais como, IL-6 €
fator de necrose tumoral (TNF), bem como monocitopenia, eosinofilia, basofilia e neu-
trofilia [81], [82].

As células imunes inatas expressam PRRs para detectar PAMPs que incluem re-
ceptores de lectina do tipo C (CLRs), receptores do tipo NOD (NLRs), receptores do tipo
RIG-I (RLRs) e TLRs [83], [84]. Os virus de RNA, como o Coronavirus, sdo reconheci-
dos por receptores de RNA citosolico e endossomal, incluindo RIG-I e TLRs (TLR2,
TLR3 e TLR7), respectivamente [85]-[87].

Os papéis distintos das subpopulacdes de monocitos sao de particular interesse. A
populagdo CD14"CD16"¢" que tem sido relatada como tendo potente fungdo antiviral
[88], correlacionada com ao aumento da gravidade da doenga durante a infec¢do pelos
virus influenza, Ebola e Zika [89]-[91]. E muito pouco se sabe sobre a fungdo dos mono6-
citos CD14"¢"CD16", entretanto eles foram associados a responsividade mediada por an-
ticorpos em infecg¢des virais, como Dengue e Zika [89], [92], [93], sugerindo que estes
correceptores sdo marcadores amplamente responsivos para infecgdes virais. Os mondci-
tos CD14"¢"CD16" parecem estar preparados para uma apresenta¢io eficiente de antige-

nos [91]. Em macacos que foram vacinados por via intramuscular com mRNA



INTRODUCAO | 43

encapsulado em nanoparticulas lipidicas, mondcitos CD14"€"CD16" foram os mais efici-
entes em englobar, traduzir o mRNA estranho e apresentar a proteina, particularmente
nos linfonodos [94].

Individuos com COVID-19 podem apresentar-se de forma assintomatica ou com
manifestagdes que vao desde sindrome do desconforto respiratorio agudo até hiperinfla-
magcao sistémica e faléncia de orgdos, eventos atribuidos a tempestades de citocinas e
lipideos [95], [96]. Acidos graxos (FA) poli-insaturados livres, como AA mediadores li-
pidicos (LM), regulam a inflamacao [97], [98], e recentemente alteracdes em seus niveis
foram demonstrados na COVID-19 [96], [99], Recentemente demonstramos que a libe-
racdo de dois importantes LM ou eicosanoides, a PGE2 e o LTB4, podem ser reguladas
pelos receptores CD14 e CD36, respectivamente[100], [101]. Entretanto, o papel dos LM
assim como do CD14 e do CD36 na infecgdo por SARS-CoV-2, ainda precisam ser me-

lhor investigados.

1.5.Clusters de diferenciacdo 14 ¢ 36

O Cluester de diferenciacdo 14 (CD142%), ¢ um antigeno encontrado em mondci-
tos humanos e o primeiro receptor de reconhecimento de padrdes (PRR??) identificado
que se liga diretamente ao lipopolissacarideo (LPS) [102]. E conhecido ha muito tempo
como um correceptor para varios Receptores do tipo Toll (TLRs?®) que transferem os
produtos da parede celular bacteriana para os TLRs envolvendo a cascata de sinalizacdo
tanto na superficie da célula quanto no compartimento endossomal fazendo o sistema
imunoldgico inato reagir prontamente a estimulos como infec¢do ou lesdo resultando em
dano celular [102], [103]. Além de suas fun¢des na imunidade inata, o CD14 aparenta ter
um papel mais geral na regulacdo do cancer, aterosclerose, doengas metabodlicas e assim
por diante [104].

O gene CD14 codifica um RNA que ap0s a tradugao, sua sequéncia C-terminal é
substituida pela ancora glicosilposfatidilinositol (GPI). Portanto, as formas de CD14 li-
gadas a membrana (mCD14) sdo ancoradas na superficie da membrana celular pela cauda
GPI. Formas soluveis de CD14 (sCD14) podem ser secretadas por células ativadas que
liberam CD14 por liberagdo dependente ou independente de proteinase [105]. O mCD14

¢ altamente expresso em células de linhagem mieloide, como mondcitos, macrofagos,

% Do inglés, Cluster of diferentiation 14
% Do inglés, Pattern recognition receptors
26 Do inglés, Toll like receptors
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DCs e micrdglia, e estd presente em menor grau em células ndo imunes. sCD14 existe no
soro, liquido cefalorraquidiano e outros fluidos corporais, para conferir responsividade as
células que ndo expressam CD14 [106]-[108].

O correceptor, tanto o mCD14 quanto o sCD14 sensibilizam as células ao LPS,
transferindo moléculas de LPS para o TLR4 e esta fungdo estd amplamente descrita e
estabelecida na literatura [104] (Figura 4).

O grande tamanho da por¢ao N-terminal do CD14 permite variagdo estrutural na
porcdo hidrofobica dos ligantes. Assim, o CD14 possui uma ampla gama de ligantes, in-
cluindo Padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs?7) (principalmente de bac-
térias e virus) e moléculas enddgenas, como proteina de choque térmico, fosfolipidio e
amiloide. O CD14 ¢ necessario para o efeito celular induzido por parte de ligantes, como
LPS, 4cido lipoteicdico (LTA?®) e proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70%).
Para a maioria dos outros ligantes, o CD14 funciona apenas como um adaptador e um
correceptor de TLR para aumentar sua afinidade com TLR e aumentar sua atividade
[104].

Os 4cidos nucleicos virais saio PAMPs eficazes. Acredita-se que o CD14 se ligue
diretamente a um analogo sintético de RNA de fita dupla (dsRNA), denominado acido
poliinosina-policitidilico (pIpC) de RNA sintético (dsSRNA pIpC), este andlogo auxilia na
captagdo celular de CD14 e o leva a TLR3 para produzir ativagdo celular. Consequente-
mente CD14 medeia a captacao de pIpC e aumenta a sinalizacao de TLR3 [109], mas nao
desempenha nenhum papel significativo na ativagdo celular dependente de TLR7/8 indu-
zida por ssRNA [110]. Para virus de DNA de fita simples (ssDNA?*’), o CD14 liga-se
diretamente ao 5'—C—fosfato—G—3'-DNA*! (CpG-DNA) para promover seu reconhe-
cimento?2, culminando na secre¢io de citocinas pré-inflamatérias [110]. Destaca-se que
sCD14 aumenta diferencialmente a ativacao de TLR9 com tratamento de diferentes clas-
ses de oligodesoxinucleotideos CpG [111]. O CD14 pode mediar o processo de interna-
lizagdo do CpG-DNA, o que indica que o CD14 aparece como correceptor de TLR9 au-

mentando a endocitose do ligante [110] (Figura 4).

27 Do inglés, Pathogen-associated molecular pattern;

28 Do inglés, lypoteichoic acid;

% Do inglés, Heat Shock Protein 70;

39 Do inglés, single-stranded DNA;

31 Citosina-fosfato-Guanina (CpG), do inglés citosine-phospate-guanine;
32 TLRY dependente de CpG-DNA;
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Além do acido nucleico, varias proteinas virais, como a proteina de fusao do virus
sincicial respiratorio, citomegalovirus (CMV), virus da hepatite B (HBV**) e antigeno de
superficie do virus da hepatite B (HBsAg>*), também podem ser reconhecidas pelo CD14

para induzir a resposta imune inata [112]-[114] (Figura 4).

Virus (Ex.: SARS-CoV-2)
Extracelular CpG-DNA/ SSRNA“KM %
Intracelular

TLR CD14

Figura 4: Esquema simplificado das vias de CD14 como correceptores de TLRs nas condicdes inte-
rativas com LPS, CpG-DNA, ssRNA e virus. O esquema mostra que o CD14 se associa a0 DNA/ssRNA
na membrana plasmatica e promove sua endocitose. Os virus ssSRNA entram no endossomo de uma forma
independente de CD14. A acidificag@o destréi o envelope viral, liberando o genoma viral ssRNA. No en-
dossomo, o CD14 funciona como correceptor para TLR7 e TLR9 no reconhecimento de ssRNA e DNA. O
modelo mostra que o CD14 se associa a0 DNA/ssRNA na membrana plasmatica e promove sua endocitose.
Os virus ssRNA entram no endossomo de uma forma independente de CD14. A acidificagdo destrdi o
envelope viral, liberando o genoma viral ssRNA. No endossomo, o CD14 funciona como correceptor para
TLR7 e TLR9 no reconhecimento de ssSRNA ¢ DNA. O modelo mostra que o CDI14 se associa ao
DNA/ssRNA na membrana plasmatica e promove sua endocitose. Os virus ssSRNA entram no endossomo
de uma forma independente de CD14. A acidificacdo destroi o envelope viral, liberando o genoma viral
ssRNA. No endossomo, o CD14 funciona como correceptor para TLR7 ¢ TLR9 no reconhecimento de
ssRNA e DNA. Criado utilizando BioRender.com por Mason, et al. [70] e readaptado por Vinicius Pimen-
tel.

Outras moléculas enddgenas podem se ligar ao CD14, acidos graxos como o Pal-
mitoil-oleoil-fosfatidilglicerol (POPG) e dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG). Posterior-

mente, sdo rapidamente internalizados e usados como fontes de araquidonato para a

33 Do inglés, Hepatitis B virus.
34 Do inglés, Hepatitis B virus surface antigen



INTRODUCAO | 46

sintese de leucotrienos [115], além de atuar em sua forma soluvel, como transportador de
fosfolipidios até as células, mediando o influxo e efluxo de membranas para particulas
lipidicas, especialmente de HDL* [106].

O Cluester de diferenciagdo 36 (CD367°) foi descrito pela primeira vez em 1977
como glicoproteina IV (GP IIIb ou GP 1V) [116]. Dez anos depois, a proteina mostrou-
se idéntica ao antigeno reconhecido pelo anticorpo monoclonal OKMS5, um marcador para
mondcitos e macrofagos e designado como antigeno de diferenciagao leucocitaria CD36
[117]. Nesse mesmo ano, foi relatado que o CD36 era o receptor celular da trombospon-
dina [118], implicando um papel do CD36 na agregacdo plaquetaria irreversivel, bem
como na aderéncia de eritrocitos infectados com o parasita da malaria, Plasmodium fal-
ciparum, ao endotélio [119]. Posteriormente, descobriu-se que o CD36 ¢ um receptor de
macréfagos para lipoproteinas de baixa densidade oxidada (oxLDL?7), estabelecendo as-
sim seu papel como receptor scavenger [120], e que o CD36 atua como facilitador do
transporte de acidos graxos de membrana [121]. Atualmente, sabe-se que o CD36 ¢ um
membro de uma superfamilia de proteinas receptoras de eliminagao (classe B), que tam-
bém inclui o receptor de eliminag¢do (SR)-B1 e a proteina-2 de membrana integral lisos-
somal (LIMP-22%). Essas trés proteinas compartilham sua estrutura, que compreende dois
dominios transmembrana, um dominio extracelular relativamente grande e as porgdes
amino e carboxi-terminais e localizados dentro do citoplasma [122]. Sumariamente,
CD36 ¢ uma proteina de membrana plasmatica que possui fun¢do de clearance [123],
sendo expressos em varios tipos celulares, como os eritrocitos, plaquetas, células da imu-
nidade inata e células ndo imunes, mas que estdo envolvidas na ingestdo, gasto e armaze-
namento de energia em forma de gordura, tal qual os adipocitos, musculos, hepatdcitos e
células intestinais [124], [125].

Neste sentido o CD36 desempenha um papel fundamental no metabolismo glici-
dico, especialmente energético, controlando a captagdo de acidos graxos e moléculas de
colesterol [124], [126]. Ainda, CD36 envolve-se em muitas respostas inflamatorias de-
pendentes de TLRs induzidas por ligantes, como o CD14 e produtos associados a parti-
culas lipidicas e proteicas de origem exogena, podendo ser bacterianas, virais, ou endo-

genas como a trombospondina (TSP-1) e as fibrilas AP, que estdo intimamente envolvidas

35 Do inglés, high-density lipoprotein

3¢ Do inglés, cluster of differentiation

37 Do inglés, oxidation of low-density lipoprotein

38 Do inglés, lysosomal integral membrane protein 2
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de angiogénese, coagulacao e apoptose [101], [127]-[131], vias estas que ficam desequi-
libradas durante a infec¢do por SARS-CoV-2 [132]-[135]. Ainda no contexto inflamato-
10, o complexo CD36-TLR2/4 ¢ quem parece estar envolvido na inflamagao sistémica
[136], [137].

Mais especificadamente, o CD36 pode formar complexos macromoleculares com
diferentes correceptores, um processo que amplifica seu repertorio funcional [138], inte-
ragindo com os receptores TLR2, TLR4 e TLR6 , integrina B1 , integrina 32, integrina 5
e tetraspaninas, tais quais o CD9 e CD81 [138]. Para mais, o peptideo B-amigloide (Ap),
outro ligante de CD36, liga-se a um complexo formado por CD36, CD47 e receptores de
integrina a6B1 [139]. Danos nervosos também podem estar associados ao CD36. Em um
estudo conduzido com paciente de isquemia cerebral [140], observou-se que CD36 era
capaz de formar um complexo com heterodimeros TLR2/1, desencadeando danos a mi-
croglias, a rede nervosa e gerando estresse oxidativo . Por outro lado, foi relatado que A
ou oxLLDL induzem a associagdo de CD36 com heterodimeros TLR4/6 [139], [141],
[142], sabe-se que o estresse oxidativo tem papel fundamental em doengas neurodegene-
rativas, especialmente as que ocasionam problemas cognitivos, como o Mal de Alzhei-
mer, assim, pode-se sugerir que o complexo formado em conjunto com CD36 no sistema
nervoso pode danificar o processo cognitivo [139], [143], [144], algo também visto na
COVID-19, especialmente em pacientes graves [ 145]-[149]. Todo o descrito até aqui so-
bre este rico correceptor, sugere que a associagdo de CD36 com TLRs ocasiona multiplos

efeitos no organismo, o que fica didaticamente melhor elucidado na Figura 5.



INTRODUCAO | 48

Acidos graxos/

Lipideos Placas p-amigldide Célula apoptética

g

Uﬂcﬂ m

m : .
CD36 \__ CD36 CD36 \__| integrina . ) CD36 (_ glly TLR1/2/6
%D ' - -
\"? IRAK TRAF6

Endossoma *
JNK1

L

Caspase 3

—_—

1 l //Nl.'lcleo\\ //Nucleo\\
l (
S/
S T
| |
v v l l
Apoptose Absorgio de oxLDL -
Células espoumosas Es"ﬁlsff:r::"{a"‘m Clearence de Estresse oxidativo
Inflamagéo Gao DAMPs e PAMPs Inflamagéo

Angiogénese

Figura 5: Esquema simplificado das vias de CD36. CD36 ativa diferentes vias de sinalizagdo intracelular,
dependendo do ligante, correceptor e tipo de célula. Em células endoteliais , CD36, Fyn Src-quinase, cas-
pase 3 e p38 ¢ JNK1 MAP quinases sdo essenciais para a indugdo de apoptose ¢ inibicdo da angiogénese
por TSP-1. A interagdo de oxLDL com CD36 ativa um complexo de sinalizagdo, composto por Lyn, outra
Src quinase ¢ Mekk-2, que fosforila JNK e leva a formagao de células espumosas. A ativagdo de Vav via
Lyn também regula a formag@o de células espumosas controlando a internalizagdo de oxLDL. A associagdo
de CD36 com CD47 ¢ integrina forma um complexo multirreceptor na microglia , que ativa quinases espe-
cificas da familia Src (Lyn, Fyn ou Syk) e fosforila Vav. Vav atua como um fator de troca de nucleotideos
de guanina para Rac-1, um componente essencial da NADPH oxidase, levando a geracdo mediada por
NADPH oxidase de espécies reativas de oxigénio e promovendo a fagocitose. Além disso, a montagem de
CD36, em resposta a oxXLDL e as placas B-amiloides, induz uma resposta inflamatoria por meio da ativagado
do inflamassoma NLRP3. O CD36 também pode formar um complexo de sinalizagdo com TLR que ativam
NF-kB em resposta a componentes da parede bacteriana (TLR2/6) ou células danificadas (TLR2/1), o que
leva a expressdo de moléculas inflamatorias (ou seja, iNOS e Nox-2 ). Além disso, a ativagdo do PPARy
pode regular positivamente a expressdo de CD36 na microglia/macréfago promovendo a eliminagdo de
bactérias ou células apoptodticas e contribuindo para resolver a inflamagdo. Criado utilizando BioRen-
der.com por Vinicius Pimentel, baseado e adaptado [150]-[152]

O CD36 nao ¢ expresso de forma ubiqua, mas esta presente em uma variedade de
tipos de células de mamiferos, incluindo células hematopoiéticas (plaquetas, mondcitos,
macrofagos), células endoteliais, células epiteliais especializadas na mama e no olho, en-
terocitos e células responsivas a insulina, como adipdcitos e midcitos cardiacos e esque-
1éticos. Esse padrao de expressdo ¢ acompanhado por um grande numero de fungdes se-
melhantes, que estdo, no entanto, principalmente relacionadas a regulagdo do metabo-
lismo lipidico e a imunidade inata. Especificamente, o CD36 esta envolvido em respostas
inflamatorias e doencas aterotromboticas, absor¢ao de gordura intestinal, armazenamento
de lipidios no tecido adiposo e utilizag¢ao de lipidios pelo musculo cardiaco e esquelético,
distarbios metabolicos, como obesidade e diabetes, e doenca de Alzheimer. Curiosa-

mente, 0 CD36 também ¢ expresso nas células do paladar humano, onde funciona como
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um sensor de acidos graxos atuando na percepg¢do da gordura oral e na antecipagao diges-
tiva [153]-[156]. Além disso, CD36 regula a liberagdo de LTB4 por macréfagos [157]—
[160].

Captacéo de Ox-LDL/
formacéo de células de Apoptose endotelial
espuma

Montagem e ativagao \ / :
(do Inflamassoma ) Armadilha de
\ / Macrofagos
Ativacéo de ,
(CDSG/TLRS/NFKB) _ ( Trombose )
S . Aumento da migracao
> .
[ Hiperlipidemia ) — de macréfagos )

Redugéo do clearance / \ Reducdo da
de céfulas apoptéticas biodisponibilidade
pep endotelial de NO

Aumento de
neutréfilos/ niveis de
endotoxinas

Figura 6: Esquema simplificado de upregulation e da deficiéncia de CD36. Quando o CD36 ¢ regulado
continuamente, ele promove inflamagdo, formag@o de células de espuma, apoptose endotelial e, retengdo
de macrofagos e trombose. Por outro lado, em individuos com deficiéncia de CD36 ou polimorfismo do
gene CD36, hiperlipidemia, inflamag@o subclinica, indisponibilidade de NO endotelial e aumento da mi-
gracdo de macrofagos também pode aumentar o risco de aterosclerose. Criado utilizando BioRender.com
por Vinicius Pimentel, baseado e adaptado [150]

A observagao de que o CD36 ndo esta presente apenas na membrana celular, mas
também em compartimentos intracelulares, notadamente endossomos, desencadeou uma
série de estudos, que revelaram que o CD36 ndo ¢ apenas um facilitador do transporte
transmembranar de 4cidos graxos, mas na verdade desempenha um papel fundamental
como regulador da taxa de absorcao celular de 4cidos graxos. Assim, foi divulgado que a
regulagdo do transporte de 4cidos graxos ocorre pela translocacdo reversivel de CD36 dos
endossomos para a membrana plasmatica para aumentar a captacdo de acidos graxos
[161]-[164]. Nosso laboratorio estd empenhado, entre outras pesquisas, a melhor escla-
recer os papeis destes correceptores da imunidade inata. Neste sentido, estudos de nosso

grupo [100], [101], [165], [166] demonstram o importante entrelacamento de CD14 e
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CD36 com as vias das respostas imunoldgicas envolvidas com a mediacdo lipidica, ace-
tilcolina e citocinas. Sumariamente, um resumo didatico ¢ mostrado na Figura 6 sobre as

fun¢des de maiores relevancias do CD36.

1.6.Acetilcolina

A complexa comunica¢do neuroimune bidirecional mantém o equilibrio fisiol6-
gico e as fungdes de cada 6rgao no corpo. Os circuitos neuronais centrais e periféricos,
células imunes e citocinas, sistemas hormonais neuroenddcrinos, microbiota intestinal e
seus metabolitos, e as barreiras hematoencefalicas e da mucosa intestinal sdo atores im-
portantes em toda essa rede regulatdria. Qualquer distirbio nesses sistemas altera o deli-
cado equilibrio entre saide e doenga [167].

O mecanismo fisiologico de cross-talk dentro da rede neural e do sistema mono-
nuclear fagocitico que regula a resposta imune, o metabolismo e uma vasta gama de fun-
coes centrais constituem o reflexo inflamatério. Os bragos aferentes e eferentes parassim-
paticos do nervo vago (VN*°) servem como um centro de controle que conecta os impul-
sos entre o cérebro e os drgdos internos [168]. As fibras aferentes do VN tém inervagao
no sistema mononuclear fagocitico e nos principais érgaos do corpo. E ativado por cito-
cinas ou endotoxinas presentes nos tecidos e se comunica via sinais neuronais enviados
ao sistema nervoso central (SNC) [169].

A ACh também foi detectada em células de origem ndo neural e microbios. E
amplamente encontrado em cardiomidcitos, todo o trato gastrointestinal (IG), células uro-
télicas da bexiga e em leucocitos humanos, demonstrando sua funcao diversificada dentro
de um organismo [170]. O sistema colinérgico ndo neuronal (NNCS*?) é composto de
neurotransmissor acetilcolina, suas enzimas sintetizadoras e degradantes, transportadores
e receptores dentro das células epiteliais das vias aéreas, intestino, pele, urotelium, va-
gina, placenta, cérnea, células granulosas, células endoteliais, células imunes e células
mesenquimais [171]. Tradug@o de sinal em queratindcitos, proliferacdo e diferencia¢dao
linfocitaria, regulacdo do citoesqueleto das células epiteliais, diferenciagdo e migracao de
células na epiderme para a cicatrizacao de feridas, atividades ciliares e regulagao da per-

meabilidade no revestimento epitelial das vias aéreas de forma autocrina/paracrina [172].

3 Do inglés, vagus nerve
40 Do inglés, non-neuronal cholinergic system



INTRODUCAO | 51

Os detalhes dos sistemas colinérgicos de origem neuronal, seus componentes ¢ a sinali-
zagao nos tecidos foram discutidos anteriormente [173]

A enzima colina acetiltransferase (ChAT) sintetiza a ACh a partir da colina [174].
A maior parte da colina ¢ formada pela degradacdo de lipidios, especialmente lecitina, e
hidrolise da acetilcolina [175]. A acetil-coenzima A (Acetil-CoA), produzida pelas mito-
condrias, ¢ utilizada para a esterificagdo da colina pela enzima citoplasmatica ChAT no
sistema nervoso parassimpatico e nos neurénios motores. Além do nervo vago, células T,
células B, células dendriticas (DCs*') e macrofagos nas zonas folicular e marginal do
baco sdo outras fontes importantes de ACh [176]. As células imunes tém a maquinaria
para sintetizar a ACh e libera-la diretamente na corrente sanguinea. Em contraste, as cé-
lulas neuronais armazenam ACh apds a sintese em uma vesicula neurossecretora especi-
alizada e a liberam por exocitose em fendas sinapticas especializadas [177].

A concentragdo relativa de ACh em humanos ¢ de 8,66+1,02 de unidade de quan-
tidade de substancia (pmol) mililitro (mL)! no sangue total e 3,12+0,36 pmol mL™! no
plasma [178]. Os niveis fisiologicos de ACh presentes na corrente sanguinea afetam as
células imunes nos tecidos linfoides e aquelas que estdo migrando para o local da infla-
macdo de forma autdcrina e pardcrina [170]. Estudos recentes correlacionaram niveis
mais baixos de ACh em doencas neurodegenerativas inflamatdrias cronicas, como doenga
de Alzheimer (DA), deméncia vascular (DV) e esclerose multipla (EM) [179]-[181]. O
nivel elevado de ACh também esta relacionado a doencas inflamatorias como dermatite
atopica, doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e doenca periodontal [182]-[184].
Pacientes com acidente vascular cerebral isquémico agudo apresentaram niveis mais ele-
vados de ACh derivada de linfécitos, o que foi associado a um aumento na infecgdo pos
Acidente Vascular Cerebral (AVC) e mortalidade [185]. O papel diversificado da ACh ¢
governado por diferentes tipos de receptores, conhecidos como receptores colinérgicos
(AChRs), que sdo classificados de acordo com sua afinidade por varios ligantes quimicos
[186].

No sistema imunologico, os nAChRs sdao conhecidos por regular processos infla-
matorios [187]. Causas patologicas em doengas neurodegenerativas adquiridas, como
ganglionopatia autoimune, encefalite autoimune e Miastenia gravis (MG), sdo causadas
por uma reagdo autoimune contra nAChRs na jun¢do neuromuscular (JNM) [188]-[190].

Os nAChRs n3o neuronais também estdo envolvidos na patogénese da pustulose

4 Do inglés Dendritic Cell
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palmoplantar, psoriase e doencas reumaticas [191]-[193]. A superexpressdao de nAChR
em tumores gastricos, colorretais, pancreaticos, hepaticos, pulmonares ¢ mamarios parece
regular os processos de células cancerigenas, como proliferagdo, apoptose, transformacao
epitélio-mesenquimal da angiogénese [194], [195].

A sinalizacdo intracelular de macréfagos alveolares ¢ mediada por subunidades
a9, al10, e B2-nAChR. As populacdes de macrofagos previamente expostos a nicotina
mostram um menor aumento na liberacdo intracelular de Ca®" induzida por adenosina
trifosfato (ATP), que ¢ independente da fosforilacdo do fator de transcrigdo atividado por
tirosina quinase 3 (STA3) [196]. O a7-nAChR sobre macréfagos ¢ amplamente sensivel
ao ACh liberado pelas células T do ChAT+, e sua interagdo com o ACh leva a uma redu-
¢do da producao e liberagdo de citocinas pro-inflamatorias. As células do bago estimula-
das por antigenos do a7-nAChR¥°<ou mice produzem quantidades significativamente
maiores de TNF, interleucina (IL)-6 e IFN-y do que os esplenocitos de ratos WT. A esti-
mulacio nervosa vagal (VNS *?) por uma duracio de 0,1-60s em ratos WT modula a libe-
racdo de citocinas de macréfagos através do receptor a7-nAChR. Entretanto, a deficiéncia
da subunidade a7 tornou o VN ineficaz na inibi¢ao da liberacao de TNF-a [197].

A preparagdo de macrofagos com um ligante cognato para a7-nAChRs resulta em
uma inibi¢do farmacoldgica da ACh que, por sua vez, aumenta os niveis de cAMP nas
células. Assim, a ativacdo do a7-nAChR em macrdéfagos promove a expressao ¢ a fosfo-
rilagdo de c-FOS e CREB, necessaria para uma diminui¢do sustentada da liberagao de
TNF-a induzida por endotoxinas [198]. Em macr6fagos humanos estimulados por LPS,
a ativacao induzida por ACh diminui as citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1,
IL-6, ¢ IL-18, mas ndo a citocina anti-inflamatoria, IL-10 [199].

O VNS causa a ativagdo de nAChRs em macrofagos, dificultando assim sua ati-
vacao através do caminho de sinalizacdo JAK2-STAT3. O tratamento antagénico ao nA-
ChR de macrofagos induz expressdao de JAK2 e STAT3, que regulam negativamente a
produgdo de metaloproteinase 9 (MMP-9) e inibem a migracdo de macrdofagos [200],
[201]. Descobriu-se que o tratamento com nicotina levou a superexpressao da quinase M
associada ao receptor IL-1 (IRAK-M), um regulador negativo da sinalizacdo TLR4, via
a7-nAChRs. E necessaria uma upregulation da expressio IRAK-M para o efeito anti-

inflamatorio da nicotina na produ¢do de TNF-a induzida pelo LPS por macrofagos

42 Do inglés, Vagus nerve stimulation
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peritoneais [202]. Nesses macrofagos, o tratamento com nicotina reduziu significativa-
mente a sinalizagdo intracelular induzida por ATP Ca*" via P2-nAChR apenas [203],
[204].

O agonista muscarinico, carbacol, causa um aumento moderado na fagocitose de
particulas de zimosan por macréfagos peritoneais primarios [205]. Dependendo do mi-
croambiente local, varios subtipos de mAChR foram relatados em macrofagos residentes
diferenciados. A ativacado de M1-M3 mAChR faz com que os macréfagos tumorais pro-
liferem principalmente pela ativacdo da via da arginase, produzindo alta prostaglandina
E2 (PGE2)e promovendo angiogénese potente. Da mesma forma, em macréfagos, a ati-
vagdo de M1-M2 mAChR- desencadeia a atividade da proteina quinase C (CPK) e induz
a liberacao moderada de PGE: para proliferagao [206].

A expressdo de mRNA e proteina de varias subunidades de nAChR, como al, a3,
a4, a7, B2 e P4, também sdo relatadas em neutrofilos polimorfonucleares humanos
(PMN*). As subunidades a7, 04B2 e a3p4 de nAChR em PMNs demonstraram ter papéis
reguladores em sua maturacdo no local da inflamagao [207]. Durante a inflamacao, as
moléculas de adesdao da superficie celular desempenham um papel integral na migracao
de neutréfilos dos orgaos linfoides para o sitio inflamatério periférico. nAChRs sdo co-
nhecidos por regular a expressao da proteina de superficie celular, CD11b, na superficie
de neutrofilos. A administragdo de nicotina e implantes para VNS reduzem significativa-
mente a expressao de superficie de CD11b em neutrofilos via supressao da polimerizagao
de F-actina, reduzindo assim a ligacdo de neutrofilos a superficie do endotélio e a trans-
migrac¢do para locais inflamados causados por infec¢cdo microbiana [208].

Os nervos eferentes vagais originam-se na medula e inervam o trato GI, conec-
tando-o a Sistema Nervoso Entérico (SNE*%). Este eixo intestino-cérebro é conhecido por
regular a motilidade e secre¢do GI via fibras eferentes vagais, que formam sinapses coli-
nérgicas no SNE e respondem a estimulos inflamatorios [209]. A transmissao colinérgica
entre VN e orgaos do sistema mononuclear fagocitico sdo amplamente necessaria para
manter a pressao arterial, variabilidade da frequéncia cardiaca e modular a resposta imune
inata e adaptativa [210]. Sabe-se que um aumento da tempestade de citocinas pro-infla-
matdrias corresponde a uma reducdo da atividade de VN em vérias doengas inflamatdrias,
incluindo artrite reumatoide (AR), lupus eritematoso sistémico (LES), sepse, Doenga In-

flamatoria Intestina (DII) [211]-[214]. A ativagdo do eferente vagal libera ACh na

4 Do inglés, polymorphonuclear neutrophils
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extremidade distal do VN e SNE efetor, inibindo a liberac¢do de citocinas pro-inflamato-
rias (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-18), formando o mediador peptidergico da inervacao paca-
érgica (PAC) [215]-[217]. O PAC ¢ uma via altamente conservada e desempenha um
papel importante no controle da morbidade e mortalidade associadas a vérias doencas
humanas, como endotoxemia, sepse, DII e AR [218], regulando a secre¢do de ACh me-
diada por LPS, TNF, IL-1p, IL-6 e mediadores lipidicos no sangue [219], [220].

Essa via pode exercer influéncia sobre as células imunes inatas e a producao de
citocinas pro-inflamatorias. Portanto, alguns pesquisadores defendem a tese de que a via
do PAC ¢ um potencial alvo terapéutico para mitigar varias infecc¢des, incluindo sepse e
a tempestade de citocinas, eventos recentemente relatados na infecgdo por SARS-CoV-2

[221], [222].

1.7.Dialética-hermenéutica e doxologia do presente estudo

Estudos e resultados obtidos em nosso laboratério, in vitro € in vivo demostraram um
comportamento aparentemente padronizado dos correceptores CD14 e CD36 em contra-
ponto a mediadores lipidicos, especialmente LTB4 e PGE2, em reagdes hiperinflamato-
rias, tal qual o escorpionismo. De maneira simplificada, tais resultados demostram que
quando ha um aumento de LTB4, ocorre uma reducdo nos niveis de sCD14 e elevagao
nos niveis de sCD36, ou seja, uma correlagdo inversamente proporcional as moléculas,
mas diretamente proporcional a gravidade do quadro hiperinflamatério. O mesmo se re-
pete com PGEz. Este desbalanco est4 intimamente associado a liberacdo de outros medi-
adores lipidicos, citocinas pro-inflamatorias, especialmente IL-1P, desencadeando na
montagem e consequente liberacdo de inflamassomas, agravando o quadro do paciente
significativamente [101], [157], [159], [160], [223]-[227].

Sumariamente, pacientes com hiperinflamacao devido ao escorpionismo, apresentam
o fendtipo acima mencionado classicamente, e acabam por vir a 6bito devido a grande
producao de muco nos pulmdes e a desordem cardiaca, gerando hipoxia, edema, choque
e faléncia multiplas de 6rgaos. Neste ponto, nosso laboratorio demonstrou que a ACh em
funcdo dos receptores colinérgicos ou nicotinicos podem e estdo associados ao agrava-
mento dos quadros hiperinflamatdrios, somado ao desbalango entre CD14 ¢ CD36 com
mediadores lipidicos. Nossos achados também foram enfaticos em demonstrar que inibi-
dores das vias do acido araquidonico, COX, LOX e PLA: foram essenciais para a sobre-

vivéncia dos animais ¢ vitalidade das células em estudados [228]. Esses inibidores sao
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amplamente conhecidos e com custos muito reduzidos, entre eles estdo os glicocorticoi-
des, tais quais a indometacina, dexametasona, metilprdnisolona e prednisolona.

Neste sentido, observamos de maneira extremamente precoce a evolugao da pande-
mia, antes mesmo de sua chegada ao Brasil, de modo que pudemos supor que o mesmo
estaria acontecendo em pacientes com COVID-19 conforme a gravidade da doenga: uma
hiperinflamagdo, que gera uma pneumonia grave, producdo de muco, hipdxia, edemas e
faléncias de 6rgdos e as vias envolvidas na fisiopatologia.

Transpomos entdo nosso pensamento para esta hipotese: a COVID-19 atua nas
mesmas vias ou vias semelhantes as da hiperinflamacao causada pelo escorpionismo. A
presente dissertacao expde os resultados desta teoria, levando ao conhecimento da comu-
nidade cientifica uma, de muitas formas de tratamentos, que ja estd muito bem estabele-

cida e segura, a corticoterapia, sendo esta tltima tese ndo foco da presente dissertagao.

1.8.Limitacoes do estudo

Existem muitas limitagdes em nosso estudo, ocasionadas pela emergéncia da CO-
VID-19, o desconhecimento da patologia e a precocidade deste estudo. Deste modo, o
desenho experimental apresentou varias lacunas, das quais destacamos:

a. A coleta sobre livre demanda;

b. O ndo delineamento para recrutamento por distribuicdo gaussiana para o es-
tudo, dada que a populagdo mais afetada foram os idosos, fazendo com que
nossa distribui¢do tornasse ndo-paramétricas;

c. A ndo coleta completa de materiais biologicos (sangue, saliva, urina, fezes,
raspados de mucosas) concomitantemente ¢ de modo sequenciado, com peri-
odicidade;

d. A auséncia de questionamentos importantes durante a entrevista para melhor
compreender situacdes em que necessitavamos discutir casos;

e. O inicio tardio a implementacdo da coleta do aspirado traqueal ao estudo;

f. A falta de mao de obra efetiva em bancadas e locais de coleta para realizar
procedimentos;

g. A auséncia de, no desenho experimental, ndo ser incluso amostras de bidpsias,
com finalidade de comparagdo entre nossos varios resultados;

h. O nido delineamento, pela precocidade, da realizagdo de andlises lipidomicas

e metabolomicas de maior qualidade e quantidade;
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1. A ndo solicitacdo de analitos de exames sanguineos que apos se mostraram
ser fundamentais para o estudo;

j. A falta de exames ou a discrepancia dos exames realizados nos hospitais par-
ceiros e na Universidade;

k. A auséncia de informagdes laboratoriais, clinicas, de condutas e tratamentos
dos pacientes em pontos fixos;

1. O uso indiscriminado, sem prescricdo ou com prescricao médica de elevadas
doses de medicamentos ja com indicios de ndo eficacia contra a COVID-19,
e a persisténcia nos mesmos farmacos ap6s a comprovada ineficacia por inu-
meros estudos cientificos, criando-se assim um grande fator confundidor em

nossa pesquisa.

Contudo, destacamos que, ao longo do estudo, aperfeicoamos nossos padroes e
adequamos o desenho experimental, quando oportuno, aos estudos e protocolos mais re-

centes e concretos, adaptando nossas metodologias.
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OBJETIVOS

“Nunca te fixes nos defeitos dos outros, mas deves
estar sempre pronto para os desculpar. Sé sempre
pronto para acusar-te a ti proprio; mais ainda, deseja
que todos te conhecam por dentro e por fora.”

(In4cio de Loyola)
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2.1.0BJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo e as concentracdes dos correceptores CD14, CD36 ACh e
mediadores lipidicos na infeccao por SARS-CoV-2 e suas relagdes com o prognostico da

doenca e abrir espago para sua utilizacdo como possiveis biomarcadores em humanos.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Apresentar as diferencas na expressao dos correceptores de membrana CD14 e
CD?36 nas diversas subpopulagdes de mondcitos periféricos comparando pacien-
tes infectados por SARS-CoV-2 e controle;

e Analisar se a concentracdo de CD14 soluvel ¢ proporcional a concentracdo de
CD36 soluvel nesses pacientes; € em conjunto com biomarcadores,

e Avaliar os niveis de acetilcolina, 4cidos graxos e mediadores lipidicos estdo asso-

ciadas a gravidade da COVID-19.

Em plasma e aspirado traqueal (TA) de humanos contaminados ou ndo com SARS-

CoV-2 e que tenham ou ndo desenvolvido a COVID-19
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MATERIAL & METODOS

“Uma pessoa que nio tem a verdura da justica ¢é
seca, totalmente sem terna bondade, totalmente
sem virtude iluminadora. Agora, nestas pessoas que
deveriam ser verdes, nio ha mais vida de qualquer
tipo. Ha apenas esterilidade enrugada."

(Hildegard de Bingen)
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3.1.Aprovacio ética.

Ap6s verificar a elegibilidade e a aptiddo para participar do estudo, todos os volunta-
rios foram convidados a disponibilizarem seu consentimento por escrito de acordo com
os regulamentos do Conselho Nacional de Pesquisa em Humanos (CONEP) e do Comité
de Etica Humana da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEP-
FCFRP-USP). O protocolo de pesquisa foi aprovado e recebeu o certificado de Apresen-
tagdo e Apreciagio Etica (CAAE: 30525920.7.0000.5403) (ANEXO I). O tamanho da
amostra foi determinado pela conveniéncia da amostragem, disponibilidade em hospitais
parceiros, acordo para participacao e condi¢des da pandemia dentro da comunidade local

(ANEXO II)*

3.2.Casuistica

Este estudo observacional, analitico e transversal foi realizado entre junho e no-
vembro de 2020. Recrutamos 423 individuos entre 13 e 96 anos. Os participantes da pes-
quisa foram escolhidos de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo descritos na
Tabela 1 e no protocolo (ANEXO II). A mediana de idade dos participantes foi de 49
anos ¢ a moda foi de 38 anos. A média (= DP) da idade de nossa coorte foi de 51 = 16
anos.

A distribuicdo geral segundo a idade dos participantes da pesquisa, mostrou-se
ndo-gaussiana, portanto, ndo paramétrica e ndo normal. Houve tentativas de tornar gaus-
siana a distribui¢do em funcdo da idade, entretanto sem sucesso devido aos seguintes fa-
tores: a) livre-demanda de amostras; b) agravamento da doenga no grupo de pessoas ido-
sas, em detrimento dos mais jovens; c) colapso do sistema de saude e auséncia de testes
que comprovassem infec¢do por SARS-CoV-2. Deste modo, ndo foi possivel com o pas-
sar do tempo, conseguirmos obter uma distribuicdo normal para nossas amostras.

O fluxograma CONSORT (Cf. Resultados) foi elaborado com um conjunto mi-
nimo de recomendagdes, baseado em evidéncias para relatar ensaios clinicos, compreen-
dendo uma lista de verificagdo de 25 itens e um diagrama de fluxo. Os itens da lista de

verificacdo se concentram em relatar o desenho do estudo, analisado e interpretado; o

45 Os servigos relacionados ao CEP ¢ ao CONEP foram de competéncia da Profa. Cristina R. B. Cardoso e
da Profa. Elisa M. S. Russo.
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diagrama de fluxo exibe o processo do grupo de participantes da pesquisa durante o es-

tudo

3.3.Assinatura profissional

Ao que dispde os termos da Legislacdo da Republica Federativa do Brasil, em
especial: a Resolugao n°® 287/1998 do Conselho Nacional de Satude; a CBO n° 397/2002
(ID: CIUOB8S); e pela Lei n°® 6.684/79. Assinam, profissionalmente, as condutas e técnicas
empregadas, devidamente autorizados e registrados pelo Conselho Regional de Biomedi-
cina, os biomédicos: Dra. Diana M. Toro (CRBM-IV: 4915); Dr. Pedro Vieira da Silva
Neto (CRBM-I: 42803); e Dr. Vinicius Eduardo Pimentel (CRBM-I: 42622).

3.4.Recrutamento

Conforme consta no ANEXO II, individuos que espontaneamente se declararam
sem infeccdo por SARS-CoV-2 foram recrutados no Parque Tecnologico Supera (Supe-
raParque), onde foram devidamente testados e o resultado negativo confirmado. Para re-
crutamento de pacientes com quadro assintomético a leve da doenga, incluindo alguns
casos moderados, e que ndo necessitaram de internagdo, firmamos um acordo com a Se-
cretaria Municipal de Satide de Ribeirdo Preto, para o recrutamento ativo. O mesmo foi
realizado via ligacdo telefonica, e apds entrevista e concordancia em participar da pes-
quisa, foi realizada a coleta do sangue*® na residéncia do participante. E valido ressaltar
que, a testagem para SARS-Cov-2 (Cf. Item 3.3), foi realizada pela Secretaria Municipal
de Saude, sendo que, em casos positivo os pacientes receberam o devido atendimento
médico oferecido pelo Sistema Unico de Saude, sob total responsabilidade das autarquias
publicas de saude.

Outra fonte de recrutamento foi viabilizada via formularios eletronicos, ampla-

mente divulgados em midias sociais e com notavel aderéncia por parte da comunidade. A

mesma foi disponibilizada pela plataforma https:/pt.surveymonkey.com/*” (ANEXO

46 Participaram ativamente desta etapa: a pos-doutoranda Malena M. Pérez; os doutorandos Pedro V. da
Silva-Neto, Diana M. Toro, Jamille G. M. Argolo; os mestrandos Vinicius E. Pimentel ¢ Camila N. S.
Oliveira; ¢ os alunos de graduacdo Jonatan C. S. de Carvalho, Ingryd Carmona-Garcia ¢ Nicola T. Neto;
sob a supervisdo e orientagdo do Prof. Dr. Carlos A. Sorgi; ¢ orientacdo da Profa. Dra. Lucia Helena Fac-
cioli, Profa. Dra. Cristina R. B. Cardoso, Profa. Dra. Ana P. M. Fernandes e Prof. Dr. Marcelo Dias-Baruffi.
47O desenvolvimento e curadoria dos formularios eletronicos foram realizados pelo doutorando Pedro V.
da Silva-Neto e pelo mestrando Vinicius E. Pimentel, sob supervisdo e orientagdo do Prof. Dr. Carlos A.
Sorgi.
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III). Para casos com diagnostico positivo de COVID-19, uma entrevista era realizada por
ligacdo telefonica onde era dado o aceite para a participagdo na pesquisa e o agendamento
da coleta. O laudo original era disponibilizado pelo participante, para comprovacgao da
infecc¢do viral.

Adicionalmente, celebramos acordo de parceria com 2 grandes importantes cen-
tros hospitalares da cidade de Ribeirdo Preto: Hospital Sdo Paulo de Ribeirdo Preto e
Hospital da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Ribeirdo Preto*®, consignado no
ANEXO II.

Constam-se ainda nos anexos, as fichas de entrevistas; @) voluntarios saudaveis
(ANEXO III); b) pacientes domiciliares (ANEXO 1III); e, ¢) pacientes hospitalizados
(ANEXO V), demonstrando a individualidade de cada paciente e a grande quantidade de
informagdes que pudemos coletar dos participantes dos estudos. Nos anexos estdo os da-
dos que foram coletados nas entrevistas, realizadas tanto pessoalmente quanto por tele-
fone, anotacdes de enfermagem, fichas e relatérios médicos, exames e outros dados for-
necidos por livre consentimento e devidamente autorizado pelo CEP-FCFRP-USP
(ANEXO I), para a constitui¢do de nosso banco de informacgdes, devidamente regulari-
zado e com todas as informagdes guardadas em seguranca conforme estabelecido em

nosso Protocolo. .

3.5.Diagnostico de SARS-CoV-2

Para o diagnéstico da COVID-19, foram empregadas duas técnicas:

a) C¢lulas do epitélio do trato respiratério superior (nasofaringe e orofaringe), eram
coletadas por esfregagco com o auxilio de um swab nasal e um swab oral. Os swabs
contendo o esfregaco celular do participante era inserido em tubos conicos, con-
tendo cerca de 1 mL de soro fisioldgico estéril 0,09% e posteriormente enviados
ao SUPERA Parque (Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto, Sao Paulo, Bra-
sil), para analises por RT-qPCR (Biomol OneStep/COVID-19 kit; Instituto de Bi-

ologia Molecular do Parana - IBMP Curitiba, Parana, Brasil). Todas as amostras

* Todos os transportes, de nossa equipe ou de amostras, foram realizados pelo Prof. Dr. Carlos A. Sorgi,
com auxilio de um veiculo disponibilizado pela Se¢do de Veiculos da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto da Universidade de Sao Paulo.
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apos a coleta até a destinacdo ao exame molecular eram mantidas em refrigeragao
a4°C.

b) O método soroldgico foi empregado também como alternativa ao molecular.
Amostras de sangue periférico eram coletadas por meio de acesso venoso costu-
meiro, em sistema de coleta a vacuo, em tubos Vacutainer® contendo ETDA e
processadas em ensaios seroldgicos para detectar [gM/IgG/IgA (teste de anticor-

pos SARS-CoV-2®; Guangzhou Wondfo Biotech, China).

Assim, consideramos validos, e, portanto, aceitos em nosso estudo, resultados de
RT-qPCR ou sorologia positiva/reagente para SARS-CoV-2 provindos da Secretaria Mu-
nicipal de Saude de Ribeirao Preto ou dos laboratorios de andlises clinicas dos hospitais
em que participantes de nossa pesquisa foram admitidos. Estes resultados constavam em

suas fichas médicas.

3.6.Classificacdo dos pacientes

Inicialmente, dividimos os pacientes somente com base na presenca ou auséncia
de infecgdo por SARS-CoV-2 (Cf. Item 3.4), (Cf. Item 3.4), resultando em dois grandes
grupos:

e Controle: pacientes saudaveis; ou com doencas de base ndo predisponentes e

controladas; e sabidamente negativos para SARS-CoV-2.

e COVID-19: todos os individuos positivos para SARS-CoV-2, independentes

da gravidade.

Ao notarmos agrupamentos de resultados dispersos graficamente, nas mais varia-
das formas, realizamos a primeira dicotomizacdo para melhor caracterizagdo do grupo
COVID-19, sendo:

e COVID-19: todos os individuos positivos para SARS-CoV-2, subdivididos

em mais dois grandes grupos:
I.  Nao hospitalizados: individuos positivos para SARS-CoV-2 que nao
necessitaram de suporte hospitalar;
II.  Hospitalizados: individuos positivos para SARS-CoV-2 que necessi-
taram de suporte hospitalar.

Contudo, ainda varia¢des foram vistas entre os individuos hospitalizados, e para

melhor caracterizar os pacientes, necessitamos dicotomiza-los mais uma vez, agora, con-

forme a gravidade, sendo:
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I.  Nao hospitalizados: individuos positivos para SARS-CoV-2 que ndo necessita-
ram de suporte hospitalar, divididos em:
a. Leves
b. Moderados®
II.  Hospitalizados: individuos positivos para SARS-CoV-2 que necessitaram de su-
porte hospitalar, divididos em:
a. Moderado;
b. Grave;
c. Critico;

Com a maior dicotomizacao dos grupos, houve a necessidade do estabelecimento
de mais um grupo controle, desta vez, que atendia as caracteristicas de pacientes interna-
dos em estado criticos, a fim de estabelecer comparacdes futuras. Assim, estabelecemos:

Controle critico’’: pacientes internados em UTI ndo-COVID-19, portadores de

doenca de base, comprovadamente negativos para SARS-CoV-2 e necessariamente entu-

bados.

3.6.1. Sinais, sintomas e pardametros para classificacdo geral dos participantes

Os participantes foram classificados em seis grupos e foram dicotomizados com
base na gravidade da doencga, parametros clinicos, manejo do paciente e resultados labo-
ratoriais, seguindo as recomendacdes da OMS a época [229]-[231]. Estas classificagdes
foram utilizadas para definir a escala da progressao clinica dos pacientes. Os critérios e

os grupos podem ser melhor visualizados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacio de participantes baseados em sinais e sintomas.

Classificaciao Sintomas, sinais e parametros

40 grupo moderado é um grupo que tem em comum em pacientes nio hospitalizados e hospitalizados,
Tratou-se de um fenémeno atribuido as superlotagdes dos centros de satide e hospitais. Assim pessoas
com quadros moderados de COVID-19, que deveriam estar internadas, devido ao colapso do sistema de
saude, foram obrigadas a ficarem em suas casas ¢ ali, receberem seu tratamento [312]-[315].

50 Pacientes admitidos neste grupo estavam internados em UTIs ndo-COVID-19, ou seja, UTIs que rotinei-
ramente ndo atendiam casos de COVID-19. Desta forma atenuamos o risco de infec¢do durante o estudo.
comuns e que ndo atendiam casos de COVID-19.
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Controle

Controle critico

Leve

Moderado

Grave

Critico

Negativo para SARS-CoV-2
Sem sinais e sintomas clinicos de COVID-19

Negativo para SARS-CoV-2

Admissao em UTI

Necessidade de ventilagdo mecanica invasiva
Pa02/Fi02 <200mmHg

Com ou sem parametros adicionais: necessi-
dade de hemodialise, septicemia, choque sép-
tico e disfuncdo multiérgaos.

Positivo para SARS-CoV-2

Com ou sem os seguintes sintomas: diarreia,
tosse, febre, dor de cabega, perda de paladar
(ageusia)/ olfato (anosmia), mialgia, nauseas e
vomitos

Positivo para SARS-CoV-2

Saturagdo de oxigénio 94-99% em ar ambi-
ente

Manifestag¢ao de sintomas de doencga leve a
moderada, incluindo dispneia

Pa02/FiO2 250-300mmHg

Nao necessidade de ventilagdo mecanica inva-
siva; uso de cateter de baixo fluxo (oxigénio
2-4L/min), ou reservatdrio de oxigénio (4-
10L/min)

Positivo para SARS-CoV-2

Admissdo ou ndo em UTI

Desconforto respiratdrio grave

Saturagdo de oxigénio <93% em ar ambiente
Pa02/Fi0O2 <250mmHg

Nao necessidade de ventilagdo mecanica inva-
siva: reservatorio de oxigénio (4-10L/min); ou
mascara/cateter de oxigénio de alto fluxo (10-
15L/min).

Corte. Continuagdo na proxima pagina

Continuagdo

Positivo para SARS-CoV-2
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e Admissado (preferencialmente?'), ou ndo em
UTI

e Desconforto respiratdrio agudo grave

e Necessidade de ventilagdo mecanica

e Pa02/FiO2 <200mmHg

e Com ou sem um ou mais parametros adicio-
nais: necessita de hemodialise, septicemia,
choque séptico, e disfungdo multiorgaos.

Abaixo, sdo apresentadas as equacdes utilizadas para estabelecer o grau de lesao
pulmonar e a gravidade da sindrome do desconforto respiratdrio, a classificar os pacientes

em diferentes grupos [232]-[236].

Equacio 1 — FiO2 Estimado

FiOéqTM + (4 x Ozinfundido (L/m)

100

Fio, = ,onde: Fio4™ = 20

20 + (4 x Oinfundido (L/m))
2
100

FlOZ =

Equacio 2 — PaO2 Estimado

Pa0O,(+£5mmHg) = 100 - (0.32 x idade)

Equacio 3 — Razdo FiO2 e PaO2

Razs (mmHg) PaO,
aziopao,(mm = —
F?oz2 g Fio,

Interpretacao dos resultados

51 Em nosso caso, o termo “preferencialmente” foi empregado para elucidar as complexas situagdes enfren-
tadas pelo sistema de saude durante a pandemia. O termo, mais precisamente revela a realidade de que, em
muitos momentos havia pacientes em estado critico em ambientes ndo classificados como UTI, mas que
ainda assim, recebiam ao maximo o mesmo suporte oferecido por uma unidade de terapia intensiva [312]—
[315]..
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De acordo com a Defini¢do de Berlim [237]-[240]:

< 200mmHg: injuria pulmonar grave
200mmHg — 300mmHg: injaria pulmonar aguda

> 300mmHg - Valor normal

3.6.2. Score clinico classificatorio

Para classificar os pacientes conforme seus estagios clinicos, desenvolvemos um
sistema de pontuagdes, onde ponderamos, com valores diferentes, as diversas condi¢des
clinicas apresentadas pelos pacientes. Deste modo, cada item avaliado recebia um ponto
e ao final somava-se os valores para determinar sua classificagdo. A Tabela 2, apresenta
as pontuagdes e as respectivas classificagdes dentro do intervalo de pontos em que o pa-

ciente se encontrava dicotomizado.

Tabela 2 - Score clinico para dicotomizacio de pacientes no estudo

Pontuacao Classificacao

< 2 pontos Leve

> 2 a <4 pontos

Moderado
> 5 a <9 pontos Grave
> 10 a < 15 pontos Critico

Para que pudéssemos chegar ao referido sistema de pontuagdes, desenvolvido em
curto periodo de tempo (1 més apos o Decreto do estado pandémico no Brasil), nos base-
amos nos resultados iniciais, ha época, de varios ensaios clinicos, pré-prints [229], [241]-
[253] e pelo que estavamos observando no dia a dia nos hospitais. E valido de nota que,
naquele momento, nem mesmo a OMS havia desenvolvido um método classificatorio
oficial. Assim, desenvolvemos e aperfeicoamos nosso sistema de classificacao, com tes-

tagem dos critérios em pacientes de forma randomizada e confirmando posteriormente
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sua precisao, em um comparativo com a tabela classificatéria da OMS. A Tabela 3 apre-
senta a pontuagao utilizada no sistema, junto com seu respectivo peso, uma vez que houve

a necessidade de ponderar alguns itens avaliados em detrimento de outros>2.

Tabela 3 - Sistema de pontos para classificacio de pacientes

Item avaliado Pontuacio recebida Observacao

Apresenta algum sintoma gripal 1

Imediatamente ja estava incluso
Necessidade de UTI 4 no grupo grave caso pontuasse
mais algum item.

Dispneia 1
Sat.0, <93% 1
PaO0,
Fio, > 250mmHg 1
2
Pontuagdo unica, ou seja, paci-
Pa0, —>200a < 250mmH 2 ente poderia pontuar somente
Fi0, - 9 em uma das 3 relagoes apresen-
tadas
Pa% _ < 200mm 3
Fi0, mmeg

O, ofertado

>2a<4L/min
Pontuagdo unica, ou seja, paci-

0O, ofertado ) ente poderia pontuar somente
>5a<10 L/min em uma das 3 ofertas de O;
apresentadas
O, ofertado 3
>11a<15 L/min
Somado ao ponto da UTI, imedi-
Necessidade de IOT 5 atamente o paciente ja estava no

classificado como critico
Hemodialise; e/ou choque; e/ou
septicemia; e/ou CID; e/ou falén- 1
cia multiérgaos

3.7.Coleta e processamento de sangue periférico

52 A Tabela de Sistema de pontos para classificagdo de pacientes foi desenvolvida, discutida e organizada
pela pos doutoranda Malena M. Pérez; pelo doutorando Pedro V. da Silva-Neto; pelo mestrando Vinicius
E. Pimentel; pela graduanda Ingryd Carmona-Garcia, e pelos docentes Prof. Dr. Carlos A. Sorgi, Prof. Dr.
Marcelo D. Baruffi e Profa. Dra. Cristina R. B. Cardoso e Profa. Dra. Lucia Helena Faccioli
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Amostras de sangue periférico foram coletadas dos pacientes em ponto nico, ou
seja, apenas uma coleta, ou em diferentes pontos, realizando assim um acompanhamento,
chamados pacientes de seguimento. O intervalo médio de coleta em pacientes de segui-
mento foi de 15 £ 3 dias. Aproximadamente 20-28 mL de sangue periférico foram cole-
tados por acesso venoso periférico costumeiro, em sistema de coleta a vacuo, em tubos
Vacutainer® contendo, individualmente, citrato de sédio, ativador de codgulo, heparina
e EDTA. Para pacientes hospitalizados, os exames laboratoriais de sangue foram reali-
zados pelos laboratdrios de andlises clinicas em seus respectivos hospitais.

Os sangues de participantes controles ou infectados pelo SARS-CoV-2 hospitali-
zados ou ndo (Tabela 4), foram manuseados>? em uma Instalagio de Biosseguranca Nivel
2 (NB2), pertencente ao Departamento de Analises Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatolo-
gicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo
Paulo, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil, (DACTB-FCFRP-USP)>*. Os exames laborato-
riais de sangue de participantes saudaveis e pacientes infectados nao hospitalizados foram
realizados pelo Servigo de Analises Clinicas (SAC)>, - DACTB-FCFRP-USP. As amos-
tras de sangue foram utilizadas para medir a funcdo hepatica e renal, espectro enzimatico
do miocardio, quantificar fatores de coagulagdo, hemacias, hemoglobina, plaquetas e leu-

cocitos totais e diferenciais, utilizando equipamento automatizado.

3.8.Coleta e processamento de aspirado traqueal

Os aspirados traqueais (TA) foram coletados de pacientes hospitalizados e positi-
vos para SARS-CoV-2 nos estagios graves ou criticos da doenga (n=28; Cf. CONSORT)
para avaliar diferentes pardmetros. Amostras controle foram obtidas de pacientes entuba-
dos e hospitalizados, negativos para SARS-CoV-2 (n=14, Cf. CONSORT) conforme cer-
tificado pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) negativo para SARS-CoV-2, referi-
dos como pacientes Controle Critico (Tabela 5), que foram entubados devido as seguintes
condi¢des primdrias: pneumonia bacteriana, choque séptico abdominal associado a sin-
drome do desconforto respiratdrio, atelectasia pulmonar devido a dano ao nervo frénico,

ou tuberculose pulmonar.

53 Sob supervisdo do Prof. Dr. Carlos A. Sorgi.
3% A época, sob responsabilidade da Prof. Dra. Lucia Helena Faccioli
35 Sob responsabilidade de Profa. Dra. Elisa Russo e Prof. Dr. Marcelo Dias-Baruffi
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O TA foi coletado®® com o auxilio de um cateter de suc¢do bronquica endotra-
queal de vinila siliconado (Mark Med, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil), em ndo
estado de succdo, instilando no paciente de 10-20mL de solucdo fisiologica 0.9% e a
recuperando com o auxilio do mesmo cateter em estado de suc¢do em um sistema Trach
Care fechado (Bioteque Corporation, Cirurgic Fernandes LTDA, Santana Parnaiba, Sao
Paulo, Brasil), em um frasco estéril de polipropileno de 120mL (Biomeg-Biotec Hospital
Products LTDA, Mairipora, Sao Paulo, Brasil) sob condi¢des assépticas. Aproximada-
mente 5-10 mL de fluido traqueal foi recuperado, com rendimento médio de 60% apos
instilagdo. As amostras de TA foram colocadas em gelo para transporte, e processadas®’

dentro de no maximo 4h, em Laboratério de Biosseguranga Nivel 3, (NB3)®

, do Depar-
tamento de Bioquimica e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
FMRP-USP. Os aspirados foram colocados em tubos conicos de polipropileno de 15 mL
e receberam '2 em relagdo ao volume total de cada amostra de solucao salina tamponada
com fosfato (PBS) 0,1M (2:1 v/v).

Apbs a centrifugagdo (700g/10min/4°C), os sobrenadantes do TA foram recupe-
rados. Para anélises lipidomicas e metabolomicas, 250 puL. destes sobrenadantes foram
armazenados imediatamente em metanol (1:1 v/) e, armazenados a -80°C. Posterior-
mente, o aspirado restante foi diluido em 10 mL de PBS, gentilmente filtrado em filtro de
100um (Falcon Cell Strainer, Corning Inc., Corning, Nova York, EUA) para células,
usando um émbolo de seringa. O aspirado de filtragem primaria foi submetido a mais
uma etapa de purificagdo de impurezas, desta vez, utilizando um filtro de 0.20 pm (Mi-
nisart®, Sartorius Stedim Biotech, Otto-Brenner-Stra3e, Gottingen, Alemanha), acoplado
a uma seringa. O material resultante foi utilizado para quantifica¢do de citocinas, ACh,
sCD14 e sCD36.

O precipitado resultante da centrifuga¢do do TA foi utilizado para outras analises.
Seus eritrocitos foram lisados usando ImL de tampao de cloreto de amdnio (NH4Cl)
0,16M durante 5 minutos (min). As células restantes foram lavadas com 10 mL de PBS,
ressuspendidas em PBS adicionado de 2% de soro fetal de bovino (SBF) inativado por
calor, e posteriormente contadas com Azul de Trypan usando um contador automatico de

células (Condessa, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Os numeros de

36 O Aspirado Traqueal foi obtido pela Equipe de Fisioterapia (em plantdo), da Irmandade da Santa Casa
de Misericordia de Ribeirdo Preto com auxilio e supervisdo do doutorando Pedro V. da Silva-Neto.

57 Participaram ativamente deste processo a pos-doutoranda Thais F. C. Fraga-Silva; pelo doutorando Pedro
V. da Silva-Neto; e com colaboragdo técnica de Cristiane M. Milanezi.

38 Sob responsabilidade da Prof. Dra. Vania D. P. Bonato.
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leucécitos foram ajustados para 1x10° células/L e feitas contagens diferenciais®’, e 1x10°
células/mL foram destinadas para analise por citometria de fluxo®’. Todos os procedi-
mentos foram realizados em uma NB3, no Departamento de Bioquimica e Imunologia,
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo.

Para a contagem de leucdcitos diferenciais no TA, 100pL do fluido foram adicio-
nados a um cifospin imediatamente apds a coleta para evitar qualquer interferéncia na
morfologia celular. Apds a coloragdao com Panotico Rapido (LABORCLIN; Laboratory
Products LTDA, Pinhais, Brasil), a contagem diferencial de leucécitos®' foi realizada
usando uma média de 200 células empregando microscopio oOtico (Zeiss EM109; Carl
Zeiss AG, Oberkochen, Alemanha) com uma objetiva 100x (sob dleo de imersdo), equi-
pada com uma camera digital Veleta CCD (Olympus Soft Imaging Solutions Gmbh, Ale-
manha). Linfocitos, neutrofilos, eosindfilos e monocitos/macrofagos foram identificados
e caracterizados morfologicamente, e seus comprimentos e larguras foram medidos
(100x) com auxilio do software Imagel (National Institutes of Health, Rockville, MD,
EUA). Ap6s o citospin, fixagdo e coloragao das células, o risco de contaminagao foi eli-
minado, e a contagem diferencial foi realizada em uma instalagao de biosseguranca co-
mum (NB1), no Laboratério de Inflamacdo e Imunologia das Parasitoses®? do Departa-
mento de Analises Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatologicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo (LIIP-DACTB-FCFRP-
USP).

3.10. Cromatografia liquida de alto desempenho acoplada ao espectrometro de
massa (LC-MS/MS)

A quantificagcdo dos mediadores lipidicos foi realizada por espectrometria de mas-
sas no Centro de Exceléncia de Quantificacio e Identificagdo de Lipidios - (CEQIL)®,
do Departamento de Andlises Clinicas, Bromatoldgicas e Toxicoldgicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, estabelecido pela

FAPESP (EMU-2015/00658-1) e sob coordenacao da Profa. Dra. Lucia Helena Faccioli,

3 Procedimento realizado pelo mestrando Vinicius E. Pimentel.

60 Procedimento realizado pela pos-doutoranda Thais F. C. Fraga-Silva e pela doutoranda Camila O. S.
Souza, supervisionadas pela Profa. Dra. Vania L. D. Bonato ¢ Profa. Dra. Cristina R. B. Cardoso.

81 Procedimento realizado pelo mestrando Vinicius E. Pimentel.

62 Coordenado pela Profa. Dra. Liicia Helena Faccioli.

63 Procedimentos e andlises realizados pela pos-doutoranda Dra. Malena M. Pérez e pela técnica Dra. Vi-
viani Nardini Takahashi; com auxilio da doutoranda Diana M. Toro; do mestrando Vinicius E. Pimentel; e
do graduando Nicola T. Neto; sob supervisdo do Prof. Dr. Carlos A. Sorgi e Profa. Dra. Lucia Helena
Faccioli. (Ibid. 3.10.3).
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usando o Espectrometro de Massa TripleTOF5600+ (SCIEx-Foster, CA, EUA), segundo
o método descrito por Sorgi, et al. (2018).

3.10.1. Reagentes

Eicosanoides, acidos graxos livres (AA, EPA e DHA) e metabdlitos como padrdes
de peso molecular (MWS) e padrdes internos deuterados foram adquiridos da Cayman
Chemical Co. (Ann Arbor, MI, EUA). Acetonitrila de grau HPLC (ACN), metanol
(MeOH) e isopropanol foram comprados da Merck (Kenilworth, NJ, EUA). A 4gua desi-
onizada ultrapura (H20) foi obtida utilizando um sistema de purificagdo de agua Milli-Q
(Merck-Millipore, Kenilworth, NJ, EUA). Acido acético (CH3COOOH) e hidroxido de
amonio (NH4OH) foram obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA) [254].

3.10.2. Preparacgdo e extracdo das amostras

As amostras de plasma (250uL) e TA (250uL) em tubos contendo EDTA (Vacu-
tainer® EDTA K2; BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, EUA) foram armazenadas em
MeOH (1:1, v/v) a -80°C. Trés volumes adicionais de MeOH absoluto gelado foram adi-
cionados a cada amostra overnight a -20°C para desnaturag¢do da proteina e apos a extra-
¢do da fase solida lipidica (SPE). A cada amostra, foi adicionado 10uL de solug¢ao padrdo
interno (IS), centrifugada a 800g/10min/4°C. Os sobrenadantes resultantes foram coleta-
dos e diluidos com agua deionizada (agua ultrapura; Merck-Millipore, Kenilworth, NJ,
EUA) para obter uma concentragdo MeOH de 10% (v/v). Nas extragdes de SPE, foi utili-
zada uma coluna Hypersep C18-500mg (3mL) (Thermo Scientific-Bellefonte, PA, EUA)
equipada com um coletor de extracdo (Waters-Milford, MA, EUA). As amostras diluidas
foram carregadas na coluna pré-equilibrada e lavadas usando 2mL de MeOH e H20 con-
tendo 0,1% de 4cido acético, respectivamente. Em seguida, os cartuchos foram enxagua-
dos com 4mL de H20 contendo 0,1% de 4cido acético para remover as impurezas hidro-
filicas. Os lipidios que haviam sido absorvidos no solvente de SPE foram diluidos com
ImL de MeOH contendo 0,1% de acido acético. O solvente eluato foi removido em vacuo
(Concentrator Plus, Eppendorf, Alemanha) a temperatura ambiente e reconstituido em

50uL. de MeOH/H20 (7:3, v/v) para analise LC-MS/MS [254].

3.10.3. Andlise de lipidios por LC-MS/MS e processamento de dados
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A cromatografia liquida foi realizada utilizando uma coluna Ascentis Express C18
(Supelco, St. Louis, MO, EUA) com 100x4,6mm e um tamanho de particula de 2,7um
em um sistema de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) (Nexera X2; Shi-
madzu, Kyoto, Japao). Em seguida, 20uL de amostra extraida foi injetada na coluna de
HPLC. A elui¢do foi realizada sob um sistema de gradiente binario composto pela Fase
A, composta de H2O, ACN e acido acético (69,98:30:0,02, v/v/v), em pH 5,8 (ajustado
com NH4OH), e a Fase B, composta de ACN e isopropanol (70:30, v/v). A eluicdo gradual
foi realizada durante 25 min, a uma vazado de 0,5 mL/min. As condi¢des de gradiente
foram as seguintes: 0 a 2 min, 0% B; 2 a 5 min, 15% B; 5 a 8§ min, 20% B; 8 a 11 min,
35% B; 11 a 15 min, 70% B; e 15 a 19 min, 100% B. Aos 19 min, o gradiente voltou a
condicdo inicial de 0% B, e a coluna foi reequilibrada até 25 min. Durante a analise, as
amostras da coluna foram mantidas a 25 °C e 4 °C no auto amplificador. O sistema HPLC
foi conectado diretamente a um espectrometro de massa TripleTOF 5600+ (SCIEX-Fos-
ter, CA, EUA). Uma fonte de ionizacdo de eletroospray (ESI) em modo de ion negativo
foi usada para a varredura de alta resolugdo de monitoramento de multiplas reagdes
(MRM'"®), Uma sonda de ioniza¢do quimica de pressdo atmosférica (APCI) foi usada
para calibracdes externas do sistema de entrega calibrado (CDS). A calibrag¢do automatica
da massa (<2ppm) foi realizada periodicamente apds cada uma das cinco inje¢des de
amostra usando a Solugdo de Calibragdo Negativa APCI (Sciex-Foster, CA, EUA) inje-
tada via infusdo direta a uma taxa de fluxo de 300uL/min. Os parametros instrumentais
adicionais foram os seguintes: gas nebulizador (GS1), 50psi; gas turbo (GS2), 50psi; gés
cortina (CUR), 25psi; tensdo de eletropray (ISVF), -4,0kV; temperatura da fonte de pul-
verizagdo de ions turbo, 550°C. O tempo de permanéncia foi de 10ms, e uma resolugao
de massa de 35.000 foi alcangada a uma relagdo massa/carga (m/z) de 400. A aquisi¢ao
de dados foi realizada utilizando o software Analyst™ (SCIEX- Foster, CA, EUA). A
identificagdo qualitativa das espécies lipidicas foi realizada utilizando o PeakView™
(SCIEX-Foster, CA, EUA). MultiQuant™ (SCIEX-Foster, CA, EUA) foi utilizado para
a analise quantitativa, o que permite a normaliza¢ao das intensidades de pico dos ions
moleculares individuais utilizando um padrdo interno para cada classe de lipidios. A
quantifica¢do de cada composto foi realizada utilizando padrdes internos e curvas de ca-

libragdo, e as transicdes de massa especificas de cada lipidio foram determinadas de
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acordo com método previamente publicado [254]. A concentragdo final de lipidios foi
normalizada pelo volume inicial de plasma ou TA (ng.mL)%,
3.10.4. Anadlise de metabolomica

Os metabolitos foram extraidos e as amostras foram transferidas para frascos auto
amplificadores para analise LC-MS usando o Espectrometro de Massa TripleTOF5600+
(Sciex-Foster, CA, EUA) acoplado a um sistema de cromatografia liquida de u/tra-high-
performance (UHPLC) (Nexera X2; Shimadzu, Kyoto, Japao). A cromatografia em fase
reversa foi realizada de forma semelhante as andlises lipidicas acima. Os dados espectrais
de massa foram adquiridos, conforme descrito anteriormente [255]-[257], com ionizagao
negativa de eletroospray, e a varredura completa da relagdo m/z variou de 100 a 1500. O
software ProteoWizard [258] foi usado para converter os arquivos wiff em arquivos mz
XML. Picos de pico, filtragem de ruido, tempo de retengdo, alinhamento m/z e quantifi-
cacdo de caracteristicas foram quantificados usando o apLCMS [259]. Trés parametros
foram usados para definir um recurso metabdlico: relagdo m/z, tempo de retengao (min),
e valores de intensidade. Os dados foram transformados em Log> e apenas caracteristicas
detectadas em pelo menos 50% das amostras de um grupo foram utilizadas em analises
posteriores. Os valores em falta foram imputados usando a metade da média da caracte-
ristica em todas as amostras. O software Mummichog (versdo 2) foi usado para analise

de enriquecimento metabdlico (com precisio de massa abaixo de 10ppm) [260]% .

3.11. Determinacio das concentracoes de acetilcolina (ACh)

A ACh foi mensurada em plasma e em TA usando um kit de imunofluorescéncia
disponivel comercialmente®® (ab65345; Abcam, Cambridge, Reino Unido), de acordo
com as instru¢des do fabricante. Resumidamente, a ACh foi convertida em colina pela
adicao da enzima acetilcolinesterase a reacdo, que permite determinar os niveis de colina
total e livre. A quantidade de ACh presente nas amostras foi calculada pela subtragao da
colina livre da colina total. Os produtos formados no ensaio reagem com a sonda de colina
presente nos reagentes, permitindo assim, serem quantificadas por fluorescéncia. Os com-

primentos de onda de excitagdo e emissdo foram de 535 e 587nm, respectivamente

64 Cf. Ibid. item 3.10.
65 Analises realizadas pelo Prof. Dr. Luiz Gustavo Gardinassi.
% Procedimentos realizados pela pos-doutoranda Malena M. Pérez; e pelo mestrando Vinicius E. Pimentel.



MATERIAL & METODOS | 75

(Paradigm Plate Reader; SpectraMax, San Diego, CA, EUA). A concentracao de ACh foi
analisada utilizando o software SoftMax® (SpectraMax, Molecular Devices, Sunnyvale,

CA, EUA), e expressa como pmol mL™".

3.12. Determinacio dos niveis de CD14 e CD36 soluveis (sCD14 e sCD36)

As amostras de plasma e de TA foram colocadas em placas de 96 pogos. A con-
centragio de sCD14 e sCD36 foi determinada usando um kit comercial de ELISA ¢’
(DY383 e DY 1955-05, respectivamente; R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), se-
guindo as instrugdes do fabricante e sua absorbancia determinada em 450nm (Paradigm
Plate Reader; SpectraMax, San Diego, CA, EUA). As amostras que excederam o limite
de quantifica¢do foram devidamente diluidas e ap6s corrigidas pelo fator de dilui¢do. Os

resultados foram expressos em pg.mL™!.

3.13. Citometria de fluxo

Amostras de sangue com anticoagulante (Vacutainer® EDTA K2; BD Bioscien-
ces), foram processadas para analise de citometria de fluxo de leucécitos circulantes. O
sangue total (1mL) foi separado e as hemacias foram lisados usando tampao de lise ACK.
Os leucocitos foram lavados em PBS contendo 5% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco™,
EUA), centrifugados e ressuspensos na solugdo salina balanceada de Hank (Sigma-Al-
drich, Merck, Darmstadt, Alemanha) contendo 5% de FBS, seguido de colorac¢do de an-
tigeno de superficie. Da mesma forma, as células obtidas do TA foram processadas para
ensaios de citometria de fluxo. As células foram coradas com Fixable Viability Stain
(1:1000) (BD Biosciences) e incubadas com anticorpos monoclonais CD14 (1:100)
(MS5E2; Biolegend), HLA-DR (1:100) (G46-6; BD Biosciences), CD16 (1:100) (3GS;
Biolegend), e CD36 (1:100) (CB38, BD Biosciences) por 30min a 4°C. Ap0s a incubagao
as c¢lulas foram lavadas, centrifugadas e fixadas com BD Cytofix™ Fixation Buffer
(554655; BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). A aquisi¢io® de dados foi realizada
em citometro de fluxo LSR-Fortessa™ (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e o

87 Procedimentos realizados pela pos-doutoranda Malena M. Pérez; pelos doutorandos Pedro V. da Silva-
Neto e Diana M. Toro; pelo mestrando Vinicius E. Pimentel; pelo graduando Jonatan C. S. de Carvalho ¢
Nicola T. Neto, sob supervisdo do Prof. Dr. Carlos A. Sorgi e Profa. Dra. Lucia Helena Faccioli; com
colaboragdo técnica de Caroline Fontanari.

%8 Procedimento realizado na Central Multiusuario de Citometria de Fluxo do Departamento de Analises
Clinicas, Toxicologicas e Bromatologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo, sob supervisdo da Técnica Fabiana Rossetto de Morais;
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software FACS-Diva (versao 8.0.1) (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA). Foram
adquiridos 300.000 eventos por amostra. Os dados foram analisados através do software
FlowJo® (versao 10.7.0) (Tree Star, Ashland, OR, EUA) para calcular a frequéncia celu-
lar, e a redu¢do da dimensionalidade celular foi representada através da distribuicdo de
similarieradade através de graficos t-distributed stochastic neighbour embedding (t-

SNE)%. A estratégia de gate esta ilustrada na Figura 2A e Figura 3A

3.14. Controle interno de qualidade

Adotamos uma amostra para controle interno (CI) de qualidade e validacao dos
ensaios. Um CI foi adotado para os analitos sCD14, sCD36 e ACh. Uma série de 10 do-
sagens foram realizadas em 2 eventos independentes, com cerca de 7 a 15 dias de dife-
renga entre eles, a fim de determinar a linha média e seus desvios padrdes. Os dados foram
plotados em Excel (Microsoft Corporation, Albuquerque, Novo México, EUA), e um gra-
fico de Levey-Jennings gerado. A interpretacdo do CI se deu pelas Multiplas Regras de
Westgard. Apos a avaliagdo, o experimento era ou nao validado, e, caso necessario, repe-
tido°.

As Multiplas Regras de Westgard sdo usadas na interpretacdo de resultados no
sistema de Controle Interno de Qualidade, fazendo combinagao de critérios de decisdo,
objetivando compreender comportamentos inadequados em analises analiticas. Ja o gra-
fico Levey-Jennings controla os resultados analiticos em fungdo do tempo ou niimero.
Nesse sentido, Brandelero e Tessari (2022) avaliaram a confiabilidade e eficacia de mé-
todos de controle interno de qualidade em analises laboratoriais. Os autores destacaram
que os graficos de Levey-Jennings e as regras multiplas de Westgard para interpretagao
sdo métodos utilizados a nivel mundial, sendo que, o segundo possibilita que os resultados
de controle interno sejam inseridos e confrontados com os Limites Aceitaveis de Erro.
Além disso, foi apontado no estudo que essas técnicas se apresentam mais estaveis e con-
fiaveis nos resultados dos estudos laboratoriais.

No artigo de Vieira et al. (2011) essas informagdes foram corroboradas, os autores
citaram que esses métodos sao usados hd mais de 3 décadas para controle de qualidade

interno, permitindo a analise do erro aleatorio de uma analise.

% Procedimentos feitos pela pos-doutoranda Thais F. C. Fraga-Silva; pelos doutorandos Camila O. S. Souza
e Pedro V. da Silva-Neto; e pelo mestrando Vinicius E. Pimentel; sob supervisdo da Profa. Dra. Lucia
Helena Faccioli, Profa. Dra. Cristina R. B. Cardoso ¢ Profa. Dra. Vania L. D. Bonato.

70 Procedimento realizado pelo mestrando Vinicius E. Pimentel.
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3.15. Analises estatisticas

Para a analise estatistica’!' foram utilizados testes bicaudais, com um valor de sig-
nificancia de p <0,05 e um intervalo de confianca de 95%. A distribui¢do gaussiana dos
dados foram avaliadas usando o teste Kolmogorov-Smirnov. Os dados paramétricos fo-
ram analisados usando testes ¢ ndo pareados (para dois grupos) ou ANOVA unidirecional
seguidos pelos testes de comparagao multipla de Tukey para trés ou mais grupos simul-
taneamente. Para os dados que ndo apresentaram uma distribui¢do gaussiana, foram uti-
lizados os testes Mann-Whitney (para comparagdes de dois grupos) ou Kruskal-Wallis,
seguido pelo pos-teste de Dunn’s para analise entre trés ou mais grupos. Os dados da rede
de citocinas em pacientes com COVID-19 foram analisados usando correlagdes signifi-
cativas da Spearman na p<0,05.

Dias, Martins e Costa (2018) avaliaram métodos de controle interno da qualidade
em analises laboratoriais. Os autores analisaram a dupla leitura através da estatistica de
Kappa, tabela de Riimke e teste T de Student, teste de tipagem sanguinea e fator Rh, com
isso revelaram que os métodos alternativos tiveram alto indice de confiabilidade, com
possibilidade de serem usados em andlises laboratoriais como auxilio na qualidade do
processo analitico. Lopes, Branco e Soares (2013) destacam a importancia do teste Kol-
mogorov-Smirnov para hipotese de Normalidade para o conjunto de dados dos ensaios.

Algumas das possiveis variaveis de confusdo associadas ao COVID-19 (idade,
sexo, obesidade, hipertensdo e diabetes mellitus) foram analisadas por seus potenciais
impactos nos principais procedimentos analiticos deste estudo, tais como as medidas
ACh, AA, 5-HETE, e 11-HETE das amostras de plasma (pacientes saudaveis, assintoma-
ticos a leves, moderados, graves e criticos) € TA (pacientes criticos e controles criticos).
Esta andlise foi realizada utilizando os testes Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, Spearman's

correlation, ou Chi-square (y2).

"I Procedimentos realizados pelo pos-doutorando Carlos. A. Fuzo, Thais F. C. Fraga-Silva; pelos douto-
randos Pedro V. da Silva-Neto, Diana M. Toro e Camila O. S. Souza; pelo mestrando Vinicius E. Pimen-
tel; e pelos Prof. Dr. Luiz Gustavo Gardinassi e Profa. Dra. Sandra R. C. Maruyama.
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“Nio se opor ao erro ¢ aprova-lo, nio defender a
verdade ¢ nega-la. Quem diz verdades perde amiza-
des. Assim, a humildade ¢ o primeiro degrau para a
sabedoria."

(Tommaso d'Aquino)
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4.1.Coorte

Este estudo elegeu 423 voluntarios, por livre demanda, entre 13 € 96 anos entre
junho e novembro de 2020. De todos os elegiveis, apenas 368 voluntarios foram admiti-
dos no estudo. A mediana de idade dos participantes foi de 49 anos e a moda foi de 38
anos. A média (= DP) da idade de nossa coorte foi de 51 + 16 anos (Cf. Metodologia —
Item 3.2). O CONSORT demostra o fluxo do delineamento experimental.
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CONSORT

TRANSPARENT REPORTING of TRIALS

CONSORT 2010 Flow Diagram
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Tabela 4: Dados de pacientes e participantes saudaveis com amostras de sangue utilizadas neste estudo
Todos os Gravidade COVID-19
ol Controle R
Variaveis n=104 pacientes Leve Moderado Grave Critico p-valor
n =250 n=>59 n=67 n="72 n=>52
Caracteristicas demograficas
Idade, mediana + DP, (IQR) 35+15.4(22-80) 55+18.7(16-96) 38.5+13.1(20-83) 48+18.4(16-92) 64+16.3(30-96) 63+16.6(20-86) 2<0.0001
IMC (kg/m?) 26.545.2(15.4-43 25) 28.44+6.8(17.3- 27.145.5(17.3-43.8) 28.6+5.5(17.4-42.1) 28.2+8.0(20.2- 29.4£7.0(21.7-50.3) 2 0.0384
65.7) 65.7)

Género, No. (%)
Homem 19 (41.3) 109 (55.9) 14 (38.9) 30 (60) 32 (59.2) 33 (60)
Mulher 27 (58.7) 86(44.1) 22 (61.1) 20 (40) 22 (40.7) 22 (40) i
Comorbidades ou doencas coexistentes, No. (%)
Hipertensdo 5(10.9) 90(46.1) 5(13.9) 16 (32) 37 (67.3) 32 (58.2) 2<0.0001
Dislipidemia 9 (19.6) 27 (13.8) 7(19.4) 10 (20) 6(11.1) 4(7.3) 0.3584
Diabetes mellitus 1(2.2) 59 (30.2) 2 (5.5) 14 (28) 25 (46.3) 18 (32.7) 2<0.0001
Obesidade 5(10.9) 70 (35.9) 4 (11.1) 21 (42) 22 (40.7) 23 (41.8) 20.0007
Doengas respiratorias 1(2.2) 29 (14.9) 10 (27.8) 10 (20) 2(3.7) 7(12.7) 20.0224
Dados de hospitalizacio, No.
Mediana (IQR) - 10 (1-36) 10 (1-36) 8 (1-36) 9(1-22) 14 (3-34) -
Suporte respiratério demandado (%)
Cateter nasal de baixo fluxo - 63 (32.3) 1(2.7) 20 (40) 40 (74) 2 (3.6) -
Mascara de alto fluxo - 20 (10.2) - - 14 (25.9) 6 (10.9) -
Ventilagdo mecanica invasiva - 46 (23.5) - - - 46 (83.6) -
Sat.O,, mediana + DP (IQR) 99+2.2 (90-99) 94+8.4 (54-100) 97.5+1.7 (94-99) 96+4.2 (80-100) 91+8.4 (54-99) 91+10 (60-99) 2<0.0001

Medicacao No. (%)

Glicocorticoide - 112 (57.4) 2 (5.5) 17 (34) 47 (87)

46 (83.6)
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Tabela 5 - Dados de pacientes COVID-19(+) e controles criticos das amostras de
aspirado traqueal utilizada neste estudo

e . Controle Critico COVID-19
Variaveis N=13 N=28 P Value
Caracteristicas demograficas
61+51.8 63+16.5
I iana + DP, (IQR 30.752
dade, mediana , IQR) (20-82) (25-85) 0.7527
24.4+6.5 29.3+6.9 20.0668
IMC (kg/m?
€ (kg/m’) (20-44) (21-47)
Género, No. (%)
Homem 4(30.8) 21 (55.2)
Mulher 9(69.2) 17 (44.7)
Comorbidades ou doencas coexistentes, No. (%)
Hipertensdo 3(23.0) 24(63.1 0.0225
Dislipidemia - 1(2.6) -
Diabetes mellitus 2 (15.4) 13 (34.2) 0.2965
Obesidade 3(23) 15 (39.5) 0.3359
Doengcas neurologicas 2(15.4) 4 (10.5) 0.6377
Doengas respiratorias 1(7.7) 4 (10.5) >0.1
Sintomas persistentes, No. (%)
Dispneia 4(30.7) 26 (68.4) 0.0243
Febre 1(7.6) 16 (42.1) 0.0384
Mialgia 1(7.6) 16 (42.1) 0.0384
Diarreia - 7(18.4) -
Tosse - 26 (68.4) -
Anosmia - 5(13.1) -
Disgeusia - 3(7.9) -
Dor de cabega 1(7.7) 5(13.1) >0.1
Achados laboratoriais, mediana = DP, (IQR)
oo . 2.7+0.69 3.7+0.77
Eritrocitos (10°.L7! .
ritrocitos (10°.L) (1.6-4.3) (2.05.3) 0.0005
8.1+2.28 10.5+£2.15
H lobi dL! 0012
emoglobina (g.dL") (4.6-13.7) (6.5-16.2) 0.00
12.3+£15.22 14.1+£17.26
Leucoci 10°.L! .
eucoeitos (10°.L7) (9.4-62.4) (4.6-112.0) 0.9695
8.7+10.88 12.51+£5.63
Neutrofilos (10°.L! 0.9791
eutréfilos ( ) (5.9-45.55) (3.2-26.1)
1.078+1.0 890+1.2
Linfocitos (10°.L"! 0.4209
infécitos ( ) (282-4.428) (360-7.600)

Corte. Continuagdo na proxima pagina.
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Continuagdo
5.7 £21.44 6.8£9.2
NLR
(1.5-73.0) (0.1-43.5) 0.8442
0.66+0.53 0.53+0.50
Mondcitos (10°.L!
onbeitos (10°.L7) (0.28-1.85) (0.0-2.63) 0.2509
361£157.6 228+85.05
Pl 10°.L! .081
aquetas (10°.L1) (71-553) (50-414) 0.0815
154+84.3 147+70.9
Glicemi dLt 0.8200
icemia (mg.dL™) (10-376) (76-330)
25.4+6.6 23.9+11
TTPa(s) (22.6-46) (11.2-64.1) 02206
13.6+1.5 13.5+1.5
TP ) (11.5-17.1)  (11.5-18.1) 0.9908
1.2+0.2 1.1£0.3
INR 9231
(1.0-1.5) (1.0-2.4) 0923
Suporte hospitalar, No. (%)
Enfermaria 1(7.7) - -
Unidade de terapia intensiva (UTI) 12 (92.3) 28 (100) -
Dados de hospitalizacio, No.
21.5+11.4 14+7.2
Dias de hospitalizagdo, mediana (IQR) (65— 43) - 37 4) -
Suporte respiratério demandado, No (%)
Cateter nasal de baixo fluxo - - -
Mascara de alto fluxo - - -
Ventilagdo mecénica invasiva 13 (100) 28 (100) -
94+6.3 91+11
Sat.O diana = DP (IQR 0.0212
at.0,, mediana = DP (IQR) (78-99) (60-99)
Desfecho, No (%)
Alta 9 (69.2) 6(15.8) -
Obito 4 (30.8) 32 (84.2) -
Medicacdes, No. (%)
Glicocorticoide 3(23) 28 (100) -
Azitromicina 2(15.4) 26 (68.4) -
Ceftriaxona 5(38.4) 16 (42.1) -
Oseltamivir 2(15.4) 13 (34.2) -
Cloroquina/Hidroxicloroquina 1(7.7) 9 (23.7) -
Anticoagulantes 1(7.7) 10 (26.3) -
Ivermectina - - -
Doenca de base, No. (%)
Aneurisma cerebral 2 (15.3) - -
Cancer cerebral 1(7.7) - -
Pancreatite 1(7.7) - -
Nefropatias 1(7.7) - -
DPOC 1(7.7) - -

Outras 7 (53.8)
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4.2.0 numero de células HLA-DR" e a expressio dos seus receptores CD14 ¢ CD36
de membrana diminuem no sangue circulante de participantes infectados por
SARS-CoV-2

Realizamos uma citometria de fluxo com estratégia ilustrada na Figura 7A. Ob-
servamos um diminui¢do no total de mondcitos (HLA-DR") nos grupos COVID-19,
quando comparados com Controles. Quando dicotomizados, onde temos os grupos Mo-
derado, Grave e Critico com as menores contagens celulares quando comprados aos gru-
pos Controle e Leve (Figura 7B), ocorrendo o mesmo com CD14 e CD36 (Figura 7C-
D).

Sangue total

A
| [l 1] v \ VI
> ; ~ [ ™~
T | < < 2y ) -
O 9) Q a g 5
@ D € o - s}
w 0] 0 < < O
o a
A = (@] O
FVS 620 FSC-A HLA-DR .:FITC CD16 .:BV510 CD36 .:PE
PE-CF594 3 262144
CD14

Gated em Monacitos CD14* HLA-DR*

B HLA-DR C CD14 D CD36

Controle Controle Controle

o
fsel
Leve Leve 9
T
=
i,
3
ey

Méderado

Mpderado

10000
Grave Grave

1000

MFI CD14
MFI CD36

100

MFI HLA-DR
—HEH
L2 e
o |
CHgRe
S+

Critico

&

CD14 MFI

-1622 4269 [ " 262856 655

o 2 W @
O\ @ e
$ g
o &

CD36 MFI

-1622.4260 I I 252956 655

tSNE_2
tSNE_2

HLA-DR MFI
-1622.4269 [N Ml 252856 655

[ L,

Figura 7: A expressao dos receptores CD14 e CD36 variam nas diversas subpopula¢des de mondcitos
periféricos de pacientes infectados por SARS-CoV-2. O sangue periférico de pacientes com COVID-19
(n=86) ou controles (n=12) foram coletados e processados para a citometria de fluxo. (A) Grafico repre-
sentativo da estratégia de gating, representando as populagdes celulares quanto: [I] ao tamanho celular



RESULTADOS | 85

(FSC-H/FSC-A); [1I] a complexidade celular e viabilidade (SSC-A/FVS-620); [1II] complexidade em fun-
¢do do tamanho celular associado a expressido de CD14" (SSC-A/FSC-A CD14%); [IV] ou expressdo de
HLA-DR* e CD14". Foram selecionando mondcitos CD14" que foram subdivididos nos perfis: classico
(CD14%¢" CD16), intermediario (CD14* CD16%), e ndo classico (CD14" CD16%) [V]. Nestes mesmos
gates [V] foram considerados os valores de intensidade de fluorescéncia média dos monécitos CD14*
CD36" [VI]. (B-D) Mapeamento de cores ~-SNE, demostrando visualmente a dispersdo das populagdes, e
suas respectivas representacoes graficas em boxplot, a direita, mostrando a intensidade média de fluores-
céncia (MFI) da expressdo de: (A) HLA-DR; (B) CD14; e (C) CD36, nos mondcitos circulantes. (B-D)
Dicotomizacdo: Controle (SARS-CoV-2 negativo, n=12); e pacientes com COVID-19 (n=86), subdivididos
conforme o estagio da doenga, em Leve (n=16); Moderada (n=15); Grave (n=35); ¢ Critica (n=20). A linha
central representa a mediana e o primeiro quartil (Q2), abaixo de Q2, esta representado o primeiro quartil
e acima de Q2 o terceiro quartil. As linhas verticais representam os valores minimos ¢ maximos. Os dados
sd0 expressos pela mediana + 1C95% (linha horizontal e linha vertical vermelha, respectivamente). As di-
ferengas entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney para dois grupos, ou Kruskal-Wallis para
trés ou mais grupos, seguido por pos-teste de Multiplas Comparagdes de Dunn. Os valores de p especificos
sdo exibidos em cada figura. As diferengas foram consideradas significativas em p < 0,05

Assim, um painel com a expressdo destes receptores em pacientes com COVID-
19 foi estabelecido em nossa coorte: monocitose e redugdo das expressdoes membranares
de CD14 e CD36. Baseados nestes achados sistémicos, nos perguntamos se 0 mesmo

fendmeno estava ocorrendo no 6rgdo alvo, o pulmao.

4.3.0s niveis de CD14 e CD36 membranares diminuem em mondcitos de aspirado
traqueal de pacientes criticos com COVID-19 mas ndo em outras doencas

Para determinar se o mesmo perfil obervado na circulagdao sist€émica estava
ocorrendo no 6rgao alvo, neste caso, o pulmao, decidimos analisar as células do aspirado
traqueal de pacientes que estavam sobre suporte ventilatério mecénico invasivo.
Estabelecemos como Controle nesta analise, um grupo de pacientes, doravante
denominados Controle Critico, que estavam com resultado negativo para SARS-CoV-2 e
internados em UTI comum, sem contato com pacientes com COVID-19. O aspirado
traqueal foi entdo submetido a citometria de fluxo com estratégia ilustrada na Figura 8A.

Curiosamente observamos o mesmo pefil repetindo-se, baixa contagem de
mondcitos (Figura 8B), e baixa expressao de CD14 (Figura 8C), e CD36 (Figura 8D)
membranares. Este achado sugere que a COVID-19 ¢ capaz de influciar, de forma
exclusiva, os niveis de CD14 e CD36, diferenciando de outras patologias de base
apresentadas pelos pacientes Controle Critico.

Por si s6, estes achados demonstram que CD14 ¢ CD36 podem ser melhores
estudados como biomarcadores para a COVID-19 e adotados como alvos terapeuticos,

pois quando justapostos, sugerem uma distingdo significativa entre COVID-19 e outras
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patologias. Logo, decidimos explorar ainda mais as populacdes de mondcitos dos

pacientes de nossa coorte.
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Figura 8: Os niveis de CD14 e CD36 membranares diminuem em monécitos de aspirado traqueal de
pacientes criticos com COVID-19, mas ndo em outras doengas. Aspirado traqueal de pacientes (n=21),
foram coletados e utilizado para a citometria de fluxo (A) Grafico representativo da estratégia de gating,
representando a populagdo celular para: [I] tamanho celular (FSC-H/FSC-A); [II] complexidade celular e
viabilidade (SSC-A/FVS-620); [III] e tamanho e granulosidade associado a expressdo positiva de CD14
(SSC-A/FSC-A CD14); [IV] expressio de HLA-DR" e CDI14"; selecionando mondcitos CD14" ¢
consecutivamente subdivididos em perfis classicos (CD14"¢" CD16%), intermediarios (CD14* CD16%), e
ndo classicos (CD14°* CD16") [V]; Nestes mesmos gates [V] foram considerados os valores de intensidade
media de fluorescéncia de mondcitos CD14* CD36" [VI]. (B-D) Mapeamento de cores -SNE, demostrando
visualmente a dispersdo das populagdes, e suas respectivas representacdes graficas em boxplot, a direita,
mostrando a intensidade média de fluorescéncia (MFI) da expressao de: (B) HLA-DR; (C) CD14; (D) e
CD36, nos mondcitos circulantes. (B-D) Dicotomizagdo: Controle Critico (SARS-CoV-2 negativo, n=11);
e Critico (SARS-CoV-2 positivo, n=10), ambos internados em UTI e sob suporte ventilatorio invasivo
(I0T). A linha central representa a mediana e o primeiro quartil (Q2), abaixo de Q2, esta representado o
primeiro quartil e acima de Q2 o terceiro quartil. As linhas verticais representam os valores minimos e
maximos. As diferencas entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney. Os valores de p especificos
sdo exibidos em cada figura. As diferengas foram consideradas significativas em p < 0,05.

4.4.0s mondcitos periféricos de pacientes expressam de forma inversamente
proporcional receptores CD14 ¢ CD36
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Para estudarmos os fendtipos das subpopulagcdes de mondcitos, utilizamos a
estratégia de gate previamente apresentada (Figura 8A). Hipotetizamos que as
subpopulagdes de mondcitos CD14"HLA-DR" (Figura 9A), ja amplamente descritas,
estariam influenciando no quadro de gravidade da COVID-19. Os mondcitos CD14"
entdo foram subdivididos em: monocitos classicos (CD14"¢*CD167), que podem ser
melhores caracterizados pela alta expressdo de receptores CCR2, baixa expressdo de
CX3CR1 e produzem IL-10, alem de possuirem fun¢do fagocitica, demonimados
monocitos inflamatorios; monocitos intermediarios (CD14°CD16%), que expressam
receptores CD36, CD64 e CD32 (sdo receptores para Fc), tem atividade fagocitica e
inflamatoria, responsaveis pela producdo de TNF e IL-1p, além da liberacao de espécies
reativas de oxigénio e Oxido nitrico; e monocitos ndo-classicos; (CD14°*CD16%),
caracterizados pela baixa capacidade fagocitica, baixos nivies de TNF e IL-1p, sua
funcdo ndo estd bem esclarecida, mas aparentemente adquirem caracteristicas
inflamatorias sob ativacdo, assim como sdo apresentadores de antigeno, entretanto sabe-
se que expandem-se muito no sangue de pacientes com sepse.

Obersavmos entdo a diminuigdo dos monocitos totais nos pacientes com COVID-
19 Nao-hospitalizados versus Hospitalizados versus Controle, e quando dicotomizados
confome a gravidade da doenga, ocorre uma diminui¢do da populagdo de mondcitos entre
Controle versus Leve, Moderados, Graves e Criticos (Figura 9B).

Os monocitos classicos (Figura 9C), nao apresentaram diferencgas significativas
entre os grupos. Enquanto que, os monocitos intermediarios (Figura 9D), estdo elevados
no grupo controle e diminuidos em todos os grupos com COVID-19, independetemente
do grupo. Estes monocitos possuem carater altamente inflamatério. O mesmo fenotipo
que ocorre com 0s mondcitos classicos, ocorre também com os nao cléssicos, portanto,
nao ha diferenca entre os grupos (Figura 9E).

A partir dos mondcitos CD14" estratificamos a populagdo de mondcitos CD16"
(Figura 9A). Observamos uma dimuic¢ao nos mondcitos Classicos conforme a gravidade
da doenca (Figura 9F); Apenas uma diferenca entre os Hospitalizados e Nao-
hospitalizados e entre Leves e Criticos nos Intermedidrios (Figura 9G); Nos Nao-
classicos fica evidente o aumento entre todos os grupos quando comparados ao Controle
(Figura 9H).

Tomados em conjunto, nossos achados sugerem que a monocitose associada a
diminui¢do da expressdo de mondcitos intermediarios em conjunto com baixos niveis de

CD14 membranar no sangue e no aspirado traqueal, contribuem para o agravamento da
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COVID-19. Somado a isto, a alta expressdo de CD36 mebranar no sangue e no aspirado
traqueal, associado com as altas contagens mondécitos ndo classicos, sugerem também,
um agravamento do quadro da doenga.

Entdo, pesquisamos se, o observado na estratificacdo dos mondcitos em sangue

total, também ocorria no microsistema pulmonar, e ndo somente sistemicamente.
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Figura 9: Os mondcitos periféricos de pacientes expressam de forma inversamente proporcional re-
ceptores CD14 e CD36 conforme a gravidade da doenca. O sangue periférico de pacientes com COVID-
19 ou participantes controles (Controle, SARS-CoV-2 negativo), foram coletados e processados para a ci-
tometria de fluxo. (A) Caracterizacdo de subpopula¢des de mondcitos por citometria de fluxo seguida por
analise de --SNE, demostrando visualmente a dispersdo das populagdes e diagrama ilustrativo da subdivisao
das populacdes celulares e dos perfis de mondcitos. (B-H) Dicotomizados em Controle (SARS-CoV-2 ne-
gativo, n=12); Nao-hospitalizados (SARS-CoV-2 positivo, n=16); e Hospitalizados (SARS-CoV-2 posi-
tivo, n=70), estes, ainda, subdivididos conforme a gravidade da doenga em Leve (n=16); Moderado (n=15);
Grave (n=35); e Critico (n=20). (B-E) Frequéncia, em porcentagem, de mondcitos: (B) mondcitos totais
(CD14"HLA-DR"); (C) classicos (CD14"¢"CD16-); (D) intermediarios (CD14"CD16"); e (E) ndo classicos
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(CD14°vCD16"). (F-H) Valores de MFI de mondcitos CD36" na populagio CD14"HLA-DR" em: (F) mo-
noécitos classicos; (G) intermediarios; e (H) nao classicos. Os dados sdo expressos por boxplot. A linha
central representa a mediana e o primeiro quartil (Q2), abaixo de Q2, esta representado o primeiro quartil
e acima de Q2, o terceiro quartil. As linhas verticais representam os valores minimos ¢ maximos. As dife-
rengas entre grupos foram calculadas usando Kruskal-Wallis para trés ou mais grupos, seguido por pos-
teste de Multiplas Comparagdes de Dunn. Os valores de p especificos sdo exibidos em cada figura. As
diferencas foram consideradas significativas em p < 0,05.

4.5.Pacientes infectados com SARS-CoV-2 e em estado critico, possuem menos
monocitos classicos e intermediarios no aspirado traqueal.

Com base nos achados at¢ o momento, hipotetizamos que no pulmao o mesmo
fenomeno se repetia, dado o padrdo at¢ o momento. Para isto, analisamos o aspirado
traqueal por citometria de fluxo, com estratégia ilustrada na Figura 8A. Novamente
observamos que apenas os monocitos classicos com alta intensidade média de
fluorecencia de CD36 estavam aumentados no grupo Controle Critico versus Critico
(Figura 10A). Nos monocitos CD14", além do mesmo aumento no grupo Controle
Critico, observamos também a mesma ocorréncia nos mondcitos intermedidrios (Figura
10B).

Os resultados sugerem que os mondcitos classicos e intermediarios estao sendo
protagonistas importantes na inflamac¢do pulmonar dos pacientes com COVID-19. Ao
analisar os dados e perceber uma dimui¢do de CD14 membranar e um aumento de CD36
membranar, decidimos entdo verificar se os niveis destes clusteres elevados, em sua

forma soluvel, no plasma e no aspirado traqueal.
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Figura 10: Pacientes infectados com SARS-CoV-2 e em estado critico, possuem menos monécitos
classicos e intermediarios no aspirado traqueal. O aspirado traqueal de pacientes (n=21), foram coleta-
dos e utilizado para a citometria de fluxo (A) Valores de MFI de mondcitos CD36" na populagdo
CD14"HLA-DR" em mondcitos classicos, intermediarios e ndo classicos. (B) Mapeamento de cores -SNE,
demostrando visualmente a dispersdo das populagdes, e suas respectivas representagdes graficas em box-
plot, a direita, mostrando a frequéncia, em porcentagem, de mondcitos classicos (CD14"¢"CD16), inter-
mediarios (CD14"CD16%), e ndo classicos (CD14°*CD16"). (A-B) Dicotomizagdo: Controle Critico
(SARS-CoV-2 negativo, n=11); e Critico (SARS-CoV-2 positivo, n=10), ambos internados em UTI e sob
suporte ventilatorio invasivo (IOT). A linha central representa a mediana e o primeiro quartil (Q2), abaixo
de Q2, esta representado o primeiro quartil e acima de Q2 o terceiro quartil. As linhas verticais representam
os valores minimos e maximos. As diferengas entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney para
dois grupos, ou Kruskal-Wallis para trés ou mais grupos seguido por pos-teste de Multiplas Comparacdes
de Dunn. Os valores de p especificos sdo exibidos em cada figura. As diferencas foram consideradas signi-
ficativas em p < 0,05.

4.6. A concentracio de CD14 soluvel ¢ inversamente proporcional a concentracio
de CD36 soluvel de acordo com a gravidade da doenc¢a no plasma e no aspirado
traqueal de pacientes com COVID-19

Hipotetizamos, com base em outros estudos de nosso labotério *, que o
correceptor CD14 diminuia sua expressdo membranar ¢ aumentava seu nivel soltvel,

conforme a gravidade da doenga, por acdo de metaloproteinases, mas isso ndo acontecia

com CD36.

72 Dados ndo mostrados.
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Nossos achados corroboraram nossa hipotese, CD14 soluvel apresentou-se
significativamente mais elevado nos pacientes com COVID-19 quando comparado ao
Controle. Curiosamente, pacientes hospitalizados possuiam niveis maiores de CD14
soluvel, enquanto pacientes infectados com SARS-CoV-2, mas sem nescessidade de
internacdo, possuiam concentragdes baixas. Ainda, ao dicotomizarmos os pacientes
hospitalares conforme a gravidade da doenca, CD14 soluvel apresentou altas
concentragdes proporcionalmente a gravidade da doenga (Figura 11A). O inverso foi
obervado com CD36 soluvel, onde pacientes com COVID-19 possuiam concentragdes
significativamente baixas quando comparado ao Controle, e ainda mais baixos em
pacientes Hospitalizados versus Nao-hospitalizado. Dicotomizamos entdo os pacientes
hospitalares, conforme a gravidade da doenga, e observamos que ocorria uma diminui¢ao
da concentragdo de CD36 soluvel conforme a gravidade da doenga (Figura 11B).
Interessantemente, no aspirado traqueal, apenas CDI14 soluvel apresentou altas
concentragdes quando comprado ao Controle Critico, mas este mesmo, medianamente,
ndo aconteceu com CD36 soluvel, mesmo observando uma tentencia entre o Controle
Critico versus Critico (Figura 11C).

Tomados em conjunto, estes dados demosntram que os niveis de CD14 e CD36
soliveis sdo inversamente proporcionais, portanto, considerando um paciente com
COVID-19 temos maiores concentragoes de CD14 solavel versus CD36 solavel,
sugerindo que pacientes que apresentem este painel podem evoluir para um quadro nao
favoravel da doenca. Ainda, ao considerarmos os correceptores de membrana, temos que,
quando estdo com maior expressdo celular, possuem menor concentragdo soluvel, e vice-

€-versa
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Figura 11: A concentracio de CD14 soluvel é inversamente proporcional a concentracio de CD36
solivel de acordo com a gravidade da doenc¢a no plasma e no aspirado traqueal de pacientes com
COVID-19. (A-B) O plasma de sangue periférico de voluntarios Controle (SARS-CoV-2 negativos,
n=104) e pacientes com COVID-19 (n=230) foi utilizado para mensurar os niveis de citocinas, assim como
no (C) aspirado traqueal de pacientes Controle Critico (SARS-CoV-2 negativo, n=14) e Criticos (n=28),
ambos internados em UTI e sob suporte ventilatério invasivo (IOT). (C) Um resumo esquematico
simplificado ilustra o perfil dos correceptores com cuidados de saude. As setas finas representam pouca
variagdo, enquanto que setas grossas representam muita variagdo. O lado para onde estdo viradas indicam
se ¢ uma diminuicao (seta pra baixo) ou um aumento (seta pra cima). (A-B) Os participantes com COVID-
19 foram separados em ndo hospitalizados (n=77) e hospitalizados (n=156), sendo esses ultimos
subdivididos conforme a gravidade da doenga em: Leve (n=51); Moderado (n=62); Grave (n=70); e Critico
(n=47). As concentragdes de (A) sCD14; e (B) sCD36 no plasma e (C) de sCD14 e sCD36 no aspirado
traqueal sdo expressas em em pg.mL'. Os dados sdo expressos pela mediana + 1C95% (linha horizontal e
linha vertical vermelha, respectivamente). As diferengas entre grupos foram calculadas usando Mann-
Whitney para dois grupos, ou Kruskal-Wallis para trés ou mais grupos, seguido por pos-teste de Multiplas
Comparagdes de Dunn. Os valores de p especificos sdo exibidos em cada figura. As diferengas foram
consideradas significativas em p < 0,05.
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4.7. A COVID-19 induz perturbacdes nas vias de biossintese de acidos graxos e leva
ao aumento significativo de acido araquidonico plasmatico livre em pacientes
criticos

Para poder diferenciar qual produto celular, mediadores lipidicos ou citocinas,
estavam contribuindo para a a inflamacao sistémica e pulmonar, decidimos analizar no
primeiro momento, somente o plasma dos pacientes com COVID-19 e verificar se houve
pertubagdes nas vias do metabolismo de 4acidos graxos.

O CD36 desempenha um papel fundamental na biossintese e metabolismo de
acidos graxos. Em conjunto com o receptor da proteina transportadora de acidos graxos
(FATP), ha uma captura lipideos circulantes para o interior celular. Apos adentrarem na
célula, estes lipideos passam por B-oxidagdo nos peroxissomos, se transformando em
acidos graxos de cadeias longas ou curtas. O Acetil-CoA, produto da B-oxidacdo, ocorre
na mitocondria, onde novamente acontece um novo processo de B-oxidacao, formando
mais Acetil-CoA, que passa a constituir o Ciclo de Krebs, gerando Citrato>Acetil-
CoA>Malononil-CoA ¢ entdo, Acetoacetil-CoA. A partir deste, dois importantes
derivados da biossintese lipidica sao gerados: o Dodecanoato e o Tetradecanoato, gerando
assim o Palmitato, que por sua vez origina o Linoleato. O Linoleato gera o Acido
Linoleico, que gera o AA, e por acdo da fosfolipase A2 (PLA2) induz mediadores lipicos
nas vias de CYP450, COX ¢ LOX, ocasionando assim a liberacdo destes mediadores na
cirulacao e ativando o sistema imune (Figura 12A).

Um total de 8.791 caracteristicas metabdlicas estavam presentes em pelo menos
50% de todas as amostras, € a abundancia relativa de 595 caracteristicas metabolicas
(FDR ajustado p < 0,05) foi alterada nos grupos estudados (Figura 12B-C; APENDICE
A). O agrupamento hierarquico bidirecional baseado em caracteristicas metabolicas
significativas resultou em trés agrupamentos bem diferenciados: um para participantes
saudaveis, um para assintomaticos a moderados e um para pacientes COVID-19
graves/criticos (Figura 12B). A andlise das vias revelou que as principais vias
metabolicas significativas sdo enriquecidas em caracteristicas envolvidas na biossintese
de FA"3, metabolismo, ativa¢io e oxidagdo (Figura 12C). Ao aprofundarmos nas vias de
maiores destques de pertubacdes (Figura 12C), observamos que os niveis dos

subprotudos chaves da biossintese e metabolismo lipidico estavam aumentados no plasma

73 Acidos graxos, do inglés fatty acid
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de nossa coorte (Figura 12D-F), consequentemente levando a um aumento significativo
dos niveis de acido araquidonico (Figura 12G).

Por si s0, 0 4cido araquidonico ja supre a resposta para a atividade inflamatoria
vista sistemicamente e no pulmao, entretanto nos aprofundamos para entender qual

metabolitico do 4cido araquiddnico que possivelmente era o responsavel.
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Figura 12: A COVID-19 induz perturbacgdes nas vias de biossintese de acidos graxos e leva ao au-
mento significativo de acido araquidonico plasmatico livre em pacientes criticos. O plasma do sangue
periférico de pacientes com COVID-19 (n=52) ou participantes controles (Controle, SARS-CoV-2 nega-
tivo, n=18), foram coletados e processados para a espectrometria de massas. (A) Esquema visual
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simplificado da biossintese e metabolismo de acidos graxos. (B) Grafico de Manhattan demonstrando a
abundancia diferencial de caracteristicas metabdlicas em diferentes grupos de pacientes com COVID-19 e
controles (FDR de 595, com ajuste de p < 0,05 - linha tracejada vertical). (D-G) Analise lipidomica utili-
zando espectrometria de massa direcionada, expressos em Log,: (D) Dodecanoato; (E) Tetradecanoato; (F)
Acido Linoleico; e em ng.mL": (G) Acido Araquidénico. (B-G) Dicotomizagio: Controle (SARS-CoV-2
negativo, n=18); os participantes com COVID-19 foram separados em ndo hospitalizados (n=10) e hospi-
talizados (n=42), sendo esses ultimos subdivididos conforme a gravidade da doenca em: Leve (n=10); Mo-
derado (n=12); Grave (n=14); e Critico (n=16). (B-C) A abundancia diferencial foi calculada utilizando o
pacote limma for R program, e FDR controlado por Benjamini-Hochberg. Os valores resultantes foram
expressos no grafico normalizado por -Logio FDR para visualizagdo da perturbacdo das vias metabdlicas
envolvidas na producédo de acidos graxos. (D-G) Os dados sdo expressos pela mediana + 1C95%. As dife-
rengas entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney para dois grupos, ou Kruskal-Wallis para trés
ou mais grupos, seguido por pos-teste de Multiplas Comparagoes de Dunn. Os valores de p especificos sdo
exibidos em cada figura. As diferengas foram consideradas significativas em p < 0,05.

4.8.A infeccdo por SARS-CoV-2 induz o aumento das concentracoes plasmaticas dos

metabdlitos do acido araquidonico S-HETE e 11-HETE

Ao verificarmos os elevados niveis de acido araquidonico, decidimos verificar
quais de seus metabolitos estavam apresentando alteragdes a nivel plasmatico. A partir de
um universo de metabdlitos, apenas 2 foram detectados na espectrometria de massas, 5-
HETE (Figura 13A) e 11-HETE (Figura 13B), derivados da acdo enzimatica lipoxige-
nase e do citocromo p45074, respectivamente.

O aumento destes metabolitos sao proporcionais a gravidade da doenga e sugerem
um quadro favordvel a hiperinflamacao, uma vez que 5-HETE e 11-HETE sao potentes
mediadores lipidicos pro-inflamatdrios e quiomioatraentes, sugerindo ainda que a res-
posta imune sistémica e local pode ndo estar sendo ocasionada somente por mondcitos,
mas sim por polimorfonucleares, classicos produtores destes mediadores.

Ainda, para avaliarmos o sitio pulmonar e corroborar nossos achados, realizamos

a mesma analise no aspirado traqueal.

4 Abv.: p450 ou CYP450.
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Figura 13: A infeccio por SARS-CoV-2 induz o aumento das concentracdes plasmaticas dos metabo-
litos do acido araquidonico S-HETE e 11-HETE. O lipidoma foi realizado utilizando espectrometria de
massa direcionado para eicosanoides (target) em plasma de participantes controles (n=18) ou com COVID-
19 (n=52) (A-B) Os participantes com COVID-19 foram separados em ndo hospitalizados (n=10) e hospi-
talizados (n=42), sendo esses ultimos subdivididos conforme a gravidade da doenga em: Leve (n=10); Mo-
derado (n=12); Grave (n=14); e Critico (n=16). As concentra¢des de (A) 5-HETE ¢ (B) 11-HETE, estao
mostradas em ng.mL"!. Os dados sdo expressos pela mediana + 1C95% (linha horizontal e linha vertical
vermelha, respectivamente). As diferengas entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney para dois
grupos, ou Kruskal-Wallis para trés ou mais grupos, seguido por pos-teste de Multiplas Comparagdes de
Dunn. Os valores de p especificos sdo exibidos em cada figura. As diferencas foram consideradas signifi-
cativas em p < 0,05.

4.9.A COVID-19 eleva os niveis de eicosandides no microambiente pulmonar

Em oposi¢ao aos achados plasmaticos, a analise dos metabolitos do aspirado traqueal
dos Controle Critico e Criticos mostrou abundancia distinta de caracteristicas metabodlicas
entre estes grupos (FDR ajustado p < 0,05) (Figura 14A-B). A andlise hierdrquica
permitiu a defini¢ao de diferentes grupos que correspondiam a caracteristicas metabdlicas
para pacientes criticos com ou sem COVID-19 (APENDICE A). A infec¢do pelo SARS-
CoV-2 induziu mudangas no metabolismo pulmonar, como revelado por distirbios nos
esfingolipidios, B-oxidacdo do trihidroxiprostanoil-CoA, biossintese e metabolismo de
hormdnios esterdides, vitamina D3 e glicerofosfolipidios (Figura 14A). Curiosamente,
25-hidroxivitamina D3 [25(OH)D3]; 24,25-dihidroxivitamina D3 [24,25-(OH)2D3];
238S,25,26-trihidroxivitamina D3 foram mais altos em TA de pacientes Criticos do que
em Controle Critico (APENDICE A). Na analise do lipidoma plasmatico, em
comparagdo com participantes saudaveis, os pacientes criticos COVID-19 exibiram
niveis significativamente mais altos de AA e 5-HETE, mas os niveis de 11-HETE em
pacientes criticos estavam significativamente aumentados somente quando comparados
com pacientes do grupo Moderado (Figura 14A-B). AA foi o lipidio mais abundante

identificado, e seus niveis estdo correlacionados com a gravidade da COVID-19.
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Quando comparados com o Controle Critico, os pacientes do grupo Critico tinham
niveis, no TA, de AA; 12-0x0-ETE, 5-HETE e 6-trans-LTB4; PGE2, TXB2; ¢ 11-HETE
(Figura 14B). Nossos resultados mostraram que as vias metabolicas relacionadas com
COX e LOX foram mais perturbadas (5-HETE>TXB2>PGE2=12-0x0-ETE>6-trans-
LTB4) no TA de pacientes criticos COVID-19 quando comparadas com os participantes
do Controle Critico. O TA e o plasma de pacientes do grupo Critico mostraram perfis
distintos de acidos graxos/mediadores lipidicos, demonstrando que os marcadores de
hiperinflamac¢do em microambientes sistémicos e pulmonares ndo sio idénticos.

As informagdes detalhadas dos metabdlitos analizados podem ser conferidas no
APENDICE C.
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Figura 14: A COVID-19 eleva os niveis de eicosanoides no microambiente pulmonar.. Aspirado tra-
queal de pacientes (n=39), foram coletados e utilizado para analises lipidomicas e metabolomicas. (A) Ana-
lise do enriquecimento da via metabolica com metabolitos significativos no TA em pacientes com ou sem
COVID-19 (positivo n=70; negativo n=28) (B) Mediadores lipidicos de derivados do metabolismo do acido
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araquidonico (AA) por lipoxigenase (LOX), ciclooxigenase (COX) e citocromo p450 (p450), em amostras
de aspirado traqueal de pacientes Criticos com COVID-19 (n=19), e Controles Criticos negativos para
SARS-CoV-2 (n=10), ambos internados em UTI e sob suporte ventilatorio invasivo (IOT), determinados
por espectrometria de massas direcionada (fargef). Os dados s@o expressos pela mediana + 1C95%. Os
dados sdo expressos pela mediana = IC95% (linha horizontal e linha vertical vermelha, respectivamente).
As diferencas entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney. Os valores de p especificos sdo exibi-
dos em cada figura. As diferengas foram consideradas significativas em p < 0,05.

4.10. A COVID-19 induz o aumento dos niveis de acetilcolina plasmatica e no
aspirado traqueal conforme a gravidade da doenca

O par de nervos cranianos X sdo os grandes responsaveis por conduzir os estimu-
los nervosos ao coragdo e pulmao através das fibras pré e pos-ganglionares. Nos ganglios
a acetilcolina ¢é reconhecida por receptores nicotinicos, que polarizam as fibras pds-gan-
glionares para realizar a secre¢do no 6rgao ou tecido alvo, neste, a depender do receptor
colinérgico em que a acetilcolina ¢ reconhecida, ela exercera, além de seus papeis cléssi-
cos fisiologicos, atividades pré (receptores muscarinicos), ou anti-inflamatérias (recepto-
res nicotinicos), assim a acetilcolina consegue estimular secre¢des de citocinas e media-
dores lipidicos para potencializar a inflamacao (Figura 15A).

Pacientes criticos COVID-19 exibiram niveis plasmaticos ACh significativamente
mais altos que os participantes saudaveis (Figura 15B). O mesmo ocorreu quando men-
suramos os niveis de ACh plasmatica nos pacientes ndo hospitalizados e hospitalizados,
onde, neste ultimo grupo, hd um aumento expressivo do neurotransmissor (Figura 15B),
indicando que este marcador pode aumentar conforme a gravidade da doenga. Assim,
para verificarmos se a concentracao de ACh era proporcional a gravidade da doenga, di-
cotomizamos o grupo hospitalar em conforme o escore clinico, onde ficou claro a relagao
diretamente proporcional da concentragdo de ACh em fungdo da COVID-19 grave (Fi-
gura 15C). Curiosamente, pacientes COVID-19 graves e criticos, tratados com GC, exi-
biram niveis significativamente menores de ACh plasmatico quando comparados com
pacientes ndo-GC nas mesmas condi¢des clinicas (APENDICE B). As amostras de AT
de pacientes nao-GC criticos apresentaram niveis de ACh aproximadamente 16 vezes
mais altos do que suas amostras de plasma. Similar ao que detectamos nas amostras de
plasma; o tratamento com GC inibiu completamente a liberacao de ACh em TA de indi-
viduos criticos (Figura 15D). Embora os niveis de ACh em controle critico Nao-GC te-
nham sido detectados, a concentragao foi menor do que a detectada em pacientes criticos

COVID-19 (APENDICE B).
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Sabe-se que a ACh promove um feedback no sistema nervoso, especificamente no
eixo hipofise-hipotalamo, fazendo com que ocorra liberacdo de citocinas no organismo
via sinais que sao enviados as células polimorfonucleares, em conjunto com secregoes de
mediadores lipidicos pelas PMNs [226], [228], [261], fazendo com que o quadro infla-
matorio se torne mais potente, transformando em uma hiperinflamacao, que pode levar a

morte [227]
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Figura 15: A COVID-19 induz o aumento dos niveis de acetilcolina plasmatica e no aspirado traqueal
conforme a gravidade da doenca. . (A) Representacio esquematica simplificada da relagdo entre acetil-
colina e mediadores lipidicos. (B-C) O plasma de sangue periférico de Controles (SARS-CoV-2 negativos,
n=104) e pacientes com COVID-19 (n=230) foi utilizado para mensurar os niveis de acetilcolina, assim
como no (D) aspirado traqueal de pacientes Controle Critico (SARS-CoV-2 negativo, n=14) e Criticos
(n=28), ambos internados em UTI e sob suporte ventilatorio invasivo (IOT). (B) Os participantes com CO-
VID-19 foram separados em ndo hospitalizados (n=74) e hospitalizados (n=156), sendo esses ultimos (C)
subdivididos conforme a gravidade da doenga em: Leve (n=51); Moderado (n=62); Grave (n=70); e Critico
(n=47). As concentragdes de acetilcolina, estdo mostradas em pM.mL™'. Os dados sdo expressos pela me-
diana + IC95% (linha horizontal e linha vertical vermelha, respectivamente). As diferencas entre grupos
foram calculadas usando Mann-Whitney para dois grupos, ou Kruskal-Wallis para trés ou mais grupos,
seguido por pos-teste de Multiplas Comparagdes de Dunn. Os valores de p especificos sdo exibidos em
cada figura. As diferengas foram consideradas significativas em p < 0,05.

4.11. Concentragdes plasmaticas baixas de CD14 soluvel e acetilcolina e alta
concentracio de CD36 solivel constituem um painel de desfecho favoravel para
o paciente com COVID-19

Nossos resultados apontaram que os mondcitos periféricos de pacientes expres-

sam de forma inversamente proporcional correceptores CD14 ¢ CD36 em fungdo da
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gravidade da COVID-19. Na admissao, sCD14 estavam altos e tiveram uma baixa consi-
deréavel na alta hospitalar, apontando uma alta do Cluester de diferenciagdo 14 durante a
infeccdo da doenca, para confirmar essa informagao, em relagdo a analise do em pacientes
que evoluiram para 6bito, 0 sSCD14 estava maior do que na admissdo (Figura 16%).

Em relagdo a sCD36 esses dados foram contrarios, mostrando que o Cluester de
diferenciagdo 36 estava em sua maioria zerado durante a admissao hospitalar durante o
curso da doenga, e teve um aumento na alta. Além disso, os pacientes que foram a obito
também tiveram uma queda a zero da sCD36, destacando que a baixa desse indicador foi
prejudicial aos pacientes (Figura 16B).

Na analise da acetilcolina, os dados apontaram que na admissao, esse, seus niveis
estavam ampliados e foi reduzido para alta hospitalar, € consequentemente, os pacientes
que evoluiram para dbito tiveram essa alta destacada, demonstrando que a reducdo desse
neurotransmissor teve influéncia na melhora do paciente e sua alta esteve associada ao

obito do paciente (Figura 16C).
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Figura 16: Concentracdes elevadas de sCD14 e acetilcolina, mas nio de sCD36 em pacientes com
desfecho em 6bito. (A-C) O plasma de sangue periférico de pacientes com COVID-19 (n=35) foram cole-
tados na admiss@o e no desfecho (alta hospitalar ou 6bito), com duragdo entre as coletas de 15 + 3 dias para
mensurar os niveis de (A) sCD14; (B) sCD36; ¢ (C) acetilcolina; A diferenga entre os valores de admisséo
e desfecho foram calculadas usando Teste ¢ pareado e ndo paramétrico. Os valores de p especificos sdo
exibidos em cada figura. As diferengas foram consideradas significativas em p < 0,05. Um resumo esque-
matico simplificado ¢ apresentado na parte inferior da figura para ilustrar visualmente o fenomeno obser-
vado.

Ao submetermos os resultados de analises realizadas no TA e no plasma dos pa-

cientes em uma matrix de correlagdo de Spearman.
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No TA (Figura 17A) verificamos que o aumento de sCD36 ¢ diretamente propor-
cional ao Score Clinico e ao aumento da concentragdo de ACh, bem como estio positiva-
mente correlacionados os seguintes resultados: 11-HETE versus AA e 5-HETE; 15-oxo-
ETE versus 5-HETE e 11-HETE; 15-HETE versus 11-HETE; 12-0x0-ETE versus 5-
HETE, 11-HETE ¢ 15-0x0-ETE; TBX2 versus 15-ox0-ETE ¢ 12-0x0-ETE; 5-0x0-ETE
versus 5S-HETE e 11-HETE; PGE: versus 5S-HETE, 11-HETE, 15-ox0-ETE, 15-HETE ¢
12-0x0-ETE; 6-trans-LTB4 versus 11-HETE e 5-oxo-ETE; PGD2 versus 11-HETE, 5-
oxo0-ETE, PGE2 e LTB4; 12-HETE versus 5S-HETE, TXB:z, 5-oxo-ETE, LTB4 ¢ PGDz;
ACh versus AA. Correlacionados negativamente no TA: Score Clinico versus 5-HETE e

12-HETE; sCD14 versus ACh.

No plasma (Figura 17B), estavam positivamente correlacionados todos os para-
metros, exceto 11-HETE e, sCD36 que estava negativamente correlacionado, também,

com todos os parametros, com exce¢ao novamente de 11-HETE.
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Figura 17: Matrix de correlacdes plasmaticas e do aspirado traqueal. (A) Correlagcdo Spearman no TA
entre ACh, sCD14, sCD36 e mediadores lipidicos (Positivo n=70). (B) Correlagdo de Spearman em plasma
entre ACh, sCD14, sCD36 e mediadores lipidicos (Positivo n=18) As estatisticas foram dadas (A-B) pela

correlagdo de Spearman, com significancia indicada por ®, onde p<0,05.
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DISCUSSAO

“Assim como meus companheiros, aprendi a valori-

zar o doar ao invés do receber.”
(Paul Percy Harris)
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Um consenso esta se formando em torno dos efeitos fatais da infec¢cao pelo SARS-
CoV-2, o qual se tem demonstrado ser resultado da hiperinflamagao pulmonar e sisté-
mica, resultando em colapso de multiplos 6rgaos [262]. A tempestade de citocinas tem
sido responsabilizada por esses eventos [263]-[265], no entanto, muito ainda precisa ser
compreendido, e varios grupos continuam a descrever outros efeitos adversos e impor-
tantes induzidos pelo SARS-CoV-2, no homem. Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa
tem contribuido substancialmente, tendo ja publicado artigos sobre a participacao do
TREM-1 [72], [74], HLA-G [71], hormoénios sexuais [73], e dos eicosanoides e acetilco-
lina [99]. Nesse ultimo, mostramos que tanto sistemicamente como nos pulmoes, além de
citocinas, hd aumento significativo de eicosanoides e ACh, cujas alteragdes se relacionam
com mudancas da expressao genica de enzimas e de receptores, relacionados a sintese ou
acdo desses compostos [99]. Mais especificamente, mostramos que ACh, 5-HETE, 11-
HETE e algumas citocinas sdo mais abundantes no pulmao do que sistemicamente. Em
contraste, a concentracao de AA estd mais elevada na circulagdo do que no fluido traqueal
(TA), que representa o ambiente pulmonar. Sabe-se 5S-HETE ¢ importante para o recruta-
mento de neutrofilos [266], para o edema pulmonar [267] e para a liberacao de ACh [268].
Esse lipidio ¢ liberado por neutréfilos humanos, e sua forma esterificada induz secregado
de IL-8 [269], entre outros efeitos. Também ja se conhece que o 11-HETE que ¢ origina-
rio de mondcitos/macrofagos [270], células endoteliais [271] e plaquetas [272] € induzido
por hipoxia [273], e por IL-1p [274], contribui para as fun¢des desempenhadas pela ACh
[271], além de inibir a liberagdo de insulina [275]. Quanto ao AA, precursor dos compos-
tos 5-HETE e 11-HETE, ainda ndo se esté claro se o mesmo contribui para a protecao do
hospedeiro [276] para os danos aos tecidos, ou se ele representa um mecanismo de escape
do virus. Interessante, que ja foi demonstrado que o AA interage diretamente com o virus,
reduzindo sua viabilidade e induzindo distarbios na membrana, desfavorecendo a entrada
do SARS-CoV-2 nas células do hospedeiro [277]-[279]. Por outro lado, niveis reduzidos
de AA plasmaticos podem estar associados as lesdes pulmonares e ao mal progndstico na
COVID-19 [280], sendo que Shen et al. detectaram menores concentracdes de AA em
sobreviventes de infecgdo grave por SARS-CoV-2 [281]. No nosso estudo [99], verifica-
mos que os niveis de AA estdo aumentados no plasma de pacientes que morreram de
COVID-19 grave, sugerindo que os potenciais efeitos beneficios do AA sdo superados
pelos efeitos deletérios de seus metabdlitos pro-inflamatoérios, S-HETE e 11-HETE, ou
outros. Interessante, que em nossa coorte, AA, 5-HETE e 11-HETE nio foram alterados

no plasma ou no TA de pacientes com infec¢do grave/critica por SARS-CoV-2 que
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haviam sido tratados com glicocorticoides. Uma possivel explica¢do seria quanto a ori-
gem do AA, o qual além de poder ser liberado por PLA? ativada com calcio [282], tam-
bém pode ser liberado via fosfolipase insensivel aos glicocorticoides [283], ou ainda ser
advindo da destruicao de adipocitos [284], do metabolismo do 4cido linoleico [285], ou
da degradacdo de endocanabinoides pela dcido graxo amida hidrolase (FAAH) [286], uma
enzima detectada em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 [287]. Embora os glicocor-
ticoides estejam sendo amplamente utilizados para reduzir as taxas de morbidade e mor-
talidade de pacientes com COVID-19, nem sempre os mesmos tém se mostrado ampla-
mente eficazes [288], indicando que mais estudos precisam ser realizados. No estudo ja
publicado [99], nés também, avaliamos o efeito dos corticoides em pacientes com a do-
enca grave/critica (APENDICE A). Observamos que a taxa de mortalidade de pacientes
com COVID-19 hospitalizados e tratados com glicocorticoides foi maior do que a relatada
no ensaio RECOVERY, mas semelhante a descrita no ensaio CoDEX realizado no Brasil
[289]. Isto pode ter ocorrido muito provavelmente pelo fato de o tratamento ter sido ini-
ciado tardiamente, ou seja, apos a inflamagao ter sido desencadeada pela infec¢do. Neste
contexto, os pacientes COVID-19 ja podiam ter atingido o ponto de ndo retorno, seme-
lhante ao que foi descrito anteriormente no envenenamento por escorpido [227].

Curiosamente, em nossa coorte, o tratamento com esses anti-inflamatorios, so-
mente inibiu as concentragdoes de ACh, sem alterar os niveis de citocinas ou de mediado-
res lipidicos [99]. Também, as alteragcdes na expressao de receptores da ACh em pacientes
com COVID-19, foram avaliados, e muito bem discutidos em nosso artigo (ANEXO VI).
Resumidamente, em nossa publicagdo mostramos que niveis plasmaticos altos de ACh e
de mediadores lipidicos se correlacionaram positivamente com a gravidade da COVID-
19, e concluimos que ACh, AA, 5-HETE e 11-HETE mediam a resposta imune inata ao
SARS-CoV-2, e podem impactar no resultado da infec¢@o. Esses dados, nos estimularam
a investigar mais detalhadamente um possivel papel e/ou outras relagdes da ACh, com
mediadores lipidicos e a gravidade da COVID-19.

Por isso, dando continuidade aos nossos estudos, nessa dissertagdo investigamos
a possivel correlacdo entre ACh, CD14 e CD36, AA, 5S-HETE e 11-HETE com gravidade
da COVID-19, através do emprego do score clinico. A premissa de que os niveis de ACh
poderiam estar relacionados com o aumento de CD14 e/ou com a diminui¢ao de CD36,
partiu de nossos estudos prévios com pegonha de escorpidao [100], [223], [224], [226],
[290], [291]. Naqueles estudos, mostramos que, em camundongos inoculados com peco-

nha de escorpido, a liberacdo de PGE: ¢ dependente de CD14, assim como a de LTB4 ¢
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dependente de CD36 [100], [101], [224] e que a mortalidade [226], [291], e a liberagdo
de ACh sdo consequéncias do aumento de PGE:2 [228], mas que por outro lado, o LTB4
protege os animais da inflamag¢do pulmonar e da mortalidade [226]. Assim, trabalhamos
com a hipdtese de que pacientes com aumento da expressao de CD14 e/ou diminuigdo da
expressdo de CD36, sucumbem mais a infecgdo pelo SARS-CoV-2, pois potencialmente
seriam aqueles com maior liberagdo de PGE2 e/ou menor produgdo de LTBs4, fatos que
impactariam no aumento da liberagdo de ACh. Como mostrado no ANEXO VI na Fi-
gura 9, no lipidoma de plasma dos participantes ndo foi possivel detectar nem o aumento
de PGE2, e nem a diminui¢do de LTB4, quando comparados com individuos controles ndo
infectados. Isso deve-se possivelmente ao método empregado [99], ou mesmo a degrada-
¢ao desses produtos na circulagdo [292]-[294]. Os unicos compostos detectados signifi-
cativamente foram o AA, o 11-HETE e o 5-HETE, que aumentam de acordo com a gra-
vidade da doenca (Figura 13). No entanto, no lipidoma do TA, observamos aumento
significativo de AA e de alguns de seus metabodlitos como 11-HETE, 12-oxo-ETE, 5-
HETE, PGEz, TXB2, e 6-tans-LTB4 (Figura 14).

Parcialmente contrario ao esperado, nossos dados de citometria mostraram que a
infeccdo pelo SARS-CoV-2, induz a diminui¢do na expressdo de mCD14 nos diferentes
subtipos de mondcitos (Figura 7 e Figura 9) tanto do sangue (em compara¢ao com indi-
viduos saudaveis) quanto do TA, em comparagdo aos Controles criticos (Figura 8). Mas
como esperado, observamos que em monocitos do sangue, a expressao de mCD36 dimi-
nui proporcionalmente a gravidade dos pacientes, assim como nas células do TA, em
comparag¢do aos Controles criticos. A diminui¢do de mCD36 em relagdo aos Controles
criticas, sugere que essa ¢ uma alteracao induzida particularmente pelo SARS-CoV-2 (Fi-
gura 10).

Na literatura sdo varios relatos que mostram que sCD14 ¢ potente indutor de in-
flamagdo [92], [104], [295]-[298], da liberacao de IL-6, IL-8, TNF [299], [300], que re-
gula a produgdo de anticorpos [301], [302], e atua no metabolismo glicidico [303], [304],
eventos semelhantes que também ocorrem na COVID-19 [305], [306]. Ainda, sabe-se
que essa molécula soluvel estd envolvida na imunopatogénese da infec¢do por HIV-1
[307] Quanto ao sCD36, artigos mostram que o aumento desse receptor solivel ¢ um
reflexo do aumento de sua expressao em diferentes tecidos/células, sendo que esse recep-
tor soluvel parece estar envolvido na resisténcia a insulina, na sindrome metabdlica
[308]-[310], em alteracdes da espessura da tlinica intima da carétida [311] .e em proces-

sos de apoptose, estresse oxidativo e clarence de DAMPs e PAMPs [150]-[152], [311].
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Com base nesses dados da literatura, consideramos que esses receptores soluveis
poderiam estar alterados na COVID-19. Assim, os quantificamos no plasma ¢ no TA de
todos os pacientes da nossa coorte E em amostras de um grupo de pacientes que evoluiram
para COVID-19 critica (amostras de segmento)’>. Nossos resultados mostraram que as
concentragdes de sSCD14 e sCD36, nas diferentes amostras de sangue e de TA, e naquelas
coletadas de pacientes na entrada hospitalar ¢ novamente apds evoluirem para criticos
(amostras de segmento), os quais foram segregados segundo o desfecho da COVID-19
critica, foram inversamente proporcionais entre si (CONSORT). Ainda, nossos resulta-
dos mostraram que sCD14 e ACh apresentam concentragdes diretamente proporcionais
em ambos os ambientes, mas entre sSCD36 e ACh essa relagdo ¢ inversamente proporcio-
nal (Figura 11 e Figura 16) Interessante, nossos dados demonstrando que que aqueles
que vao a obito, tiveram aumento de sCD14, que mostrou-se ser diretamente proporcional
ao aumento de ACh, e ao contrario, sCD36 diminui nesses mesmos pacientes (Figura
16). Além disso, as analises de Spearman (Figura 17) de amostras do sangue mostrou
que fortes correlagdes positivas ocorrem entre sSCD14, score clinico do paciente, AA, 5-
HETE e ACh. Por outro lado, sCD36 mostrou correlagdes negativas com score clinico do

paciente, AA, 5-HETE, ACh e sCD14.

5 Cf.: Coorte; p.: 78 - CONSORT
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“Cuidemos do nosso coracio porque € de 14 que sai
o que ¢ bom e ruim, o que constréi e destroi. Nao
deixe que ninguém tire a sua esperanca, e lembre-
mos sempre que de nossas bocas saem aquilo que
nosso coracdo esta cheio. Que nosso coracio seja
cheio de amor."

(Jorge Mario Bergoglio, FRANCISCVS PONT MAXIMVYS)
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Em conjunto nossos dados sugerem que CD14 e CD36 participam/regulam im-
portantes fungdes celulares durante a infecgdo pelo SARS-CoV-2, como a liberagao de
mediadores lipidicos, e assim impactando indiretamente a liberacao de ACh, que ¢ um
neurotransmissor fundamental para as func¢des neurais, cardiacas, pulmonares e inflama-
torias. No entanto, somente estudos futuros empregando inibidores, antagonistas, mode-
los in vivo e in vitro, poderdo determinar as fungdes desses receptores € o impacto que
tém na COVID-19. Entretanto, podemos sugerir que a quantificagdo de sCD14, sCD36 ¢
ACh no sangue circulante, podera contribuir para avalia¢do da evolucdo da gravidade de
pacientes hospitalizados, e ainda que essa triade (sCD14 e ACh aumentados ¢ sCD36
diminuidos ao longo da internag@o) pode servir como biomarcadores de gravidade.

No final deste trabalho, ¢ da escrita desta edi¢ao da dissertagdao, em 27 de outubro
de 2022, o Brasil apresentou 34.849.068 contaminados (conhecidos, sem contar subnoti-

ficagdes), e 687.690 mortos’®.

76 Segundo o Repositorio de dados COVID-19 do Centro de Ciéncia e Engenharia de Sistemas (CSSE) da
Universidade Johns Hopkins e o Consorcio de veiculos de imprensa a partir de dados das secretarias esta-
duais de Saude
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Figura 18: A analise metaboélica do plasma e TA detectou abundincia diferencial de metabdlitos em
nossa coorte de pacientes COVID-19. (A-B) Agrupamento hierarquico baseado em caracteristicas distin-
tas de metabolitos abundantes (ANOVA-FDR < 0,1) em (A) plasma de Controle (n=20) e pacientes com
COVID-19 em diferentes estagios da doenca (Leve n=10; Moderado n=12; Grave n=16; ¢ Critico n=13), ¢
em (B) amostras de aspirado traqueal de sujeitos de Controle Critico (n=13) e Critico (n=38). (C) Os paci-
entes COVID-19 exibiram niveis aumentados de metabolitos de vitamina D3 (25-hidroxivitamina D3
[25(0OH)D3] e 24,25-dihidroxivitamina D3 [24,25(0OH)2D3]) quando comparados com pacientes nao CO-
VID-19. Os niveis de detec¢do de metabolitos foram definidos utilizando a normalizagdo Z-score. No agru-

pamento hierarquico, o eixo y
a gravidade da doenga.

representa os metabdlitos, e o eixo x representa os pacientes de acordo com
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APENDICE B
Figura suplementar 2

500 G018 = 10000
8 T % 0.01
T 400{ 0.001 £ 8000 * Nao GC
&~ _— [**] 8. *GC
-l £ 300 T 1 %%ﬂ 6000 uControle Critico
2 =] 8=
82 200 53 4000
g 8
2 o0l = g 200 :
3 .
N o
Grave Critico COVID-19

* Ndo GC ¢ GC

Figura 19: A glicocorticoide terapia foi capaz de reduzir as concentragdes de acetilcolina no plasma
e no aspirado traqueal de pacientes graves e criticos com COVID-19. GC: glicocorticoide; ndo-GC:
sem glicocorticoide. (A) Concentragdo de acetilcolina plasmatica (em pM mL™!) em pacientes com COVID-
19 em estagios graves (n=9 nao-GC; n=5 GC), ou criticos (Nao GC n=6; GC n=9), da doenga ¢ que foram
ou ndo tratados com glicocorticoides. (B) Concentragdo Concentragdo de acetilcolina no aspirado traqueal
(em pM mL™"), em pacientes Controle Critico (n=17), € Criticos (Ndo GC n=3; GC n=13). Os dados sdo
expressos pela mediana = IC95% (linha horizontal e linha vertical vermelha, respectivamente). (A) Os
dados sdo expressos por boxplot. A linha central representa a mediana e o primeiro quartil (Q2), abaixo de
Q2, esta representado o primeiro quartil e acima de Q2, o terceiro quartil. As linhas verticais representam
os valores minimos e maximos. (B) Os dados s@o expressos pela mediana + [C95% (linha horizontal e linha
vertical vermelha, respectiva-mente). As diferencas entre grupos foram calculadas usando Mann-Whitney
para dois grupos. Os valores de p especificos sdo exibidos em cada figura. As diferencas foram consideradas
significativas em p < 0,05.
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Tabela 6 - Parametros utilizados para quantificagdo de mediadores lipidicos pela LC-MS/MS
APENDICE C

Compostos IS fons pais m/z  Fragmento m/;
*Janela de 0.05 Da

LTC, LTC4-ds 624.2969 272.0893
LTD, LTDy-d;s 495.2531 143.0464
LTE, LTE4-ds 438.2312 235.1529
RvD; RvD;-dy 375.2170 141.0538
6-keto-PGF i, 6-keto-PGF14-d4 369.2274 163.1132
PGG; PGE»-d, 367.2121 235.0903
10(S),17(S)-diHDoHE RvD-dy 359.2222 153.0920
PGF2q PGFa4-d4 353.2326 309.2179
PGE, PGE»-d, 351.2168 189.1294
PGD, PGD»-d4 351.2168 189.1295
15-keto-PGE» PGE»-d, 349.2017 287.1995
11,12-diHETE 5-HETE-ds 337.2377 167.1086
LTB, 12-epi-LTB4-d4 335.2221 129.0552
PG, PGD»-d4 333.2065 189.1290
11-HETE 12-HETE-d; 319.2272 167.1078
5-0x0-ETE 5-0x0-ETE-d; 317.2116 203.1825
15-deoxi-612,14-PGl» 15-deoxi-6-12,14-PGl»-d4 315.1962 203.1422
AA AA-ds 303.2324 259.2447
EPA AA-ds 301.2172 257.2306
11-trans-LTD4 LTDs-ds 495.2620 143.0468
TXB, TXB»-dy 369.2277 169.0874
20-OH-PGE; PGE»-d, 367.2119 287.1995
7(R)-Maresin-1 RvD;-dy 359.2221 250.1228
19-OH-PGB; PGE-d, 349.2015 175.1131
14,15-diHETE 5-HETE-ds 337.2377 207.1393
5,6-diHETE 5-HETE-ds 335.2211 115.0403
PGB; PGE»-d, 333.2067 175.1125
5-HETE 5-HETE-ds 319.2275 115.0388
12-ox0-ETE 5-0x0-ETE-d; 317.2116 153.1300
20-OH-LTB4 12-epi-LTB4-dy 351.2195 129.0544
6-trans-L'TB4 12-epi-LTB4-dy 335.2248 129.0557

Corte. Continuagdo na proxima pagina

Continuagdo
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Compostos IS fons pais m/z  Fragmento m/z
12-HETE 12-HETE-d; 319.2289 179.1071
15-0x0-ETE 5-0x0-ETE-d; 317.2145 113.0979
5S,6R-LXA4 5S,6R-LXA4-ds 351.2192 217.1598
8-HETE 5-HETE-ds 319.2297 155.0720
PGH, PGE»-d, 351.2186 271.2051
12-HETE 12-HETE-ds 319.2291 179.1081
20-HETE 15-HETE-d; 319.2293 289.2165
15-HETE 15-HETE-d; 319.2351 175.1496
5,6-DIHETTE 5-HETE-ds 337.2427 145.0513
6-keto-PGF4-d4 - 373.2534 211.1287
TXB:-d4 - 373.2524 173.1132
PGE»-d4 - 355.2424 275.2333
PGD»-dy - 355.2424 237.1451
15-deoxi-6-12,14-PGl»-ds - 319.2216 275.2341
PGF2e-ds - 357.2583 177.1486
LTB4-d, - 339.2479 183.0386
5-HETE-ds - 327.2791 116.0473
12-HETE-ds - 327.2791 184.1390
15-HETE-ds - 327.2791 226.1840
5-ox0-ETE-d; - 324.2554 210.2230
RvD-dy - 350.2491 220.1764
LTC4-ds - 629.3274 272.0899
LTEs-ds - 443.2634 338.2218
AA-ds - 311.2832 237.0907
LTDs-ds - 500.2848 482.2772
12-epi-LTB4-d4 - 339.2471 197.1152
5S,6R-LXA4-ds - 356.2491 222.1907

7 Abreviagdo: IS: padrio interno, m/z: massa/carga. Os compostos com o subscrito d significam que eles
sd0 os mesmos padrdes usados na curva de calibragdo, mas com atomos de deutério ao invés de hidrogé-
nio.
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Tabela 7 - Fatores confundidores em mediadores lipidicos ¢ ACh

Variaveis confundidoras  Controle Leve Moderado Grave Critico Pvalue

Mediadores Lipidicos (AA, 5-HETE, and 11-HETE)

Idade, média (IQR) 33 (27-44) 33 (26-43) 39 (30-48) 57 (48-78) 71 (57-78) <0.001
Género, % 0.795
Homem 7(41.2) 5(50.0) 6 (54.5) 7 (43.8) 7 (63.6)
Mulher 10 (58.8) 5(50.0) 5(45.5) 9(56.2) 4 (36.4)
Comorbidades, %
Diabetes, % 1(5.9) 1(10.0) 3(27.3) 6 (37.5) 2 (18.2) 0.183
Hipertensao, % 2 (11.8) 0 (0.0) 0 (0.0 12 (75.0) 6 (54.5) <0.001
Obesidade, % 4(23.5) 2(20.0) 3(27.3) 2(12.5) 19.1) 0.7788
ACh
Idade, média (IQR) 30 (24-56) 42 (38-46) 48 (39-57) 75(63-79) 65 (52-74) 0.026
Género, % 0.290
Homem 4 (66.7) 3 (60.0) 2 (50.0) 1(16.7) 6 (75.0)
Mulher 2(33.3) 2 (40.0) 2 (50.0) 5(83.3) 2 (25.0)
Comorbidades, %
Diabetes, % 0 (0.0) 1(20.0) 1(25.0) 3 (50.0) 1(12.5) 0.282
Hipertensao, % 2(33.3) 2 (40.0) 1(25.0) 5(83.3) 3(37.5) 0.360

Obesidade, % 1(16.7) 1 (20.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 2(25.0) 0.767
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ANEXO1
Parecer consubstanciado CEP-FCFRP-USP

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
Comité de Etica em Pesquisa

Ribeirdo Preto, May 3, 2020.
Subject: Approval by the Research Ethics Commillee

To

Prof. Dr. Cristina Cardoso Ribeiro de Barros

School of Pharmaceutical Sciences of Ribeirfio Preto, University of Sdao Paulo (FCFRP-USP)
Department of Clinical Analyses. Toxicology and Food Sciences

Dear Professor,

We inform that the research project entitled "Prospective evaluation of gene expression
and humoral response in severe COVID-19: search for potential biomarkers for disease evolution
in patients infected with SARS-COV27, presented to this Commitltee, protocol number 533,
Certificate of Presentation of Ethical Appreciation (CAAE) 30525920.7.0000.5403, was approved
by the Research Ethics Committee (CEP) of this faculty on April 6, 2020 with consubstanced
opinion number 3,956,413 and by the National Research Ethics Commission (CONEP) on April
30, 2020, with consubstanced opinion No. 3,999,280, according to Resolution No. 466/2012 of the
National ITealth Council. Ministry of Health, Brazil.

Resolution 466/2012 provides the guidelines and regulatory standards for research
involving human beings in Brazil, which is based on the main documents that constitute the pillars
of recognition and allirmation of the dignity, [reedom and autonomy of human beings, such as
Helsinki Declaration of 1964 and its updates; the 2004 Universal Declaration on Bioethics and
Human Rights; and the TFederal Constitution of the Federative Republic of Brazil, whose
objectives are consistent with international documents on ethics, human rights and development.

It is the responsibility of the researchers. according to Resolution 466/2012, item IV.5.
letter d. to consider that the Informed Consent Form must be presented in two original documents.
initialed in all its pages and signed, at the end, by the research participant, or by his / her legal
representative, as well as by the responsible researcher, or by the person (s) delegated by him /
her, and (he signature pages must be on the same sheet. The addresses and lelephone or other
contact, of those responsible for the research and of this Ethics Committee must be included.

The final report of the research must be sent to the CEP of the FCFRP-USP in its own
form, as well as any changes, complications or interruptions, such as adverse events and eventual
modifications to the protocol or team members, through the interposition of amendments on the
Brazil Platform, which is the national and unified base of research records involving human beings
for the entire CEP / CONEP system.

L~ P ) / P
& /2/?%75;_ bl o ds

Prof. Dr. Cleni Mara Marzocchi Machado

Coordinator of the Research Lithics Committee of FCFRP-USP
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ANEXO IT
Protocolo Aprovado pelo CEP-FCFRP-USP

Notce: Suprimem-se trechos do protocolo que estdo sob sigilo, a fim de preservar a inte-
gridade intelectual dos demais pesquisadores que compde o Consércio IMUNOCOVID.
As partes suprimidas, e, portanto, sigilosas, estdo hachuradas de preto.

COMISSAO NACIONAL DE Plataformo
ETICA EM PESQUISA %orl

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesqulsa: Avaliac&o prospectiva de expressao génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolucao da doenca em pacientes infectados
por SARS-COV2

Pesqulsador: Cristina Ribeiro de Barros Cardoso

Area Tematlca: A critério do CEP

Versdo: 6

CAAE: 30525920.7.0000.5403

Institulcdo Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto - USP
Patroclnador Princlpal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.176.358

Apresentacéo do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos "Apresentag&o do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliagéo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagoes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGOES_BASICAS_1584077_E2.pdf, de 23/07/2020).

INTRODUCAO

A maioria significativa dos casos de COVID-19 que cursa com complicacdes tem ocorrido em pacientes
homens, idosos e/ou que ja se apresentavam com doencas de base1,2, que inclui obesidade e sindrome
metabolica, cuja incidéncia € alta no Brasil3. Também j& & sabido que os casos com complicacoes graves
apresentam a “tempestade de citocinas”4,5, sendo a base da terapia proposta que emprega
hidroxicloroquina6. A transigcao em curso da incidéncia do COVID-19 da populac@o chinesa e europeia para
a populacao das Américas representa uma oportunidade para avaliar comparativamente diversos aspectos
dos perfis imunes das populagdes e os respectivos desfechos clinicos. Essas populacdes apresentam perfis
sécio-econémicos, culturais e epidemiolégicos distintos que afetam sobremaneira alguns aspectos da
imunidade7 que propomos estudar, como perfis de || 3l . ='¢™ de mediadores anti- ou
pré-inflamatérios e o entendimento da maior gravidade de COVID-19 || - Dessa forma, uma
vez que os dados epidemiologicos divulgados até entao enfatizam a necessidade de investigar perfis
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Pégina 01 de 14



ANEXOS & PUBLICACOES | 147

COMISSAO NACIONAL DE = Plataformea
ETICA EM PESQUISA \»%gfoﬂ

Continuagdo do Parecer 4 176 358

imunolégicos em todas as populagdes afetadas por essa pandemia, neste estudo poderemos fazer

comparacgoes informativas sobre os desfechos clinicos da COVID-19

-
-
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1.3. Perfis de mediadores lipidicos, || N :

Estudos recentes mostraram que os mediadores lipidicos, prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrieno B4
(LTB4), de maneira oposta regulam a produgdo da citocina inflamatéria IL-1, no escorpionismo, e
determinam a gravidade do edema pulmonar e a mortalidade. Enquanto PGE2 potencia, o LTB4 inibe, a
producédo de IL-1, que é uma das citocinas principais no edema pulmonar induzido pela pegonha de
escorpido43. Além disso, foi mostrado que os receptores TLR da imunidade inata (como TLR2, TLR4), o
CD36 e o CD14, regulam a producdo destes eicosancides44,45. Tambhém foi
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mostrado que células mononucleares do sangue circulante de humanos (PBMC) produzem IL-1 quando
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+ Os perfis de citocinas, dos eicosancides, ||| | |} )3 N I - B - ouiros

mediadores || <stdc associados a evolugdo das infecgdes por SARS-COV2 e participam
desses desfechos clinicos.

METODOLOGIA
Para esta pesquisa, serdo selecionadosl grupos de participantes, conforme a seguir. (G1): individuos
provenientes da comunidade USP-Campus Ribeirdo Preto, com teste molecular pds-
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swab nasofaringeo negativo, autodeclarados saudaveis e assintomaticos (controles). (G2): individuos
provenientes de buscas domiciliares apds consulta de prontuarios e acesso aos exames realizados pelas
Unidades Basicas de Salde (UBS) de Ribeirdo Preto (via sistema Hygia) ou por chamamento plblico e auto
declaracéo, que sejam assintomaticos ou ocligossintomaticos e com resultado positivo para o teste molecular
de SARS-COV2. (G3) e (G4): pacientes atendidos em hospital privado/filantrépico da mesma cidade
(Hospital Sdo Paulo, Hospital da Unimed e Hospital Santa Casa de Misericordia de Ribeirdo Preto), que
serdo testados (via swab e RT-PCR), avaliados clinica e laboratorialmente para o diagnostico da doenga,
pelos médicos responsaveis pelo atendimento. A gravidade da COVID-19 sera utilizada como parametro
para classificagdo dos grupos G3 e G4 (doentes sintomaticos hospitalizados moderados e graves,

respectivamente). [
I /-5 2 concordancia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), os individuos dos grupos G1, G2 - serdo convidados a responder questionario com

informagées sociodemograficas, clinicas, antropométricas e comportamentais (podendo ser realizado

presencialmente ou por ligacéo telefonica/video-chamada). Os dados de G3 e G4 serdo obtidos via

prontusrio hospitalar.
I o5 pacientes G4,

intubados em unidade de fratamento intensivo (UTI), iremos obter o Aspirado de Fluido Pulmonar (AFP), por
aspiracdo via cateter traqueal por um profissional da unidade hospitalar, para posterior obtengdo de
macréfagos alveolares e liquido surfactante. Para os participantes de G1, G2 e-, a obtencdo de amostras
biolégicas ocorrera apenas uma vez durante o projeto. Para G3, a obtengéo de sangue- ocorrera no
momento de admissao/confirmacgdo de infec¢do por SARS-CoV-2 no hospital e apds 48h. Os pacientes
sintomaticos graves (G4), terdo amostra de sangue e AFP colhidas na admissdo/confirmagédo de infecgéo
por SARS-CoV-2 e apés 48h, seguido por coletas subsequentes a cada 7 dias, até o desfecho. O sangue

sera centrifugado para obtencdo de plasma e leucécitos (buffy coat). | N EEEIEGEGE

No plasma serao
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quantificadas citocinas por ensaio multiplex, marcadores proteicos de inflamagao além de eicosanoides,

do metabolismo energético celular por espectrometria de massa.

e metabdlitos

CRITERIOS DE INCLUSAO

Em todos os grupos serdo incluidos individuos do sexo masculino ou feminino. Os participantes de G1
deverdo ser individuos assintomaticos e saudaveis. Para G2, os critérios de inclusdo envolverao diagnéstico
molecular positivo para o virus, sintomatologia ausente ou leve de COVID-19. Em G3 e G4 serdo incluidos
individuos doentes, com infecgcdo de SARS-COV2 confirmada por diagndstico molecular e COVID-19

estabelecida moderada ou grave, atendidos no Hospital Sdo Paulo, Hospital Unimed ou Hospital Santa

Casa de Misericordia de Ribeirdo Preto em Ribeirao Preto/SP. ||

B Os participantes de G1, G2 e ] deveréo ter idade igual ou superior a 18 anos. Para os grupos
G3 e G4 serdo incluidos participantes acima de 12 anos.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Para os participantes de G2, G3, G4 - o critério de exclusdo sera o resultado negativo para o
diagnostico molecular pelo SARS-COV-2. Para os participantes do grupo G1, o critério de exclusdo sera
apenas gravidez. Essas informacdes serdo obtidas do participante por auto-declara¢cdo no momento do
convite para a pesquisa, obtidas nas respostas ao Questionario Geral proposto (em anexo).

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO
Determinar, por meio da avaliacdo da resposta imunologica de pacientes infectados por SARS-COV2,

potenciais biomarcadores para a evolugdo grave da COVID-19 e novos alvos terapéuticos.
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OBJETIVOS SECUNDARIOS

, assim

como avaliar perfis lipidicos e proteico do liquido surfactante pulmonar.

» Determinar, por espectrometria de massas de alta resolu¢do (LC-MS/MS), o perfil de producgdo de

eicosanoides, [N I D -

, como também metabdlitos do metabolismo energético celular em plasma de individuos

infectados nas diferentes apresentacgdes clinicas da COVID-19, em comparacédo a individuos saudaveis.
« Associar os perfis de resposta imunologica e inflamatdria determinados com os desfechos clinicos
documentados da COVID-19.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

No momento das coletas de sangue pode haver riscos fisicos como dor ou incémodo, formacgao de
hematoma pés-colheita, que serdo minimizados por uma escolha boa e criteriosa do local onde sera retirado
0 sangue para que o paciente seja perfurado uma uUnica vez. As amostras para pesquisa dos pacientes
hospitalizados serdo colhidas apenas quando se fizerem necessarias outras coletas para realizagdo de
exames laboratoriais de rotina, para acompanhamento do estado de saude dos pacientes dos grupos mais
graves, G3 e G4.

BENEFICIOS

N&o havera beneficios diretos para os participantes do projeto; mas, futuramente, havendo confirmagao das
hipéteses deste trabalho e aceitagdo dos resultados, os pacientes poderdo ser beneficiados durante o
acompanhamento médico apés o tratamento da doenc¢a. O estudo busca promover a analise de futuros
marcadores que poderdo auxiliar as condutas clinicas e terapéuticas para o tratamento da infecgdo e
sequelas provocados pela COVID-19. Sabendo do potencial imunomodulador do sistema imunoenddcrino,
dos eicosancides, |
_, é plausivel supor que o entendimento dessas interagdes possa ser utilizado como ferramenta
futura para o desenvolvimento de novos tratamentos para esta doenca. Com a juncdo dos dados clinicos e
laboratoriais, esperamos encontrar biomarcadores que possam diferenciar individuos sadios de
assintomaticos portadores do virus, assim como doentes sintomaticos hospitalizados ndo graves de doentes
sintomaticos hospitalizados graves. Além disso, dentre os beneficios do estudo esta a possibilidade
identificarmos determinantes importantes da evolugdo da doenga.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Emenda 02:

A presente emenda altera os seguintes documentos:

1. PROJETO DETALHADO - “ProjCOVID_EMENDAZ2_versaolimpa.docx” postado na Plataforma Brasil em
16/07/2020.

Razao principal para alteragao:

- Obtengédo do aspirado de fluido pulmonar.
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2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - “TCLE_EMENDAZ2_versaolimpa.docx”
postado na Plataforma Brasil em 16/07/2020.
Razao principal para alteragao:

- Obtengéo do aspirado de fluido pulmonar.

3. CRONOGRAMA DE EXECUCAO - “Cronograma_de_execEMENDA2_versaolimpa.docx” postado na
Plataforma Brasil em 16/07/2020.

Alteragdo:

-08.2020 a 31.12.2020: coleta dos aspirados de fluidos pulmonares.

4. INCLUSAO DE PESQUISADOR NA EQUIPE
- Marcelo Dias Baruffi

5. INCLUSAQ DE CENTROS:
- UNIMED de Ribeirdo Preto Cooperativa de Trabalho Médico
Pesquisadora Responsavel: Karen Morejon.

LISTA ATUALIZADA DE CENTROS:

- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP (Centro coordenador).
Pesquisadora Responsavel : Cristina Ribeiro de Barros Cardoso.

- UNIMED de Ribeirao Preto Cooperativa de Trabalho Médico.
Pesquisadora Responsavel: Karen Morejon.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Verificar item "Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes”.

Recomendagoes:

Quanto ao Termo Consentimento Livre e Esclarecido referente ao arquivo
“TCLE_EMENDAZ2_versaclimpa.docx” postado na Plataforma Brasil em 16/07/2020, na pagina 2 de 3, |é-se:
“[...] também DOARA 20 ml de aspirado de fluido pulmonar, que é uma secrecdo que os
médicos/enfermeiros retiram do pulmao de quem esta intubado, para melhorar a respiragéo (essa secrecdo
é retirada de rotina, independentemente da pesquisa e normalmente é descartada no
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lixo.”. (Destaque nosso). Solicita-se substituir o termo "doar" por "conceder" em todo o texto do TCLE, uma
vez que o material biolégico humano coletado no estudo continua pertencendo ao participante da pesquisa,

permanecendo apenas sua guarda sob a responsabilidade institucional (Resolugdo CNS n® 441 de 2011,

12

itens 9 e 9.I).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao foram observados Sbices éticos nesta emenda.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigdes
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela aprovacédo da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situagdo: Emenda aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_158407| 23/07/2020 Aceito
do Projeto 7_E2.pdf 14:32:02
Qutros Esclarecimento_pendencia_documental.| 23/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
docx 14:19:54 | Russo

Qutros criacao_biorrepositorioEMENDA2_versa| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
odestagues.docx 19:39:16 | Russo

Qutros criacao_biorrepositorioEMENDAZ2_versa| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
olimpa.docx 19:38:26 | Russo

Qutros SolicitacaoemendaCONEP_justificativas| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
.docx 19:35:34 | Russo

Cronograma Cronograma_de_execEMENDAZ2_versa | 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
olimpa.docx 19:32:21 Russo

Cronograma Cronograma_de_execEMENDAZ2_versa | 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
odestagues.docx 19:31:45 Russo

Projeto Detalhado / | ProjCOVID_EMENDAZ_versaolimpa.dod 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito

Brochura X 19:31:11 Russo

Investigador

Projeto Detalhado / | ProjCOVID_EMENDAZ_versaodestaque| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito

Brochura s.docx 19:30:36 | Russo

Investigador

TCLE / Termos de |TCLE_EMENDAZ2_versaodestaques.doc| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito

Assentimento / X 19:30:00 | Russo

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040

UF: DF Municipio: BRASILIA
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Reran

mo

Justificativa de TCLE_EMENDAZ2_versaodestaques.doc| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
Auséncia X 19:30:00 | Russo
TCLE / Termos de | TCLE_EMENDAZ2_versaolimpa.docx 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
Assentimento / 19:27:09 |Russo
Justificativa de
Auséncia
Qutros termoresponsabilidadeAngelina.pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
09:22:35 | Barros Cardoso
Qutros termoresponsabilidadeANAPAula.pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
09:22:16 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaUNIMED.pdf 26/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
|concordancia 09:22:01 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaDraKarenUNIMED .pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 09:20:37 | Barros Cardoso
TCLE / Termos de | AssentimentoCONEPIlimpo.pdf 17/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 14:23:54 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
Qutros CompendioFINALResubmis.pdf 08/06/2020 | Cleni Mara Marzocchil Aceito
14:34:21 Machado
Qutros Aprova_CAPP_final.pdf 05/06/2020 | Cleni Mara Marzocchi| Aceito
22:19:45 | Machado
Qutros Aprovacao_CAPP _pdf 02/06/2020 | Cleni Mara Marzocchi| Aceito
20:45:53 | Machado
Declaracédo de AnuenciaJonatanCarvalho.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:47:10 |Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaVinicius.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:05:10 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaVania.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:01:30 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaNicola.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:00:48 |Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaMarcelo.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:00:31 Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaLilian. pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:00:14 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaKAMILA pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:59:55 |Barros Cardoso
Declaracédo de Anuencialsabelle.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:52:20 | Barros Cardoso
Declaragdo de anuenciaGilberto.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:52:04 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaFabiani.doc 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:51:47 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaElisa.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:51:12 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaCassia.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar
Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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Pesquisadores AnuenciaCassia.pdf 17:48:23 |Barros Cardoso Aceito
Declaragdo de AnuenciaAugusto pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:48:03 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaAngelina.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:47 |Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaAnaPaulaMoraisFernandes.pdf| 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:32 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaThais.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:16 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaNayore.docx 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:04 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuencialuanaUfscar.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:46 | Barros Cardoso
Declaracédo de ANUENCIAJamille.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:29 |Barros Cardoso
Declaragdo de AnuencialngrydCarmona.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:12 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaGiovanna.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:45:54 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaCaroline.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:44:10 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaANGELO . pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:42:40 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaAnaFlavia.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:56 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaAnaCarolinaXavier.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:31 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaSandra.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:12 | Barros Cardoso
Qutros CompendioFINAL.docx 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:39:37 | Barros Cardoso
Folha de Rosto folhaDeRostoNOVAassinada. pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:30:12 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaSANTACASA pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituigédo e 17:29:04 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Qutros Questionario_online_Chamada_Publica.| 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
pdf 17:19:29 | Barros Cardoso
Qutros QuestionarioG3G4.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:17:07 | Barros Cardoso
Qutros QuesiionarioG1G2..pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:02:55 |Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Hospital.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicdo e 17:32:02 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Declaracdo de Infraestrutura. pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicdo e 17:27:14 | Barros Cardoso

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar
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Infraestrutura Infraestrutura. pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
17:27:14 | Barros Cardoso

Declaracédo de CamillaN.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:23.01 Barros Cardoso

Declaragdo de Anuencialsabel.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:08:47 |Barros Cardoso

Declaracdo de Anuencia_Omar_equipe.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:05:00 | Barros Cardoso

Declaragdo de Anuencia_Fernando.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:04:33 | Barros Cardoso

Declaragdo de Anuencia_Pedro.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:04:.08 | Barros Cardoso

Declaragdo de Anuencia_Lucia.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:03:55 | Barros Cardoso

Declaracédo de Anuencia_Cristina.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:03:42 | Barros Cardoso

Declaragdo de Anuencia_Carlos.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:03:14 | Barros Cardoso

Declaracédo de Anuencia_Camila.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 16:59:04 | Barros Cardoso

Situacao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 28 de Julho de 2020

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo prospectiva de expresséo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes infectados
por SARS-COV2

Pesquisador: Cristina Ribeiro de Barros Cardoso

Area Tematica: A critério do CEP

Verséo: 4

CAAE: 30525920.7.0000.5403

Instituigao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.104.192

Apresentacao do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos "Apresentacdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacdo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas das Informagdes Basicas da Pesquisa, arquivo
PB_INFORMAGCOES_BASICAS_1564214_E1.pdf, , gerado na Plataforma Brasil em 17/06/2020.

DESENHO DO ESTUDO:

Este estudo visa buscar fatores de suscetibilidade e resisténcia, assim como biomarcadores da doenga
causada pelo virus SARS-COV2, denominada COVID-19. Para tal, serdo selecionados participantes
saudaveis da comunidade USP (Campus Ribeirdo Preto), individuos com teste molecular positivo para
SARS-COV2 realizados via Unidades Basicas de Salde do municipio de Ribeirdo Preto e que sejam
assintomaticos ou apresentem sintomas leves, || |} I < r:cicntes provenientes de um
hospital privado (Hospital Sdo Paulo) ou outro filantrépico (Hospital Santa Casa de Misericérdia de Ribeirdo
Preto), da mesma cidade, que serdo avaliados clinica e laboratorialmente, para o diagnéstico da doenga,
pelos médicos responsaveis pelo atendimento. Serdo incluidos homens e mulheres, classificados em grupos
controles e doentes, conforme diagndstico laboratorial e gravidade da COVID-19. Apés esta categorizagao,
os voluntarios | ) ser3o divididos em saudaveis com diagndstico molecular negativo para SARS

-COV2 (grupo 1 —G1), assinftomaticos ou cligossintomaticos com teste positivo para o

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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virus (grupo 2 — G2), sintomaticos hospitalizados moderados com diagnostico positivo (grupo 3 — G3) e
sintomaéticos hospitalizados graves, também com teste molecular positivo para SARS-COV2 (grupo 4 — G4),

I 005 2 Concordancia e assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos proprios pacientes ou responséaveis, seréo coletadas
amostras de sangue venoso, saliva ou aspirado de fluido pulmonar para processamento laboratorial

referente a0 presente projeto de pesauisa
I - <5725 Gos paricipantes os rupos

G1, G2 ] serao coletadas apenas uma vez, para a pesquisa. Os pacientes dos grupos G3 e G4, terao
sangue, | /o aspirado de fluido pulmonar (apenas G4) coletados no momento da
admissao no hospital e ap6s 48h, repetindo-se a coleta uma vez a cada 7 dias, até o fim do periodo de
internac&o. As amostras de sangue serao centrifugadas para obtencéo de plasma e leucécitos (buffy coat).

I No plasmia serdo quanticadas citocinas
por ensaio multiplex, alem de eicosanoides, || ENNENEGEGEGE T - B o'
espectrometria de massa. [

. Novas ferramentas biotecnologicas que permitam o estudo das relagoes entre o
virus, seus alvos celulares e anticorpos serao produzidas. Com estes resultados em conjunto, espera-se
compreender mais profundamente a fisiopatologia da COVID-19, assim como estabelecer marcadores de
evolucao e morbidade da doenca.

HIPOTESE

- Os perfis de citocinas, dos eicosanoides, || NN I I o outros

mediadores imunoendocrinos estdo associados a evolugao das infecgoes por SARS-COV2 e participam
desses desfechos clinicos.

Endereco: SRTVN 701, VaW 5 Norte, ote D - Edfic 0 PO 700, 3° andar
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METODOLOGIA

Para esta pesquisa, serdo selecionadosl grupos de participantes, conforme a seguir. (G1): individuos
provenientes da comunidade USP-Campus Ribeirdo Preto, com teste molecular pés-swab nasofaringeo
negativo, autodeclarados saudaveis e assintomaticos (controles). (G2): individuos provenientes de buscas
domiciliares apds consulta de prontudrios e acesso aos exames realizados pelas Unidades Basicas de
Saude (UBS) de Ribeirdo Preto (via sistema Hygia) ou por chamamento publico e auto declaragéo, que
sejam assintomaticos ou oligossintomaticos e com resultado positivo para o teste molecular de SARS-
COV2. (G3) e (G4): pacientes atendidos em hospital privado/filantrépico da mesma cidade (Hospital Sdao
Paulo e Hospital Santa Casa de Misericérdia de Ribeirdo Preto), que serdo testados (via swab e RT-PCR),
avaliados clinica e laboratorialmente para o diagnostico da doenga, pelos médicos responsaveis pelo
atendimento. A gravidade da COVID-19 sera utilizada como parametro para classificagdo dos grupos G3 e
G4 (doentes sintomaticos hospitalizados moderados e graves, respectivamente). || N

I/ ros a concordancia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), os individuos dos grupos G1, GZ- serdo convidados a responder questionario com informagées
sécio-demograficas, clinicas, antropométricas e comportamentais (podendo ser realizado presencialmente
ou por ligagdo telefénica/video-chamada). Os dados de G3 e G4 serdo obtidos via prontuario hospitalar. Dos
l grupos, serdo colhidas amostras de sangue venoso. Exames hematolégicos e bioquimicos serdo
realizados no Servigo de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
(FCFRP) — USP. Sera obtida saliva dos grupos G1, G2, G3-. Nos pacientes G4, intubados em unidade
de tratamento intensivo (UTI), iremos obter o Aspirado de Fluido Pulmonar (AFP), por aspiragdo via cateter
traqueal por um profissional da unidade hospitalar, || N N N R, -
liquido surfactante. Para os participantes de G1, G2 - a obtencdo de amostras biolégicas ocorrera
apenas uma vez durante o projeto. Para G3, a obtencdo de sangue e saliva ocorrera ho momento de
admissdo/confirmacdo de infecgdo por SARS-CoV-2 no hospital e apés 48h. Os pacientes sintomaticos
graves (G4), terdo amostra de sangue e AFP colhidas na admissdo/confirmacao de infecgdo por SARS-CoV
-2 e apos 48h, seguido por coletas subsequentes

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar
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a cada 7 dias, até o desfecho. O sangue sera centrifugado para obtengdo de plasma e leucdécitos (buffy

coat).

I o plasma serdo quantificadas citocinas por ensaio multiplex, marcadores
proteicos de inflamagdo além de eicosancides, NG . I . N
I - cicbolitos do metabolismo energético celular por espectrometria

de massa.

Novas ferramentas biotecnolégicas que permitam o estudo das relagdes entre o virus, seus alvos celulares e

anticorpos serdo produzidas.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Em todos os grupos serdo incluidos individuos do sexo masculino ou feminino. Os participantes de G1
deverdo ser individuos assintomaticos e saudaveis. Para G2, os critérios de inclusdo envolverdo diagnéstico
molecular positivo para o virus, sintomatologia ausente ou leve de COVID-19. Em G3 e G4 serao incluidos
individuos doentes, com infecgdo de SARS-COV2 confirmada por diagndstico molecular e COVID-19

estabelecida moderada ou grave, atendidos no Hospital Sdo Paulo ou Hospital Santa Casa de Misericordia

de Ribeirzo Preto em Ribeirzo Preto/sP. I
I O pariicipantes de

G1, G2 - deverdo ter idade igual ou superior a 18 anos. Para os grupos G3 e G4 serdo incluidos
participantes acima de 12 anos.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Para os participantes de G2, G3, G4 ] o critério de exclusdo serd o resultado negativo para o
diagnostico molecular pelo SARS-COV-2. Para os participantes do grupo G1, o critério de exclusdo sera
apenas gravidez. Essas informacdes serdo obtidas do participante por auto-declaragdo no momento do

convite para a pesquisa, obtidas nas respostas ao Questionario Geral proposto.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO:
Determinar, por meio da avaliagdo da resposta imunolégica de pacientes infectados por SARS-

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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COV?2, potenciais biomarcadores para a evolugdo grave da COVID-19 e novos alvos terapéuticos.

OBJETIVO SECUNDARIO:

daveis.

» Determinar, por espectrometria de massas de alta resolugdo (LC-MS/MS), o perfil de produgdo de
eicosanoides, || IIIEIGIGIGININEz: B B - <<us derivados
metabdlitos ativos, como também metabdlitos do metabolismo energético celular em plasma de individuos
infectados nas diferentes apresentag¢des clinicas da COVID-19, em comparacéo a individuos saudaveis.

» Associar os perfis de resposta imunolégica e inflamatéria determinados com os desfechos clinicos
documentados da COVID-19.

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

No momento das coletas de sangue pode haver riscos fisicos como dor ou incoémodo, formagédo de
hematoma pés-colheita, que serdo minimizados por uma escolha boa e criteriosa do local onde sera retirado
0 sangue para que o paciente seja perfurado uma uUnica vez. As amostras para pesquisa dos pacientes
hospitalizados serdo colhidas apenas quando se fizerem necessarias outras coletas para realizagdo de
exames laboratoriais de rotina, para acompanhamento do estado de saude dos pacientes dos grupos mais
graves, G3 e G4.

BENEFICIOS

N&o havera beneficios diretos para os participantes do projeto; mas, futuramente, havendo confirmagéo das
hipéteses deste trabalho e aceitagdo dos resultados, os pacientes poderdo ser beneficiados durante o
acompanhamento médico apds o tratamento da doenga. O estudo busca promover a analise de futuros
marcadores que poderdo auxiliar as condutas clinicas e terapéuticas para o tratamento da infeccéo e
sequelas provocados pela COVID-19. Sabendo do potencial imunomodulador do sistema ||| N
dos eicosanoides, |
_, é plausivel supor que o entendimento dessas interagées possa ser utilizado como ferramenta
futura para o desenvolvimento de novos tratamentos para esta doenca. Com a jungdo dos dados clinicos e
laboratoriais, esperamos encontrar biomarcadores que possam diferenciar individuos sadios de
assintomaticos portadores do virus, assim como doentes sintomaticos hospitalizados ndo graves de doentes
sintomaticos hospitalizados graves. Além disso, dentre os beneficios do estudo esta a possibilidade

identificarmos determinantes importantes da evolugdo da doenca.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Emenda 1:

Devido a caracteristicas inerentes a prépria pandemia, como a evolugdo dos quadros graves e o crescente
numero de pacientes acometidos pela COVID-19 leve em nosso municipio, o projeto original foi ampliado.
Dentre as principais alterages, destacam-se:

» a inclusdo de novos grupos de estudos (especialmente pacientes com sintomas leves ou
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I . < scréo provenientes de testes realizados via Unidades Basicas de Sadde do municipio.
» a inclusdo de novo centro hospitalar adicional, para coleta de amostras de pacientes com quadros
moderados ou graves (Hospital Santa Casa de Misericérdia de Ribeirdo Preto)

« a inclusdo de novos tipos de amostras coletadas - aspirado de fluido pulmonar)

» a inclusd@o de novas metodologias para trabalho das novas amostras, incluindo exames laboratoriais de
rotina (bioquimicos e hematologicos), dentre outras.

« a inclusdo de novos pesquisadores, para atuarem no projeto, agora maior e ampliado.

Os documentos alterados na presente emenda foram:

1. PROJETO DETALHADO:

Raz&o para as alteragdes:

+ a inclusdo de novos grupos de estudos (especialmente pacientes com sintomas leves ||| NG
que serdo provenientes de testes realizados via Unidades Basicas de Saude do municipio.

= a inclusdo de novo centro hospitalar adicional, para coleta de amostras de pacientes com quadros
moderados ou graves (Hospital Santa Casa de Misericérdia de Ribeirdo Preto)

« a inclusdo de novos tipos de amostras coletadas - aspirado de fluido pulmonar)

» a inclusdo de novas metodologias para trabalho das novas amostras, incluindo exames laboratoriais de
rotina (bioquimicos e hematologicos), dentre outras.

» a inclusdo de novos pesquisadores, para atuarem no projeto, agora maior e ampliado.

Arquivos: ProjCOVID_ADENDO_FINAL.pdf

Carta_Encaminhamento_CEP.pdf;

CompendioFINAL.docx; CompendioFINALResubmis.pdf;

Questionario_online_Chamada_Publica.pdf;

QuestionarioG3G4.pdf; QuestionarioG1G2G5.pdf

2. TERMO DE CONSENTIMENTO / ASSENTIMENTO:
AssentimentoCONEPIimpo.pdf
AssentimentoCONEPmarcado.pdf
TCLEPendenciaCONEPlimpo.docx
TCLEPendenciaCONEPmarcado.docx
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3. INCLUSAQ DE CENTROS PARTICIPANTES:
- Escola de Enfermagem de Ribeirdo Preto

Responsavel: Ana Paula Morais Fernandes

- Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude UFSCar - Universidade Federal de Sao Carlos
Responsavel: Sandra Regina Costa Maruyama

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP - HCFMRP USP
Responsavel: Isabel Kinney Ferreira de Miranda Santos

4. CRONOGRAMA:

Cronograma_de_exec.docx

5. FOLHA DE ROSTO:
folhaDeRostoNOVAassinada.pdf

6. DECLARACOES:

Aprova_CAPP_final.pdf; Aprovacao_CAPP.pdf; AnuenciadJonatanCarvalho.pdf; ;
HygiaVigilanciaEpidemiologica.pdf, AnuenciaVinicius.pdf; AnuenciaVania.pdf; AnuenciaNicola.pdf;
AnuencialLilian.pdf; AnuenciaKAMILA.pdf; Anuencialsabelle.pdf; anuenciaGilberto.docx;
AnuenciaFabiani.doc; AnuenciaElisa.pdf, AnuenciaCassia.pdf; AnuenciaAugusto.pdf, AnuenciaAngelina.pdf;
AnuenciaAnaPaulaMoraisFernandes.pdf; AnuenciaThais.pdf, AnuenciaNayore.docx;
AnuenciaLuanaUfscar.docx; ANUENCIAJamille.docx; AnuencialngrydCarmona.pdf; AnuenciaGiovanna.pdf ;
AnuenciaCaroline.pdf, AnuenciaANGELO.pdf; AnuenciaAnaFlavia.pdf; AnuenciaAnaCarolinaXavier.pdf;
AnuenciaSandra.docx; ANAPAULA_termo_responsabilidade.pdf; Angelina_termo_responsabilidade. pdf;
AnuenciaSANTACASA pdf

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Verificar item "Conclusfes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Recomendacgdes:
Verificar item "Conclus&es ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes”.
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Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Nao foram identificados ébices éticos nesta emenda.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigdes
definidas na Resolugdo CNS n® 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagédo da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situagdo: Emenda aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_156421| 17/06/2020 Aceito
do Projeto 4 E1.pdf 14:24:47
TCLE / Termos de | AssentimentoCONEPIlimpo.pdf 17/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 14:23:54 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | AssentimentoCONEPmarcado.pdf 17/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 14:23:33 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEPendenciaCONEPIlimpo.docx 17/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 14:19:43 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEPendenciaCONEPmarcado.docx 17/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 14:19:25 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
Cronograma Cronograma_de_exec.docx 17/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
14:18:55 | Barros Cardoso

Qutros CompendioFINALResubmis.pdf 08/06/2020 | Cleni Mara Marzocchil Aceito
14:34:21 Machado

Qutros Aprova_CAPP_final.pdf 05/06/2020 | Cleni Mara Marzocchi| Aceito
22:19:45 | Machado

Qutros Aprovacao_CAPP.pdf 02/06/2020 | Cleni Mara Marzocchi| Aceito
20:45:53 | Machado

Declaragdo de AnuenciaJonatanCarvalho.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 18:47:10 |Barros Cardoso

Qutros HygiaVigilanciaEpidemiologica.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
18:38:58 | Barros Cardoso
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Projeto Detalhado / | ProjCOVID_ADENDO_FINAL .pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Brochura 18:35:31 |Barros Cardoso

Investigador

Declaragdo de AnuenciaVinicius.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:05:10 | Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaVania.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:01:30 | Barros Cardoso

Declaracédo de AnuenciaNicola.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:00:48 | Barros Cardoso

Declaracdo de AnuencialLilian.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:00:14 | Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaK AMILA pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:59:55 | Barros Cardoso

Declaracédo de Anuencialsabelle.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:52:20 | Barros Cardoso

Declaragdo de anuenciaGilberto.docx 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:52:04 | Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaFabiani.doc 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:51:47 |Barros Cardoso

Declaracdo de AnuenciaElisa.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:51:12 | Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaCassia.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:48:23 |Barros Cardoso

Declaracédo de AnuenciaAugusto.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:48:03 | Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaAngelina.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:47 | Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaAnaPaulaMoraisFernandes.pdf| 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:32 | Barros Cardoso

Declaracédo de AnuenciaThais.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:16 | Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaNayore.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:04 | Barros Cardoso

Declaracdo de AnuenciaLuanaUfscar.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:46 | Barros Cardoso

Declaragdo de ANUENCIAJamille.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:29 | Barros Cardoso

Declaracédo de AnuencialngrydCarmona.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:12 | Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaGiovanna.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:45:54 | Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaCaroline.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:44:10 | Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaANGELO.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:42:40 | Barros Cardoso

Declaracdo de AnuenciaAnaFlavia.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:56 | Barros Cardoso

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 10 de 12



ANEXOS & PUBLICACOES | 170

COMISSAO NACIONAL DE g Plataforma
ETICA EM PESQUISA %9«:\!“

Continuagdo do Parecer 4 104 192

Declaragdo de AnuenciaAnaCarolinaXavier.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:31 Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaSandra.docx 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:12 | Barros Cardoso
Qutros CompendioFINAL.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
17:39:37 | Barros Cardoso
Solicitacdo Assinada|Carta_Encaminhamento_CEP.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
pelo Pesquisador 17:34:46 |Barros Cardoso
Responsavel
Qutros ANAPAULA_termo_responsabilidade.pd| 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
f 17:32:46 | Barros Cardoso
Qutros Angelina_termo_responsabilidade.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
17:31:05 | Barros Cardoso
Folha de Rosto folhaDeRostoNOVAassinada.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
17:30:12 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaSANTACASA pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicéo e 17:29:04 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Qutros Questionario_online_Chamada_Publica.| 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
pdf 17:19:29 |Barros Cardoso
Qutros QuestionarioG3G4.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:17:07 | Barros Cardoso
Qutros QuesiionarioG1G2-.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:02:55 | Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Hospital .pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicéo e 17:32:02 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Declaracédo de Infraestrutura. pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituigao e 17:27:14 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Declaragdo de CamillaN.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:23:01 Barros Cardoso
Declaracédo de Anuencialsabel.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:08:47 |Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Omar_equipe.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:05:00 | Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Fernando.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:04:33 | Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Pedro.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:04:.08 | Barros Cardoso
Declaracdo de Anuencia_Lucia.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:55 | Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Cristina.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:42 | Barros Cardoso
Declaracédo de Anuencia_Carlos.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:14 | Barros Cardoso
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Declaragdo de Anuencia_Camila pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 16:59:04 | Barros Cardoso

Declaracédo de criacao_biorrepositorio.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Manuseio Material 16:56:03 |Barros Cardoso

Biologico /

Biorepositério /

Biobanco

Situagao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 23 de Junho de 2020

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo prospectiva de expresséo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes infectados
por SARS-COV2

Pesquisador: Cristina Ribeiro de Barros Cardoso

Area Tematica: A critério do CEP

Verséo: 2

CAAE: 30525920.7.0000.5403

Instituigao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.999.280

Apresentacao do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos “Apresentacdo do Projeto”, “Objetivo da Pesquisa” e “Avaliagdo dos
Riscos e Beneficios” foram retiradas do arquivo Informacgdes Basicas da Pesquisa
(“PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_ 1533140.pdf’, gerado em 25/04/2020).

INTRODUGAO

A maioria significativa dos casos de COVID-19 que cursa com complicagdes tem ocorrido em pacientes
homens, idosos e/ou que ja se apresentavam com doengas de base1,2, que inclui obesidade e sindrome
metabdlica, cuja incidéncia é alta no Brasil3. Também ja é sabido que os casos com complicagdes graves
apresentam a “tempestade de citocinas”4,5, sendo a base da terapia proposta que emprega
hidroxicloroquina6. A transicdo em curso da incidéncia do COVID-19 da populagdo chinesa e europeia para
a populagdo das Américas representa uma oportunidade para avaliar comparativamente diversos aspectos
dos perfis imunes das populagdes e os respectivos desfechos clinicos. Essas populagdes apresentam perfis
sécio-econdmicos, culturais e epidemiolégicos distintos que afetam sobremaneira alguns aspectos da

imunidade7 que propomos estudar, || GGG -'< de mediadores anti ou
pré-inflamatérios e o entendimento da maior gravidade de COVID-19 || NN . D

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 01 de 10

172



29

ANEXOS & PUBLICACOES | 173

COMISSAO NACIONAL DE = Plataformea
ETICA EM PESQUISA \»%gfoﬂ

Continuagdo do Parecer 3 999 280

, neste estudo poderemos fazer

comparacgdes informativas sobre os desfechos clinicos da COVID19 em diferentes idades, sexo e condigdes

sociais, no Brasil.
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Perfis de mediadores lipidicos, || I <t c o<

recentes mostraram que os mediadores lipidicos, prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrieno B4 (LTB4), de
maneira oposta regulam a produgdo da citocina inflamatéria IL-1, no escorpionismo, e determinam a
gravidade do edema pulmonar e a mortalidade. Enquanto PGE2 potencia, o LTB4 inibe, a producgdo de IL-1,
que & uma das citocinas principais no edema pulmonar induzido pela pegonha de escorpido38. Além disso,
foi mostrado que os receptores TLR da imunidade inata (como TLR2, TLR4), o CD36 e o CD14, regulam a
producédo destes eicosanoides39,40. Também foi mostrado que células mononucleares do sangue circulante
de humanos (PBMC) produzem IL-1 quando estimuladas pela pegonha de escorpido, e que o uso de anti-
inflamatérios como indometacina ou dexametasona, inibem de modo distinto a produgao da IL-140. No
entanto, nada se sabe sobre a regulagdo por eicosanoides, das citocinas entre elas a IL-1, que

possivelmente estdo presentes na tempestade de citocinas em pacientes com COVID-19, mediando o

o
o
o
3
o
o°
c
3
5]
]
[
=
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HIPOTESES

+ Os perfis de citocinas, dos eicosanoides, ||| | } I <st:o associados a evolugéo das

infecgdes por SARS-COV2 e participam desses desfechos clinicos.

METODOLOGIA

Participardo deste estudo pacientes infectados com o virus SARS-COV2, com diagnostico molecular
confirmado e apresentagao clinica da COVID19, assim como os respectivos controles. Serdo selecionados
participantes provenientes da comunidade USP-Campus Ribeirdo Preto (controles, grupo 1 — G1 e grupo 2 —
G2) e pacientes (grupo 3 — G3 e grupo 4 — G4), atendidos em um hospital privado da mesma cidade
(Hospital S&o Paulo). Serdo incluidos homens e mulheres, acima de 18 anos, nos grupos G1 e G2,
enquanto que nos grupos G3 e G4 serdo incluidos participantes acima de 12 anos. A categorizagdo dos
participantes nos diferentes grupos sera realizada conforme resultados dos testes diagnésticos moleculares
e gravidade da COVID-19. Os individuos aparentemente saudaveis (conforme auto-declaragdo) e
assintomaticos provenientes da
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comunidade USP serdo testados e alocados em G1 (diagnéstico molecular negativo para SARS-COV2) ou
G2 (diagnéstico molecular positivo para o novo coronavirus). Os grupos G3 e G4 corresponderdo a doentes
sintomaticos hospitalizados com COVID-19 (ndo graves) e sintomaticos hospitalizados graves,
respectivamente. Todos deverdo ter diagnéstico molecular positivo para SARS-COV2. O trabalho contara
com a colaboragdo de médicos do Hospital Sdo Paulo Dr. José Joaquim Ribeiro da Rocha, Dr. Omar Feres,
Dr. Marley Ribeiro Feitosa, Dr. Rogério Serafim Parra e Dr. Fernando Crivelenti Vilar. Estes médicos serdo
responsaveis pela selegdo, avaliagdo clinica e acompanhamento dos pacientes, que serdo classificados de
acordo com critérios de inclusdo e exclusdo e serdo convidados para participar desse estudo, com
assinatura do TCLE. Almeja-se um total de 400 participantes para este estudo, sendo alocados 100 por
grupo (G1, G2, G3 ou G4). Sera colhida amostra de sangue venoso (10 mililitros para os grupos controles
G1 e G2 ou 5 mililitros para os grupos sintomaticos G3 e G4, a cada coleta), para processamento
laboratorial referente a pesquisa. Sera obtida apenas uma amostra de cada participante dos grupos
controles G1 e G2, que serd utilizada para o diagndstico molecular da infecgdo e pesquisa. Os individuos
alocados no grupo 3 (G3) terdo sangue colhido no momento de admissdo no hospital e apés 48h. Os
pacientes sintomaticos graves (G4), terdo amostra de sangue colhida na admissado e apds 48h, seguido por
coletas subsequentes a cada 7 dias, até o fim do periodo de internagdo. O sangue sera colhido por
profissionais habilitados para tal, indicados pelo hospital. Para os pacientes dos grupos G3 e G4, as
intervencées para obtencdo das amostras de pesquisa serdo realizadas apenas durante puncdo venosa ja
previamente solicitada pela equipe médica, para realizagéo de exames de rotina dos pacientes internados.
As amostras chegaréo ao laboratério na FCFRP/USP para os ensaios propostos sem identifica¢do nominal
do paciente, que sera identificado apenas por um cédigo numeérico. Apds centrifugagdo do sangue, parte do
plasma sera misturada a metanol e parte sera inativada imediatamente a 560C por 30 minutos, para os
ensaios subsequentes. Nestas amostras serdo determinados || NG
_, citocinas e biomarcadores lipidicos relacionados a inflamagdo e regulagdo da resposta
imunolgica. |
|

CRITERIO DE INCLUSAO

Serdo incluidos individuos doentes, do sexo masculino ou feminino, com infecgdo confirmada por SARS-
CQOV2, por diagndstico molecular, com COVID estabelecida, atendidos no Hospital Sdo Paulo em Ribeirdo
Preto/SP.

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar
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Para os participantes dos grupos controles (G1 e G2), serao incluidos individuos assintomaticos, saudaveis,
com idade igual ou maior de 18 anos.
Para os grupos G3 e G4 ser&o incluidos participantes acima de 12 anos.

CRITERIO DE EXCLUSAO

Para os participantes dos grupos controles (G1 e G2), os critérios de exclusao serao gravidez, apresentar
sinais ou sintomas de doencas infecciosas, inflamatorias, cronicas ou autoimunes e uso de medicamentos
anti-inflamatérios ou imunossupressores, além de terapia hormonal. Essas informagoes serao obtidas do
participante por auto-declaracéo no momento do convite para a pesquisa. Para os pacientes atendidos no
Hospital Sao Paulo em Ribeirao Preto/SP (G3 e G4), o critério de exclusao sera o resultado negativo para o
diagnostico molecular pelo SARS-COV-2.

Obijetlvo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Determinar, por meio da avaliacao da resposta imunologica de pacientes infectados por SARS-COV2,
potenciais biomarcadores para a evolugao grave da COVID-19 e novos alvos terapéuticos.

OBJETIVO SECUNDARIO

» Determinar, por espectrometria de massas de alta resolucao (LC-MS/MS), o pernl de producao de
eicosanoides, || NG B - <. derivados metabdlitos ativos em
plasma de individuos infectados nas diferentes apresentacoes clinicas da COVID-19, em comparacao a
individuos saudaveis.

- Associar os perfis de resposta imunolégica e inflamatoria determinados com os desfechos clinicos
documentados da COVID-19.

Endereco: SRTVN 701, VaW 5 Norte, ote D - Edfic 0 PO 700, 3° andar

Balrro: Asa Norie CEP: 70.719-040
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

No momento das coletas de sangue pode haver riscos fisicos como dor ou incémodo que serdo minimizados
por uma escolha boa e criteriosa do local onde sera retirado o sangue para que o paciente seja perfurado
uma Unica vez. As amostras para pesquisa serdo colhidas apenas quando se fizerem necessarias outras
coletas para realizagdo de exames laboratoriais de rotina, para acompanhamento do estado de saude dos
pacientes.

BENEFICIOS

Nao havera beneficios diretos para os participantes do projeto. Mas futuramente, havendo confirmagdo das
hipéteses deste trabalho e aceitagdo dos resultados, os pacientes poderdo ser beneficiados durante o
acompanhamento médico apds o tratamento da doenga. O estudo busca promover a analise de futuros
marcadores que poderdo auxiliar as condutas clinicas e terapéuticas para o tratamento da infeccdo e
sequelas provocados pela COVID-19. Sabendo do potencial imunomodulador || GG cos
eicosanoides, |
B - < olausivel supor que o entendimento dessas interagdes possa ser utilizado como ferramenta
futura para o desenvolvimento de novos tratamentos para esta doenca. Com a juncdo dos dados clinicos e
laboratoriais, esperamos encontrar biomarcadores que possam diferenciar individuos sadios de
assintomaticos portadores do virus, assim como doentes sintomaticos hospitalizados ndo graves de doentes
sintomaticos hospitalizados graves. Além disso, dentre os beneficios do estudo esta a possibilidade
identificarmos determinantes importantes da evolugdo da doenga.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Quanto ao protocolo destaca-se:

|. Desfecho primario: Correlagdo entre os desfechos clinicos e imunolégicos na evolugéo da COVID-19.

1. Desfecho secundario: Identificagdo de biomarcadores e potenciais alvos terapéuticos para a COVID-19
grave.

1l. Cronograma de execugdo: 13.04.2020 a 31.07.2020: coleta das amostras, separagdo de leucdcitos,

inativagdo e congelamento de plasma; 01.08.2020 a 31.12.2020: coleta das amostras, separagdo de

leucécitos, inativagéo e congelamento de plasma. || NG

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar
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01.01.2021 a 31.07.2021: Espectrometria de massa para eicosancides || [ NN 1 :

01.08.2021 a 31.12.2021: . Andlise dos dados.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Vide item "Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Analise da resposta ao parecer n°® 3.974.467 emitido em 16/04/2020:

1. Quanto ao documento “Termo_de_assentimento.pdf’, postado em 05/04/2020, foi apresentado um unico
Termo de Assentimento a ser aplicado para todos os participantes menores de 18 anos, faixa etaria ampla e
que engloba criancas e adolescentes com diferentes niveis de compreensdo e maturidade neuropsiquica e
emocional. Considerando que esse Termo deve ser elaborado pelo pesquisador em linguagem acessivel a
compreensao dos participantes da pesquisa, EM SUAS DIFERENTES FAIXAS ETARIAS, ndo é adequado
apresentar somente um unico modelo de Termo de Assentimento para todos os participantes menores de 18
anos. Sendo assim, solicita-se a apresentacdo de Termos de Assentimento elaborados em linguagem
acessivel a compreensao das diferentes faixas etarias dos individuos a serem recrutados para a pesquisa
(Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item 11.2). Podem ser utilizados argumentos graficos como desenhos,
personagens, historias ilustrativas, para que a crianga compreenda, em linguagem apropriada, a
importancia, os procedimentos e os objetivos da pesquisa.

RESPOSTA: Conforme solicitado, apresento novo termo de assentimento para participantes com idade
entre 12 e 18 anos, assim como projeto modificado em relagdo a idade dos mesmos, que foi alterada para
acima de 12 anos, nos grupos G3 e G4 (vide novo projeto anexado). Além disso, a data de inicio do projeto
foi postergada para 01/05/2020.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigdes
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Protocolo aprovado.

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 08 de 10



ANEXOS & PUBLICACOES | 180

CO]VIISSAO NACIONAL DE
ETICA EM PESQUISA

Continuagdo do Parecer 3 999 280

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Reran

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacgées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 25/04/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1533140 pdf 10:09:04
TCLE / Termos de | NovoAssentimento.pdf 25/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 10:00:18 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
Recurso Anexado RespostasPARECER .pdf 25/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
pelo Pesquisador 09:59:51 Barros Cardoso
Projeto Detalhado / | NovoProjetoCOVIDCEP.pdf 25/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Brochura 09:59:36 |Barros Cardoso
Investigador
Cronograma NovoCronograma.pdf 25/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

09:58:14 | Barros Cardoso
Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
22:52:49 | Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Hospital.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicéo e 17:32:02 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Declaracdo de Infraestrutura.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicéo e 17:27:14 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Declaragdo de CamillaN.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:23:01 Barros Cardoso
TCLE / Termos de | TCLE_COVID_FINAL.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 17:15:46 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_CONTROLES_FINAL.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 17:15:31 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
Declaracédo de Anuencialsabel.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:08:47 | Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Omar_equipe.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:05:00 | Barros Cardoso
Declaracdo de Anuencia_Fernando.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:04:33 | Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Pedro.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:04:08 |Barros Cardoso
Declaracédo de Anuencia_Lucia.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:55 |Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Cristina.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:42 |Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Carlos.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:14 | Barros Cardoso

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar
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Declaragdo de Anuencia_Camila pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 16:59:04 | Barros Cardoso

Declaracédo de criacao_biorrepositorio.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Manuseio Material 16:56:03 |Barros Cardoso

Biologico /

Biorepositério /

Biobanco

Situagao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 30 de Abril de 2020

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))

Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo prospectiva de expresséo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes infectados
por SARS-COV2

Pesquisador: Cristina Ribeiro de Barros Cardoso

Area Tematica:

Verséo: 5

CAAE: 30525920.7.0000.5403

Instituigao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.134.068

Apresentagédo do Projeto:

Trata-se de solicitacdo de emenda ao protocolo de pesquisa (Emenda n®2), justificada pelos pesquisadores
que devido a caracteristicas inerentes a prépria pandemia e, especialmente a necessidade de ampliagdo
das coletas de pacientes hospitalizados, o projeto original foi ampliado. Dentre as principais alteragdes,
destacam-se:

» a inclusdo de novo centro hospitalar adicional, para coleta de amostras de pacientes com quadros
moderados ou graves (Hospital UNIMED de Ribeirdo Preto);

* a inclusdo de novo tipo de amostra armazenada no biorrepositdrio (aspirado de fluido

pulmonar);

» ainclusdo de novos pesquisadores, para atuarem no projeto, agora ampliado (Dra Karen

Morejon — Hospital UNIMED e Dr. Marcelo Baruffi— FCFRP/USP).

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos ndo foram modificados em relacdo a versdo anterior do protocolo e conforme consta no
formulario PB Informagdes Basicas sdo:

Objetivo Primario:

Determinar, por meio da avaliacdo da resposta imunologica de pacientes infectados por SARS-COV2,

potenciais biomarcadores para a evolugdo

Enderego: Avenda do Café s/n®

Bairro: Monte A egre CEP: 14.040-903
UF: SP Municipio: RIBEIRAOC PRETO
Telefone: (16)33154213 Fax: (16)3315-4892 E-mail: cep@fcfrp.usp.br
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grave da COVID-19 e novos alvos terapéuticos.

Objetivo Secundario:

metabdlitos ativos, como também metabdlitos do metabolismo energético celular em plasma de individuos
infectados nas diferentes apresentagdes clinicas da COVID-19, em comparagédo a individuos saudaveis; -

Associar os perfis de resposta
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
A descricdo dos riscos e beneficios ndo foi modificada em relacdo a versao anterior do protocolo e conforme
consta no formulario PB Informagdes Basicas sdo:

Enderego: Avenda do Café s/n®
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Riscos:

No momento das coletas de sangue pode haver riscos fisicos como dor ou incémodo, formacao de
hematoma p6s-colheita, que serdo minimizados por uma escolha boa e criteriosa do local onde sera retirado
0 sangue para que o paciente seja perfurado uma Unica vez. As amostras para pesquisa dos pacientes
hospitalizados serdo colhidas apenas quando se fizerem necessarias outras coletas para realizagédo de
exames laboratoriais de rotina, para acompanhamento do estado de saude dos pacientes dos grupos mais
graves, G3 e G4.

Beneficios:

Nao havera beneficios diretos para os participantes do projeto; mas, futuramente, havendo confirmacao das
hipéteses deste trabalho e aceitagdo dos resultados, os pacientes poderdo ser beneficiados durante o
acompanhamento médico apds o tratamento da doenga. O estudo busca promover a analise de futuros
marcadores que poderdo auxiliar as condutas clinicas e terapéuticas para o tratamento da infeccéo e
sequelas provocados pela COVID-19. Sabendo do potencial imunomodulader do sistema ||
dos eicosancides, [

I - resposta imunolégica, é plausivel supor que o entendimento dessas interages
possa ser utilizado como ferramenta futura para o desenvolvimento de novos tratamentos para esta doenga.
Com a juncdo dos dados clinicos e laboratoriais, esperamos encontrar biomarcadores que possam
diferenciar individuos sadios de assintomaticos portadores do virus, assim como doentes sintomaticos
hospitalizados ndo graves de doentes sintomaticos hospitalizados graves. Além disso, dentre os beneficios

do estudo esta a possibilidade identificarmos determinantes importantes da evolu¢éo da doenga.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Devido a caracteristicas inerentes a prépria pandemia e, especialmente a necessidade de ampliacéo das
coletas de pacientes hospitalizados, o projeto original foi ampliado. Dentre as principais alteracdes,
destacam-se: * a inclusdo de novo centro hospitalar adicional, para coleta de amostras de pacientes com
quadros moderados ou graves (Hospital UNIMED de Ribeirdo Preto) « a inclusdo de novo tipo de amostra
armazenada no biorrepositério (aspirado de fluido pulmonar) « a inclusdo de novos pesquisadores, para
atuarem no projeto, agora ampliado (Dra Karen Morejon — Hospital UNIMED e Dr. Marcelo Baruffi —
FCFRP/USP).

Enderego: Avenda do Café s/n®
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Documentos apresentados para a apreciacdo da Emenda n°2:

- Carta_Encaminhamento_ADENDO2.pdf: com justificada circunstanciada para a emenda.

- termoresponsabilidadeAngelina.pdf

- termoresponsabilidadeANAPAula.pdf

- AnuenciaUNIMED .pdf: assinada pelo diretor presidente do Hospital Unimed de Ribeirdo Preto;

- TCLE_ADENDOQZ2.docx: com destaque para a inclusdo sobre a autorizacdo para a guarda da sobra "de
aspirado de pulmdo” além da sobra de sangue ja prevista em versdo anterior do TCLE;

- ProjCOVID_ADENDO?2.pdf: contendo em destaque a inclusdo do Hospital Unimed, a participagédo da Dra.
Karen Morejon e do Prof. Dr Marcelo Baruffi; a inclusdo do material aspirado pulmonar.

- AnuenciaDraKarenUNIMED pdf

- criacao_biorrepositorioADENDO2.pdf: contendo em destaque a inclusdo do aspirado pulmonar a ser
armazenado no biorrepositério;

- Cronograma_de_execADENDO2.pdf

Recomendagoes:

Ver item Conclusdes ou Pendéncias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

A solicitacdo da Emenda n°2 esta justificada e documentada de modo a atender os aspectos éticos da
pesquisa envolvendo seres humanos.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tramitagdo prioritaria por solicitagdo da CONEP - SARS-CQOV-2 (COVID-19)

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu inicio autorizado apés a

aprovacao pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_158407| 26/06/2020 Aceito
do Projeto 7_E2.pdf 09:46:16
Solicitagdo Assinada | Carta_Encaminhamento_ ADENDO2.pdf | 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
pelo Pesquisador 09:40:24 |Barros Cardoso
Responsavel
Qutros termoresponsabilidadeAngelina.pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Enderego: Avenda do Café s/n®
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Qutros termoresponsabilidadeAngelina. pdf 09:22:35 |Barros Cardoso Aceito
Qutros termoresponsabilidadeANAPAula.pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
09:22:16 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaUNIMED .pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
concordancia 09:22:01 | Barros Cardoso
TCLE / Termos de | TCLE_ADENDOZ2.docx 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 09:21:41 Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |ProjCOVID_ADENDQO2 pdf 26/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Brochura 09:20:55 |Barros Cardoso
Investigador
Declaracédo de AnuenciaDraKarenUNIMED..pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 09:20:37 | Barros Cardoso
Declaragdo de criacao_biorrepositorioADENDO2. pdf 26/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Manuseio Material 09:20:11 |Barros Cardoso
Biolégico /
Biorepositorio /
Biobanco
Cronograma Cronograma_de_execADENDO2.pdf 26/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
09:19:44 | Barros Cardoso
TCLE / Termos de | AssentimentoCONEPIlimpo.pdf 17/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 14:23:54 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
Qutros CompendioFINALResubmis.pdf 08/06/2020 | Cleni Mara Marzocchil Aceito
14:34:21 | Machado
Qutros Aprova_CAPP_final.pdf 05/06/2020 |Cleni Mara Marzocchil Aceito
22:19:45 | Machado
Qutros Aprovacao_CAPP.pdf 02/06/2020 | Cleni Mara Marzocchi| Aceito
20:45:53 | Machado
Declaracédo de AnuenciaJonatanCarvalho.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:47:10 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaVinicius.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:05:10 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaVania.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:01:30 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaNicola.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:00:48 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaMarcelo.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:00:31 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaLilian.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:00:14 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaKAMILA pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:59:55 | Barros Cardoso
Declaracédo de Anuencialsabelle.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
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Pesquisadores Anuencialsabelle.pdf 17:52:20 |Barros Cardoso Aceito
Declaracédo de anuenciaGilberto.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:52:04 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaFabiani.doc 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:51:47 |Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaElisa.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:51:12 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaCassia.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:48:23 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaAugusto.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:48:03 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaAngelina.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:47 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaAnaPaulaMoraisFernandes.pdf| 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:32 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaThais.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:16__ | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaNayore.docx 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:04 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaLuanaUfscar.docx 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:46 | Barros Cardoso
Declaragdo de ANUENCIAJamille.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:29 |Barros Cardoso
Declaracédo de AnuencialngrydCarmona.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:12 |Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaGiovanna.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:45:54 |Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaCaroline.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:44:10 |Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaANGELO.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:42:40 |Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaAnaFlavia.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:56 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaAnaCarolinaXavier.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:31 Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaSandra.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:12 | Barros Cardoso
Qutros CompendioFINAL.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
17:39:37 | Barros Cardoso
Folha de Rosto folhaDeRostoNOVAassinada.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
17:30:12 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaSANTACASA . pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicéo e 17:29:04 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Qutros Questionario_online_Chamada_Publica.| 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
pdf 17:19:29 | Barros Cardoso
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Qutros QuestionarioG3G4.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
17:17:07 | Barros Cardoso
Qutros QuestionarioG 1G] .pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:02:55 | Barros Cardoso
Declaracao de Anuencia_Hospital.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicao e 17:32:02 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Declaracao de Infraestrutura.pdf 05/04/2020 (Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicao e 17:27:14 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Declaracao de CamillaN.pdf 05/04/2020 (Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:23:01 [Barros Cardoso
Declaragéo de Anuencialsabel.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:08:47 |Barros Cardoso
Declaracao de Anuencia_Omar_equipe.pdf 05/04/2020 (Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:05:00 |Barros Cardoso
Declaracao de Anuencia_Fernando.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:04:33 _|Barros Cardoso
Declaracéo de Anuencia_Pedro.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:04:08 |Barros Cardoso
Declaracé&o de Anuencia_Lucia.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:55 |Barros Cardoso
Declaracao de Anuencia_Cristina.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:42 | Barros Cardoso
Declaracao de Anuencia_Carlos.pdf 05/04/2020 (Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:14 | Barros Cardoso
Declaracao de Anuencia_Camila.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 16:59:04 | Barros Cardoso

Sltuacdo do Parecer:
Aprovado

Necesslta Apreclacdo da CONEP:
Sim

RIBEIRAO PRETO, 03 de Julho de 2020

Asslnado por:
Clenl Mara Marzocchl Machado

(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo prospectiva de expresséo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes infectados
por SARS-COV2

Pesquisador: Cristina Ribeiro de Barros Cardoso

Area Tematica:

Verséo: 3

CAAE: 30525920.7.0000.5403

Instituigao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.076.158

Apresentagédo do Projeto:

A presente apreciagdo trata de solicitacdo de emenda. Na carta de encaminhamento para justificativa da
emenda, a pesquisadora responsavel declara que devido a caracteristicas inerentes a prépria pandemia,
como a evolugao dos quadros graves e o crescente nimero de pacientes acometidos pela COVID-19 leve
no municipio de Ribeirdo Preto, o projeto original foi ampliado. Dentre as principais alteragdes, destacam-se:
« a inclusdo de novos grupos de estudos (especialmente pacientes com sintomas leves ou convalescentes),
que serdo provenientes de testes realizados via Unidades Basicas de Saude do municipio.

* a inclusdo de novo centro hospitalar adicional, para coleta de amostras de pacientes com quadros
moderados ou graves (Hospital Santa Casa de Misericérdia de Ribeirdo Preto)

» ainclusdo de novos tipos de amostras coletadas (saliva e aspirado de fluido pulmonar)

« a inclusd@o de novas metodologias para trabalho das novas amostras, incluindo exames laboratoriais de
rotina (bioquimicos e hematolégicos), dentre outras.

» a inclusdo de novos pesquisadores, para atuarem no projeto, agora maior e ampliado.
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Objetivo da Pesquisa:

De acordo com a pesquisadora:

OBJETIVO PRIMARIO:

Determinar, por meio da avaliacdo da resposta imunologica de pacientes infectados por SARS-COV2,
potenciais biomarcadores para a evolu¢do grave da COVID-19 e novos alvos terapéuticos.
OBJETIVO SECUNDARIO:

» Determinar, por espectrometria de massas de alta resolugdo (LC-MS/MS), o perfil de producéo de
eicosanoides, [ I D B - -c-us derivados
metabdlitos ativos, como também metabdlitos do metabolismo energético celular em plasma de individuos
infectados nas diferentes apresentag¢des clinicas da COVID-19, em comparacdo a individuos saudaveis.

* Associar os perfis de resposta imunolégica e inflamatdria determinados com os desfechos clinicos
documentados da COVID-19.

Enderego: Avenda do Café s/n®

Bairro: Monte A egre CEP: 14.040-903
UF: SP Municipio: RIBEIRAOC PRETO
Telefone: (16)33154213 Fax: (16)3315-4892 E-mail: cep@fcfrp.usp.br

Pagina 02 de 13



47

ANEXOS & PUBLICACOES | 191

USP - FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS QWW
DE RIBEIRAO PRETO DA USP-
FCFRP/USP

Continuagdo do Parecer 4076 158

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com a pesquisadora:

RISCOS:

No momento das coletas de sangue pode haver riscos fisicos como dor ou incémodo, formacao de
hematoma pés-colheita, que serdo minimizados por uma escolha boa e criteriosa do local onde sera retirado
0 sangue para que o paciente seja perfurado uma Unica vez. As amostras para pesquisa dos pacientes
hospitalizados serdo colhidas apenas quando se fizerem necessarias outras coletas para realizagdo de
exames laboratoriais de rotina, para acompanhamento do estado de saude dos pacientes dos grupos mais
graves, G3 e G4.

Acesso aos prontuarios:

Sera solicitada aos pacientes autorizagdo para acesso aos seus respectivos prontuarios médicos
hospitalares, de forma que os pesquisadores possam correlacionar informagdes como idade, sexo, dias de
internagao, resultados dos seus exames laboratoriais, clinicos e de imagem, com os resultados da pesquisa.
Sera também solicitado acesso a relatérios da Vigildancia Epidemioldgica e ao sistema Hygia, para
averiguagdo dos dados dos participantes testados para SARS-COV2 nas UBS do municipio de Ribeirdo
Preto.

BENEFICIOS:

Nao havera beneficios diretos para os participantes do projeto; mas, futuramente, havendo confirmacdo das
hipéteses deste trabalho e aceitagdo dos resultados, os pacientes poderdo ser beneficiados durante o
acompanhamento médico apds o tratamento da doenga. O estudo busca promover a analise de futuros
marcadores que poderdo auxiliar as condutas clinicas e terapéuticas para o tratamento da infecgéo e
sequelas provocados pela COVID-19. Sabendo do potencial imunomodulador |GGG
dos eicosanoides, [ - esposta

imunolégica, é plausivel supor que o entendimento dessas interagdes possa ser utilizado como ferramenta
futura para o desenvolvimento de novos tratamentos para esta doenga. Com a jungdo dos dados clinicos e
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laboratoriais, esperamos encontrar biomarcadores que possam diferenciar individuos sadios de
assintomaticos portadores do virus, assim como doentes sintomaticos Hospitalizados ndo graves de doentes
sintomaticos hospitalizados graves. Além disso, dentre os beneficios do estudo esta a possibilidade

identificarmos determinantes importantes da evolugdo da doenca.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Desenho da pesquisa apresentado pela pesquisadora: Serdo selecionados e incluidos homens e mulheres,
classificados em grupos controles e doentes, conforme diagnéstico laboratorial e gravidade da COVID-19: -
participantes saudaveis da comunidade USP (Campus Ribeirdo Preto), - individuos com teste molecular
positivo para SARS-COV?2 realizados via Unidades Bésicas de Salde do municipio de Ribeirdo Preto e que
sejam assintomaticos ou apresentem sintomas leves, - além de convalescentes e pacientes provenientes de
um hospital privado (Hospital Sdo Paulo) ou outro filantrépico (Hospital Santa Casa de Misericérdia de
Ribeirdo Preto), da mesma cidade, que serdo avaliados clinica e laboratorialmente, para o diagnéstico da
doenca, pelos médicos responsaveis pelo atendimento. Apos esta categorizagéo, os voluntarios (100 por
grupo) serdo divididos em: G1: saudaveis com diagndstico molecular negativo para SARS-COV2; G2:
assintomaticos ou oligossintomaticos com teste positivo para o virus; G3: sintomaticos hospitalizados

moderados com diagnéstico positivo e G4: sintomaticos hospitalizados graves, também com teste molecular

positivo para SARS-COV2; I
I <o de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) assinado pelos pacientes ou responsaveis e serdo colhidos: - amostras de sangue venoso, - saliva -
ou aspirado de fluido pulmonar - para processamento laboratorial referente ao presente projeto de pesquisa
(alguns participantes controles terdo também coleta de swab nasofaringeo para diagnéstico molecular da
infecgdo pelo virus. G1, G2, J]: As amostras serdo coletadas apenas uma vez, para a pesquisa. G3 e G4:
terdo sangue, saliva (apenas G3) coletados no momento da admisséo no hospital e apds 48h, repetindo-se
a coleta uma vez a cada 7 dias, até o fim do periodo de internagdo. G4: sangue e aspirado de fluido
pulmonar (apenas G4) coletados no momento da admissdo no hospital e apés 48h, repetindo-se a coleta
uma vez a cada 7 dias, até o fim do periodo de internagdo. As amostras de sangue serdo centrifugadas para

obtengéo de plasma e leucoitos (bufty coat). I
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I o plasma serao quantificadas citocinas por ensaio multiplex, além de eicosanoides,

I . N, ror espectrometria de massa.

I  / Pt descieve um nimero
de 500 (quinhentos participantes) divididos em | orveos I

Dependendo do resultado para o coronavirus e dos seus sintomas, o participante deveré doar sangue,
saliva, secre¢&o nasal/garganta e/ou pulmonar e participara de um dos seguintes grupos: - GRUPO 1:
sangue e saliva; grupo de pessoas CONTROLE NEGATIVO, que sao aquelas que nao tém o coronavirus. E
secrecao coletada por cotonete da garganta e do nariz, se o participante nao tem exame recente de COVID-
19. - GRUPO 2: sangue e saliva; grupo de pessoas POSITIVO ASSINTOMATICO ou LEVE, que s&o
aquelas que tém resultado positivo para COVID-19 e apresentam sintomas leves ou nenhum sintoma; -
GRUPO 3: sangue e saliva; grupo POSITIVO MODERADO, que s&o aquelas pessoas que tém resultado
positivo para COVID-19 e precisam de internacao sem respirador; - GRUPO 4: sangue e fluido aspirado do
pulmé&o; grupo POSITIVO GRAVE, que s&o aquelas pessoas que tém resultado positivo para COVID-19 e

precisam de internagao UTI com uso de respirador. - |G

I Fara participar da pesquisa o participante precisa ter
mais que 12 anos de idade (para entrar nos grupos 3 ou 4) ou mais que 18 anos para os grupos 1, 2JJjj. ©
participante ou um representante poderao assinar o0 TCLE ou Termo de Assentimento. Como sera a
participac&o na pesquisa sera: 1°) Responder um questionario, presencialmente ou por telefone. Ficar a
vontade para responder honestamente as perguntas, porque as respostas serdo mantidas em segredo. As
perguntas serao sobre dados pessoais (nome, idade), hébitos de vida (fumo, bebida alcodlica, exercicios
fisicos), doencas existentes e uso de medicamentos. Neste dia 0s pesquisadores combinarao o dia e o lugar
para colher o material biologico, ou autorizar usar os dados do prontuario médico (quando estiverem
internados e impossibilitados de responder perguntas). 2°) Autorizar/doar uma amostra de sangue (16 ml
para
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os participantes do GRUPO 3 ou GRUPO 4 e 28 ml para os GRUPQOS 1, 2-). Essa quantidade é igual a
duas colheres e meia de sopa ou pouco menos e, se o participante for dos GRUPOS 1, 2, 3 | NN
I - << o participante for do GRUPO 4, também doara 20 ml
de aspirado de fluido pulmonar, que é uma secre¢do que os médicos/enfermeiros retiram do pulmdo de
quem esta intubado, para melhorar a respiracdo (essa secregdo & retirada de rotina, independentemente da
pesquisa e noralmente é descartada no lixo. Neste caso, sera doada a pesquisa). 3°) Autorizar coleta, uma
Unica vez, de secregdo do nariz e da garganta com um cotonete, para exame de infecgdo pelo coronavirus,
se o participante for GRUPO 1 e néo tiver feito este exame recentemente. As coletas desses materiais
biolégicos serdo realizadas por um profissional capacitado, usando material esterilizado e descartavel. O
nimero de vezes que o participante terd que doar material biolégico dependera do grupo que ele estiver: -
GRUPOS 1, 2 -: participante doara uma unica vez. - GRUPOS 3 e 4: participante doara nos seguintes
momentos: no dia que estiver internado e receber o diagnéstico POSITIVO para o novo coronavirus, dois
dias depois e uma vez por semana até sair do hospital.

FLUXO DE TRABALHO PARA OS GRUPOS GZ- De forma geral, o fluxo de trabalho sera o seguinte: «
A) Havera divulgagdo publica da pesquisa, via midias eletrénicas (Facebook, Instagram e Whatsapp), para
que participantes potenciais interessados em colaborar se manifestem. « B) Aqueles que tiverem interesse
responderdo, inicialmente, o formulario eletrénico disponivel em
https://pt.surveymonkey.com/r/IMUNOCOVID (Anexo: Questionario Online), que podera ser acessado por
meio da internet em aparelhos eletrénicos como smartphones, tablets e computadores. « C) Apds estas
respostas, aqueles que se enquadrarem nos requisitos da pesquisa e aceitarem participar, serdo contatados
pelo telefone informado no questionario online. « D) Nesta ligagdo, um pesquisador devidamente capacitado
explicara ao participante da pesquisa os seguintes itens, de forma totalmente didatica e compreensivel: 1. O
teor da pesquisa e sua finalidade; 2. Como a pesquisa beneficiara a sociedade; 3. A quantidade de material
biolégico a ser doada e como o procedimento é realizado; 4. A aplicagdo de questionario de habitos,
condi¢des de saude e afericdo de sinais vitais. 5. Possiveis desconfortos gerados pelos procedimentos; 6. A
ndo oneragdo de quaisquer custos para o participante, voluntariedade e auséncia de beneficios monetarios
ou hospitalares por parte dos pesquisadores; 7. Ndo havera problemas a continuidade do atendimento
médico caso ndo queira participar. 8. O sigilo absoluto em todos os &mbitos da pesquisa e nosso
compromisso com este item; 9. Leitura do TCLE na integra e aceite dos termos sem assinatura
momentanea; 10. Esclarecimento de eventuais dlvidas e agendamento das coletas e assinatura do TCLE. *
E) Apéds estas explicacdes e, caso o participante concorde, procederemos a

Enderego: Avenda do Café s/n®

Bairro: Monte A egre CEP: 14.040-903
UF: SP Municipio: RIBEIRAOC PRETO
Telefone: (16)33154213 Fax: (16)3315-4892 E-mail: cep@fcfrp.usp.br

Pagina 06 de 13



51

ANEXOS & PUBLICACOES | 195

s USP - FACULDADE DE

G CIENCIAS FARMACEUTICAS Wﬂp

W DE RIBEIRAO PRETO DA USP- asil
FCFRP/USP

Continuagdo do Parecer 4076 158

aplicacdo de um gquestionario complementar (Anexo: Questionario Geral). « F) Apds a conversa e aplicagdo
do Questionario Geral via telefone, a coleta de material biolégico e assinatura do TCLE realizar-se-do no dia
e horario acordados com o participante. Nesta visita domiciliar, algumas cbservacdes importantes realizadas
em domicilio deverdo complementar o preenchimento do Questionario Geral. Alternativamente, sera feita
outra busca ativa por participantes, independentemente da divulgagdao em midias sociais. Para tal, serdo
avaliados os relatérios gerados pelo setor de Vigilancia Epidemioclégica da Prefeitura Municipal de Ribeirdo
Preto e acesso aos prontudrios via sistema Hygia (apoés as devidas autorizagdes), para localizagéo e contato
telefénico com pacientes sabidamente diagnosticados positivos para SARS-COV2, atendidos nas Unidades
Basicas de Saude. Em sequéncia, os passos da pesquisa serdo os mesmos listados acima, nos itens D, E e
F. Os participantes do grupo G1 serdo recrutados no Campus USP, conforme descrito no projeto de
pesquisa, mas também deverao responder as questdes do Questionario Geral e serem testados por swab

nasofaringeo para SARS-COV2, caso ndo apresentem testagem recente para o virus.

Os questionarios compreendem a coleta de dados pessoais e informagdes clinico-laboratoriais conforme
descritos no TCLE.

As amostras de material biolégico colhidas serdo:

COLETAS DE MATERIAL BIOLOGICO dos grupos: G1, G2 E ]

Sangue - Serdo coletados no total 28mL de sangue dos participantes via acesso venoso por um profissional
capacitado, sendo:

* 4mL referentes a 1 tubo de citrato de sddio para coagulograma;

* 8ml em 2 tubos (de 4 ml cada) de EDTA para ensaios especificos da pesquisa;

* 4mL em EDTA destinado ao SAC (para hemograma e hemoglobina glicada);

* 4mL em 1 tubo de ativador de coagulo com gel separador, para dosagens bioquimicas;

* 4mL em 1 tubo heparinizado para dosagem de citocinas e outros mediadores

* 4mL em 1 tubo de gel separador de coagulo, também destinado a ensaios especificos da pesquisa.
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COLETAS DE MATERIAL BIOLOGICO G3 E G4

Sangue - Serdo coletados no total 16 mL de sangue de pacientes via acesso venoso por um profissional
capacitado, sendo:

» 8 mL referentes a 2 tubos de EDTA

* 4 mlem 1 tubo com gel ativador de coagulo

* 4 mlem 1 tubo de heparina

Aspirado de Fluido Pulmonar (AFP) - Estas amostras de fluido pulmonar sdo obtidas rotineiramente via
aspiragdo por cateter traqueal por profissional capacitado e usualmente descartadas. Portanto, no dia da
coleta hospitalar de sangue para a pesquisa, estas amostras de AFP que seriam descartadas, APENAS dos
pacientes G4 em estado de intubagéo, serdo acondicionadas em tubos cdnicos estéreis para obtencdo de
macréfagos e estudos do muco. Sendo assim, aproximadamente 20 mL de AFP serdo identificados e
armazenados em gelo, seguido por encaminhamento ao laboratério para processamento. Esta amostra sera
obtida apenas uma vez durante o periodo de internacdo de G4. O AFP sera processado dentro de 2 horas
apos a coleta e todas as operagdes serdo realizadas em um laboratério NB-2. Apds a passagem do AFP em
um filtro de células de nylon de 100 ym para remover aglomerados e detritos, o sobrenadante sera
centrifugado e as células serdo ressuspensas em meio completo RPMI 1640 resfriado. Em seguida, as
células serdo contadas em azul de tripan a 0,4%, centrifugadas e ressuspensas a uma concentragdo de
2x10"6/ml para posterior utilizac&o.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os seguintes documentos foram anexados: Declaragdes de Ciéncia e Compromisso Etico dos
Pesquisadores da equipe listados no formulario da Plataforma Brasil; anuéncia da Santa Casa de Ribeirdo
Preto; nova versdo do projeto; nova versdo de TCLE; Declaragbes de responsabilidade e compromisso
sobre devolutiva de exames aos pacientes/voluntarios assinadas pelas Profas Dra Angelina Lettiere Viana e
Ana Paula Morais Fernandes; nova folha de rosto; compéndio descrevendo os procedimentos e coletas de
dados e exames em cada grupo de participantes; questionarios para divulgacéo publica e convite para
participar da pesquisa; questionario aos participantes da pesquisa dos grupos G1, G2 e G5; questionario
aos participantes da pesquisa dos grupos G3 e G4; Documento nomeado CompendioFINAL, que apresenta

detalhadamente o fluxo de trabalho e os exames laboratoriais realizados.

Recomendacgdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Emenda aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto (FCFRP/USP) em sua 1972 reunido extraordinaria, de

acordo com o Comunicado SEI/MS-0014765796, de 09 de maio de 2020, que trata das orientagdes da
CONEP para condugao de pesquisas e atividade dos CEP durante a pandemia provocada pelo coronavirus
SARS-COV-2 (COVID-19), em seu item 2.2.1. "Os demais protocolos de pesquisa relativos aoc SARS-COV-2
(COVID-19), que ndo se enquadram nos novos critérios estabelecidos pela CONEP (item 2.1.), devem ser
analisados SOMENTE nos CEP de origem.

Em atendimento as Resolugdes vigentes, devera ser encaminhado ao CEP/FCFRP, através da Plataforma
Brasil, o relatério final da pesquisa conforme modelo de Relatério aprovado pelo CEP, bem como
comunicada qualquer alteragao, intercorréncia ou interrupgdo da mesma. Informamos que, de acordo com a
Resolugao 466/12, item IV.5, letra d, o TCLE deve “ser elaborado em duas vias, rubricadas em todas as
suas paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da pesquisa, ou por seu
representante legal, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela (s) pessoa (s) por ele delegada (s),
devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha”. O TCLE
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deve ser apresentado ao participante da pesquisa em documento impresso frente e verso e as assinaturas

nao devem ficar em folhas separadas do texto do TCLE. Cabe ao pesquisador responsavel manter os dados

da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos

apés o término da pesquisa.

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu inicio autorizado apés a
aprovacao pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo

Qutros CompendioFINALResubmis.pdf 08/06/2020 | Cleni Mara Marzocchil Aceito
14:34:21 | Machado

Qutros Aprova_CAPP_final.pdf 05/06/2020 | Cleni Mara Marzocchi| Aceito
22:19:45 | Machado

TCLE / Termos de | AssentimentoADENDO2.pdf 05/06/2020 | Cleni Mara Marzocchil Aceito

Assentimento / 22:18:18 |Machado

Justificativa de

Auséncia

Qutros Aprovacao_CAPP.pdf 02/06/2020 | Cleni Mara Marzocchil Aceito
20:45:53 | Machado

Informacgées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_156421| 01/06/2020 Aceito

do Projeto 4 E1.pdf 21:35:27

Declaragdo de AnuenciaJonatanCarvalho.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 18:47:10 | Barros Cardoso

Qutros HygiaVigilanciaEpidemiologica.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
18:38:58 | Barros Cardoso

Projeto Detalhado / | ProjCOVID_ADENDO_FINAL.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Brochura 18:35:31 Barros Cardoso

Investigador

Declaracédo de AnuenciaVinicius.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 18:05:10 |Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaVania.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 18:01:30 | Barros Cardoso

Declaracdo de AnuenciaNicola.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 18:00:48 |Barros Cardoso

Declaragdo de AnuenciaMarcelo.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 18:00:31 Barros Cardoso

Declaracédo de AnuencialLilian.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 18:00:14 | Barros Cardoso

Declaragdo de Anuenciak AMILA pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:59:55 |Barros Cardoso

Declaragdo de Anuencialsabelle.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:52:20 |Barros Cardoso

Declaracédo de anuenciaGilberto.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:52:04 | Barros Cardoso

Endereco:
Bairro: Monte A egre
UF: SP

Telefone:

Municipio:
(16)3315-4213

Aven da do Café s/n®

CEP:
RIBEIRAQ PRETO
Fax: (16)3315-4892

14.040-903

E-mail:

cep@fcirp.usp.br
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QBran ™

Declaragdo de AnuenciaFabiani.doc 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:51:47 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaElisa.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:51:12 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaCassia.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:48:23 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaAugusto.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:48:03 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaAngelina.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:47 |Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaAnaPaulaMoraisFernandes.pdf| 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:32 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaThais.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:16 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaNayore.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:04 |Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaLuanaUfscar.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:46 | Barros Cardoso
Declaragdo de ANUENCIAJamille.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:29 |Barros Cardoso
Declaracédo de AnuencialngrydCarmona.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:12 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaGiovanna.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:45:54 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaCaroline.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:44:10 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaANGELO.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:42:40 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaAnaFlavia.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:56 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaAnaCarolinaXavier.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:31 Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaSandra.docx 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:12 | Barros Cardoso
Qutros CompendioFINAL.docx 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:39:37 | Barros Cardoso
Solicitagdo Assinada|Carta_Encaminhamento_CEP.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
pelo Pesquisador 17:34:46 |Barros Cardoso
Responsavel
Qutros ANAPAULA_termo_responsabilidade.pd| 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
f 17:32:46 | Barros Cardoso
Qutros Angelina_termo_responsabilidade.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:31:05 | Barros Cardoso
Folha de Rosto folhaDeRostoNOVAassinada.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
17:30:12 | Barros Cardoso
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Declaragdo de AnuenciaSANTACASA pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicéo e 17:29:04 |Barros Cardoso
Infraestrutura
TCLE / Termos de [ TCLE_final.docx 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 17:23:18 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | AssentimentoADENDO .pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 17:21:17 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
Qutros Questionario_online_Chamada_Publica.| 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
pdf 17:19:29 | Barros Cardoso
Qutros QuestionarioG3G4.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:17:07 | Barros Cardoso
Qutros QuesiionarioG1G2-.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:02:55 | Barros Cardoso
Cronograma Cronograma_de_exec.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
16:59:27 | Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Hospital.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicdo e 17:32:02 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Declaracédo de Infraestrutura. pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicao e 17:27:14 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Declaracédo de CamillaN.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:23:01 | Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencialsabel.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:08:47 | Barros Cardoso
Declaracdo de Anuencia_Omar_equipe.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:05:00 | Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Fernando.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:04:33 | Barros Cardoso
Declaracédo de Anuencia_Pedro.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:04:08 | Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Lucia.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:55 |Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Cristina.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:42 |Barros Cardoso
Declaracédo de Anuencia_Carlos.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:03:14 |Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Camila.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 16:59:04 | Barros Cardoso
Declaracdo de criacao_biorrepositorio.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Manuseio Material 16:56:03 |Barros Cardoso
Biologico /
| Biorepositério /
Enderego: Avenda do Café s/n®
Bairro: Monte A egre CEP: 14.040-903
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)33154213 Fax: (16)3315-4892 E-mail: cep@fcfrp.usp.br
Pagina 12 de 13




ANEXOS & PUBLICACOES | 201

i USP - FACULDADE DE

e CIENCIAS FARMACEUTICAS @M«m

b4 DE RIBEIRAO PRETO DA USP- asl
FCFRP/USP

Continuagdo do Parecer 4076 158

Biobanco criacao_biorrepositorio.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de | Aceito
16:56:03 | Barros Cardoso

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Sim

RIBEIRAO PRETO, 08 de Junho de 2020

Assinado por:
Cleni Mara Marzocchi Machado

(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo prospectiva de expresséo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes infectados
por SARS-COV2

Pesquisador: Cristina Ribeiro de Barros Cardoso

Area Tematica: A critério do CEP

Versédo: 6

CAAE: 30525920.7.0000.5403

Instituigao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.176.358

Apresentacao do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos "Apresentacdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacdo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMACOES_BASICAS_1584077_E2.pdf, de 23/07/2020).

INTRODUGAO

A maioria significativa dos casos de COVID-19 que cursa com complicagdes tem ocorrido em pacientes
homens, idosos e/ou que ja se apresentavam com doengas de base1,2, que inclui obesidade e sindrome
metabdlica, cuja incidéncia é alta no Brasil3. Também ja é sabido que os casos com complicagdes graves
apresentam a “tempestade de citocinas”4,5, sendo a base da terapia proposta que emprega
hidroxicloroquina6. A transicdo em curso da incidéncia do COVID-19 da populagdo chinesa e europeia para
a populagdo das Américas representa uma oportunidade para avaliar comparativamente diversos aspectos
dos perfis imunes das populagdes e os respectivos desfechos clinicos. Essas populagdes apresentam perfis
sécio-econdmicos, culturais e epidemiolégicos distintos que afetam sobremaneira alguns aspectos da

imunidade7 que propomos estudar, || GG -'< d¢c mediadores anti- ou

pré-inflamatérios e o entendimento da maior gravidade de COVID-19 no sexo masculino. || | N N NG
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|

1.3. Perfis de mediadores lipidicos, || N :

Estudos recentes mostraram que os mediadores lipidicos, prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrieno B4

(LTB4), de maneira oposta regulam a produgdo da citocina inflamatéria IL-1, no escorpionismo, e

determinam a gravidade do edema pulmonar e a mortalidade. Enquanto PGE2 potencia, o LTB4 inibe, a
a , que & uma das citocinas principais no edema pulmonar induzido pela pegonha de

o
=
Q
j=N
[

]
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o
o
o
N
-
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mostrado que células mononucleares do sangue circulante de humanos (PBMC) produzem IL-1 quando
estimuladas pela peconha de escorpi&o, e que o uso de anti-inflamatérios como indometacina ou
dexametasona, inibem de modo distinto a produgé&o da IL-145. No entanto, nada se sabe sobre a regulagao
por eicosanoides, das citocinas entre elas a IL-1, que possivelmente estdo presentes na tempestade de
citocinas em pacientes com COVID-19, mediando o edema pulmonar.

=
=~
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- Os perfis de citocinas, dos eicosanoides, [N I - EEN - EEN

estdo associados a evolugdo das infecgdes por SARS-COV2 e participam

desses desfechos clinicos.

METODOLOGIA
Para esta pesquisa, serdo selecionadosl grupos de participantes, conforme a seguir. (G1): individuos
provenientes da comunidade USP-Campus Ribeirdo Preto, com teste molecular pds-
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swab nasofaringeo negativo, autodeclarados saudaveis e assintomaticos (controles). (G2): individuos
provenientes de buscas domiciliares apds consulta de prontuarios e acesso aos exames realizados pelas
Unidades Basicas de Salde (UBS) de Ribeirdo Preto (via sistema Hygia) ou por chamamento plblico e auto
declaracéo, que sejam assintomaticos ou ocligossintomaticos e com resultado positivo para o teste molecular
de SARS-COV2. (G3) e (G4): pacientes atendidos em hospital privado/filantrépico da mesma cidade
(Hospital Sdo Paulo, Hospital da Unimed e Hospital Santa Casa de Misericordia de Ribeirdo Preto), que
serdo testados (via swab e RT-PCR), avaliados clinica e laboratorialmente para o diagnostico da doenga,
pelos médicos responsaveis pelo atendimento. A gravidade da COVID-19 sera utilizada como parametro
para classificagdo dos grupos G3 e G4 (doentes sintomaticos hospitalizados moderados e graves,

respectivamente). I
I /-5 2 concordancia € assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE), os individuos dos grupos G1, G2 - serdo convidados a responder questionario com
informagées sociodemograficas, clinicas, antropométricas e comportamentais (podendo ser realizado
presencialmente ou por ligacéo telefonica/video-chamada). Os dados de G3 e G4 serdo obtidos via
prontudrio hospitalar. Dos || grupos, ser&o colhidas amostras de sangue venoso. Exames hematolégicos e
bioquimicos serdo realizados no Servigo de Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto (FCFRP) — USP. | '\os pacientes G4,
intubados em unidade de fratamento intensivo (UTI), iremos obter o Aspirado de Fluido Pulmonar (AFP), por
aspiracdo via cateter traqueal por um profissional da unidade hospitalar, para posterior obtengdo de
macréfagos alveolares e liquido surfactante. Para os participantes de G1, G2 e G5, a obtengdo de amostras
biolégicas ocorrera apenas uma vez durante o projeto. Para G3, a obtengdo de sangue e saliva ocorrera no
momento de admissao/confirmacgdo de infec¢do por SARS-CoV-2 no hospital e apds 48h. Os pacientes
sintomaticos graves (G4), terdo amostra de sangue e AFP colhidas na admissdo/confirmagédo de infecgéo
por SARS-CoV-2 e apés 48h, seguido por coletas subsequentes a cada 7 dias, até o desfecho. O sangue

sera centrifugado para obtencdo de plasma e leucécitos (buffy coat). | N EEEIEGEGE
|
!

No plasma serao
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quantificadas citocinas por ensaio multiplex, marcadores proteicos de inflamagao além de eicosanoides,

do metabolismo energético celular por espectrometria de massa.

e metabdlitos

CRITERIOS DE INCLUSAO

Em todos os grupos serdo incluidos individuos do sexo masculino ou feminino. Os participantes de G1
deverdo ser individuos assintomaticos e saudaveis. Para G2, os critérios de inclusdo envolverao diagnéstico
molecular positivo para o virus, sintomatologia ausente ou leve de COVID-19. Em G3 e G4 serdo incluidos
individuos doentes, com infecgcdo de SARS-COV2 confirmada por diagndstico molecular e COVID-19

estabelecida moderada ou grave, atendidos no Hospital Sdo Paulo, Hospital Unimed ou Hospital Santa

Casa de Misericordia de Ribeirdo Preto em Ribeirao Preto/SP. ||

B Os participantes de G1, G2 ] deveréo ter idade igual ou superior a 18 anos. Para os grupos
G3 e G4 serdo incluidos participantes acima de 12 anos.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Para os participantes de G2, G3, G4 - o critério de exclusdo sera o resultado negativo para o
diagnostico molecular pelo SARS-COV-2. Para os participantes do grupo G1, o critério de exclusdo sera
apenas gravidez. Essas informacdes serdo obtidas do participante por auto-declara¢cdo no momento do
convite para a pesquisa, obtidas nas respostas ao Questionario Geral proposto (em anexo).

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO PRIMARIO
Determinar, por meio da avaliacdo da resposta imunologica de pacientes infectados por SARS-COV2,

potenciais biomarcadores para a evolugdo grave da COVID-19 e novos alvos terapéuticos.
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OBJETIVOS SECUNDARIOS

, assim

como avaliar perfis lipidicos |l do liquido surfactante pulmonar.

» Determinar, por espectrometria de massas de alta resolu¢do (LC-MS/MS), o perfil de producgdo de
eicosanoides, [ INNGTNNGNGEGE T B - scus derivados
metabdlitos ativos, como também metabdlitos do metabolismo energético celular em plasma de individuos
infectados nas diferentes apresentacgdes clinicas da COVID-19, em comparacédo a individuos saudaveis.

« Associar os perfis de resposta imunologica e inflamatdria determinados com os desfechos clinicos
documentados da COVID-19.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

No momento das coletas de sangue pode haver riscos fisicos como dor ou incémodo, formacgao de
hematoma pés-colheita, que serdo minimizados por uma escolha boa e criteriosa do local onde sera retirado
0 sangue para que o paciente seja perfurado uma uUnica vez. As amostras para pesquisa dos pacientes
hospitalizados serdo colhidas apenas quando se fizerem necessarias outras coletas para realizagdo de
exames laboratoriais de rotina, para acompanhamento do estado de saude dos pacientes dos grupos mais
graves, G3 e G4.

BENEFICIOS

N&o havera beneficios diretos para os participantes do projeto; mas, futuramente, havendo confirmagao das
hipéteses deste trabalho e aceitagdo dos resultados, os pacientes poderdo ser beneficiados durante o
acompanhamento médico apés o tratamento da doenc¢a. O estudo busca promover a analise de futuros
marcadores que poderdo auxiliar as condutas clinicas e terapéuticas para o tratamento da infecgdo e
sequelas provocados pela COVID-19. Sabendo do potencial imunomedulador || NG
dos eicosanoides, [ " rcsposta

imunolégica, é plausivel supor que o entendimento dessas interacdes possa ser utilizado como ferramenta
futura para o desenvolvimento de novos tratamentos para esta doenca. Com a juncdo dos dados clinicos e
laboratoriais, esperamos encontrar biomarcadores que possam diferenciar individuos sadios de
assintomaticos portadores do virus, assim como doentes sintomaticos hospitalizados ndo graves de doentes
sintomaticos hospitalizados graves. Além disso, dentre os beneficios do estudo esta a possibilidade
identificarmos determinantes importantes da evolugdo da doenga.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Emenda 02:

A presente emenda altera os seguintes documentos:

1. PROJETO DETALHADO - “ProjCOVID_EMENDAZ2_versaolimpa.docx” postado na Plataforma Brasil em
16/07/2020.

Razao principal para alteragao:

- Obtengédo do aspirado de fluido pulmonar.
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2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - “TCLE_EMENDAZ2_versaolimpa.docx”
postado na Plataforma Brasil em 16/07/2020.
Razao principal para alteragao:

- Obtengéo do aspirado de fluido pulmonar.

3. CRONOGRAMA DE EXECUCAO - “Cronograma_de_execEMENDA2_versaolimpa.docx” postado na
Plataforma Brasil em 16/07/2020.

Alteragdo:

-08.2020 a 31.12.2020: coleta dos aspirados de fluidos pulmonares.

4. INCLUSAO DE PESQUISADOR NA EQUIPE
- Marcelo Dias Baruffi

5. INCLUSAQ DE CENTROS:
- UNIMED de Ribeirdo Preto Cooperativa de Trabalho Médico
Pesquisadora Responsavel: Karen Morejon.

LISTA ATUALIZADA DE CENTROS:

- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP (Centro coordenador).
Pesquisadora Responsavel : Cristina Ribeiro de Barros Cardoso.

- UNIMED de Ribeirao Preto Cooperativa de Trabalho Médico.
Pesquisadora Responsavel: Karen Morejon.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Verificar item "Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes”.

Recomendagoes:

Quanto ao Termo Consentimento Livre e Esclarecido referente ao arquivo
“TCLE_EMENDAZ2_versaclimpa.docx” postado na Plataforma Brasil em 16/07/2020, na pagina 2 de 3, |é-se:
“[...] também DOARA 20 ml de aspirado de fluido pulmonar, que é uma secrecdo que os
médicos/enfermeiros retiram do pulmao de quem esta intubado, para melhorar a respiragéo (essa secrecdo
é retirada de rotina, independentemente da pesquisa e normalmente é descartada no
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lixo.”. (Destaque nosso). Solicita-se substituir o termo "doar" por "conceder" em todo o texto do TCLE, uma
vez que o material biolégico humano coletado no estudo continua pertencendo ao participante da pesquisa,

permanecendo apenas sua guarda sob a responsabilidade institucional (Resolugdo CNS n® 441 de 2011,

68

itens 9 e 9.I).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao foram observados Sbices éticos nesta emenda.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigdes
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela aprovacédo da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situagdo: Emenda aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_158407| 23/07/2020 Aceito
do Projeto 7_E2.pdf 14:32:02
Qutros Esclarecimento_pendencia_documental.| 23/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
docx 14:19:54 | Russo

Qutros criacao_biorrepositorioEMENDA2_versa| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
odestagues.docx 19:39:16 | Russo

Qutros criacao_biorrepositorioEMENDAZ2_versa| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
olimpa.docx 19:38:26 | Russo

Qutros SolicitacaoemendaCONEP_justificativas| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
.docx 19:35:34 | Russo

Cronograma Cronograma_de_execEMENDAZ2_versa | 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
olimpa.docx 19:32:21 Russo

Cronograma Cronograma_de_execEMENDAZ2_versa | 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
odestagues.docx 19:31:45 Russo

Projeto Detalhado / | ProjCOVID_EMENDAZ_versaolimpa.dod 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito

Brochura X 19:31:11 Russo

Investigador

Projeto Detalhado / | ProjCOVID_EMENDAZ_versaodestaque| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito

Brochura s.docx 19:30:36 | Russo

Investigador

TCLE / Termos de |TCLE_EMENDAZ2_versaodestaques.doc| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito

Assentimento / X 19:30:00 | Russo
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Reran

mo

Justificativa de TCLE_EMENDAZ2_versaodestaques.doc| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
Auséncia X 19:30:00 | Russo
TCLE / Termos de | TCLE_EMENDAZ2_versaolimpa.docx 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
Assentimento / 19:27:09 |Russo
Justificativa de
Auséncia
Qutros termoresponsabilidadeAngelina.pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
09:22:35 | Barros Cardoso
Qutros termoresponsabilidadeANAPAula.pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
09:22:16 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaUNIMED.pdf 26/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
|concordancia 09:22:01 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaDraKarenUNIMED .pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 09:20:37 | Barros Cardoso
TCLE / Termos de | AssentimentoCONEPIlimpo.pdf 17/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Assentimento / 14:23:54 |Barros Cardoso
Justificativa de
Auséncia
Qutros CompendioFINALResubmis.pdf 08/06/2020 | Cleni Mara Marzocchil Aceito
14:34:21 Machado
Qutros Aprova_CAPP_final.pdf 05/06/2020 | Cleni Mara Marzocchi| Aceito
22:19:45 | Machado
Qutros Aprovacao_CAPP _pdf 02/06/2020 | Cleni Mara Marzocchi| Aceito
20:45:53 | Machado
Declaracédo de AnuenciaJonatanCarvalho.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:47:10 |Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaVinicius.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:05:10 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaVania.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:01:30 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaNicola.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:00:48 |Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaMarcelo.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:00:31 Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaLilian. pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 18:00:14 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaKAMILA pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:59:55 |Barros Cardoso
Declaracédo de Anuencialsabelle.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:52:20 | Barros Cardoso
Declaragdo de anuenciaGilberto.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:52:04 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaFabiani.doc 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:51:47 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaElisa.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:51:12 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaCassia.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Enderego: SRTVN701,VaW 5 Norte, ote D - Ed fico PO 700, 3° andar
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Pesquisadores AnuenciaCassia.pdf 17:48:23 |Barros Cardoso Aceito
Declaragdo de AnuenciaAugusto pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:48:03 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaAngelina.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:47 |Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaAnaPaulaMoraisFernandes.pdf| 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:32 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaThais.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:16 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaNayore.docx 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:47:04 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuencialuanaUfscar.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:46 | Barros Cardoso
Declaracédo de ANUENCIAJamille.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:29 |Barros Cardoso
Declaragdo de AnuencialngrydCarmona.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:46:12 | Barros Cardoso
Declaracédo de AnuenciaGiovanna.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:45:54 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaCaroline.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:44:10 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaANGELO . pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:42:40 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaAnaFlavia.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:56 | Barros Cardoso
Declaracdo de AnuenciaAnaCarolinaXavier.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:31 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaSandra.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Pesquisadores 17:40:12 | Barros Cardoso
Qutros CompendioFINAL.docx 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:39:37 | Barros Cardoso
Folha de Rosto folhaDeRostoNOVAassinada. pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:30:12 | Barros Cardoso
Declaragdo de AnuenciaSANTACASA pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituigédo e 17:29:04 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Qutros Questionario_online_Chamada_Publica.| 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
pdf 17:19:29 | Barros Cardoso
Qutros QuestionarioG3G4.pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:17:07 | Barros Cardoso
Qutros QuesiionarioG1G2..pdf 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito
17:02:55 |Barros Cardoso
Declaragdo de Anuencia_Hospital.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicdo e 17:32:02 |Barros Cardoso
Infraestrutura
Declaracdo de Infraestrutura. pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
Instituicdo e 17:27:14 | Barros Cardoso
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Infraestrutura Infraestrutura. pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
17:27:14 | Barros Cardoso

Declaracédo de CamillaN.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:23.01 Barros Cardoso

Declaragdo de Anuencialsabel.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:08:47 |Barros Cardoso

Declaracdo de Anuencia_Omar_equipe.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:05:00 | Barros Cardoso

Declaragdo de Anuencia_Fernando.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:04:33 | Barros Cardoso

Declaragdo de Anuencia_Pedro.pdf 05/04/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:04:.08 | Barros Cardoso

Declaragdo de Anuencia_Lucia.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:03:55 | Barros Cardoso

Declaracédo de Anuencia_Cristina.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:03:42 | Barros Cardoso

Declaragdo de Anuencia_Carlos.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:03:14 | Barros Cardoso

Declaracédo de Anuencia_Camila.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 16:59:04 | Barros Cardoso

Situacao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 28 de Julho de 2020

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))
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PROCEDIMENTO

OPERACIONAL PADRAO e
IMUNOCOVID
Consorcio de Laboratorios de Préxima
Pesquisa e Estudos da COVID- Versdo: Oli'%\gzaocgo
19 da Universidade 01 (A cada 3
de Sao Paulo meses)

Elaborado por: Pedro Vieira da Silva Neto sevasdlntat e

01/06/2020
Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel Data de Revisao:
Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacgao:

Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamacéo e Imunologia das
Parasitoses da FCFRP

Responsavel pelo POP e pela atualizagdo: Grupo IMUNOCOVID

Setor: NB2 | Agente (s): Agentes de Processamento

OBJETIVO:

PROCEDIMENTO:
1.

. ‘

NS s bsa2w

Pagina 4 de 61



ANEXOS & PUBLICACOES | 220

o

-
- o

- -
N

-
-

-
ad

L]

Observagao:
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PROCEDIMENTO
OPERACIONAL PADRAO POP 002
IMUNOCOVID
Consorcio de Laboratorios de Proxima
(A cada 3
de Sao Paulo meses)

Elaborado por: Pedro Vieira da Silva Neto

Data da Criagéao:

01/06/2020
Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel Data de Revisao:
Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacgao:

Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamacéo e Imunologia das
Parasitoses da FCFRP

Responsavel pelo POP e pela atualizagdo: Grupo IMUNOCOVID

Setor: NB2 | Agente (s): Agentes de Processamento

EXTRACAO DE BUFFY COAT DE SANGUE TOTAL__l

PROCEDIMENTO:

1.
2.

A coleta de sangue total deve ser em tubo com EDTA (tampa roxa), 4 mL;
Transportar as amostras em caixa térmica lisa (impermeavel) com
termdmetro e gelo;

¢ A amostra deve necessariamente estar acondicionada em gelo, para

que nédo ocorra a degradagdo do RNA;

Homogeneizar gentiimente (invertendo o tubo completamente varias
vezes) para o sangue ndo coagular,
Centrifugar a 800 x g por 15 min, 4 °C;
Retirar o plasma (primeira camada) cuidadosamente para ndo desfazer o
anel de leucécitos (buffy coat); deixar uma fina camada de plasma sobre

0 anel para evitar perder células na aspiracdo do plasma;

. Retirar o buffy coat cuidadosamente, com movimentos lento e circular,

num volume maximo de 500uL. Transferir para um tubo de 1,5 mL;
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PROCEDIMENTO
OPERACIONAL PADRAO s
IMUNOCOVID
Consorcio de Laboratorios de Préxima
Pesquisa e Estudos da COVID- Versdo: Oli'%\gzaocgo
19 da Universidade 01 (A cada 3
de Sao Paulo meses)

Elaborado por: Pedro Vieira da Silva Neto sevasdlntat e

01/06/2020
Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel Data de Revisao:
Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacgao:

Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamacéo e Imunologia das
Parasitoses da FCFRP

Responsavel pelo POP e pela atualizagdo: Grupo IMUNOCOVID

Setor: NB2 | Agente (s): Agentes de Processamento

PROCEDIMENTO:
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PROCEDIMENTO

OPERACIONAL PADRAO i
IMUNOCOVID
Consorcio de Laboratérios de Préxima
Pesquisa e Estudos da COVID- Versdo: oiz\gfzaozo
19 da Universidade 01 (A cada 3
de Sao Paulo meses)

Elaborado por: Pedro Vieira da Silva Neto sevasdlntat e

01/06/2020
Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel Data de Revisao:
Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacgao:

Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamacéo e Imunologia das
Parasitoses da FCFRP

Responsavel pelo POP e pela atualizagdo: Grupo IMUNOCOVID

Setor: NB2 \ Agente (s): Agentes de Processamento
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PROCEDIMENTO
OPERACIONAL PADRAO POP 005
IMUNOCOVID
@1 Biomarca .T}. Consorcio de Laboratorios de Préxima
X Pesquisa e Estudos da COVID- Versio: Revisado:
19 da Universidade 01 - 01/02/2020
(A cada 3
de Sao Paulo meses)
[Elaborado por: Ingryd Carmona Garcia Data da Criagao: 01/06/2020
Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel, Pedro Vieira Data de Revisio:
Neto i
IAprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacao:

Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamag¢ao e Imunologia das
Parasitoses da FCFRP

[Responsavel pelo POP e pela atualizagdo: Grupo IMUNOCOVID

[Setor: Coleta

[ Agente (s): Agentes de coletas

PUNGCAO VENOSA PARA COLETA DE SANGUE A VACUO

Objetivo:

Realizar a pungao venosa para coleta de sangue venoso com vistas a

prevencao de ocorréncia de falhas ou a introdugao de variaveis que possam

comprometer a exatiddo dos resultados e analises bioquimicas, hematoldgicas,

hormonais e imunolégicas a serem realizadas na pesquisa.

Material necessario:

1.

9.

© N o ok wN

Avental impermeavel descartavel,
Touca;

Pro-pé;

Mascara de protegdo N95 ou PFFZ;
Face Shield;

Oculos de protecio individual;
Luvas nitrilicas;

Bolas de algodao;

Alcool a 70%;

10. Garrote;
11. Etiqueta de identificacao;
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12. Questionario domiciliar;
13. Agulha;

14. Adaptador e tubo para coleta a vacuo.

Descri¢do do procedimento:

1.

Os profissionais envolvidos nos procedimentos/atendimento
domiciliar devem estar devidamente paramentados, seguindo
procedimento operacional padrao de paramentagao;

Identificar e confirmar se encontram-se com paciente/voluntario
correto, confirmagao oral e por apresentagéo de documento de
identificagao;

Ao chegar/entrar ao domicilio os profissionais devem estar com
identificagao (carteira USP), e apresentarse ao

paciente/voluntario;

4. Explicar procedimento a ser realizado;

5. Avaliar e selecionar a veia do paciente _);

6.

Reunir e preparar o material;
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7. Abrir a embalagem da agulha até expor o canhao e acoplar a
agulha no adaptador até ficar firme;

8. Posicionar o brago do paciente (utilizar-se dos artificios
disponiveis na casa do paciente/voluntario, tais como, brago do
sofa e mesa);

9. Colocar o garrote cerca de 10 cm acima do local a ser
puncionado (devendo o garrote permanecer por no maximo 1
minuto no brago do paciente/voluntario);

10. Fazer antissepsia (movimento circular, firme e Unico do centro
para fora); deixar secar completamente;

11. Remover o protetor da agulha e fixar a veia esticando a pele com
a mao nao dominante (sem tocar no local onde foi feita a
antissepsia);

12. Fazer a pungdo numa angulagao compativel com a profundidade
da veia (100 a 450), com o bisel da agulha voltado para cima;
13. Seguir a ordem correta de tubos a serem coletados, sendo estes,

1 citrato de sodio 2mL, 2 gel separador de coagulo 4mL, 1

heparinade 4mL e 2 EDTA4mL e 1 EDTA 2mL (imagem abaixo);
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COLETA DE SANGUE TOTAL |

cdigo do paciente tentativas por profissional)

Identificar os Tubos com o Realizar a coleta ( Max. 3 Higienizar o local de coleta
]"_[ l“_ com algodio ou gaze

Orientar o paciente quanto Selecionar o melhor acesso acoplar a agulha no Vacu!amer
a0 procedimento venoso e agulhas apropriadas de coleta de Sangue a vicuo

umedecido com dlcool 70%

1 - Citrato (Azul)
Coletar na sequéncia os 3 - EDTA (Roxo)

tubos 1 - Ativador de Codgulo (Amarelo)
1 - Heparina (Verde)

2 Tubos de EDTA (Colocar

diretamente no gelo)

[ Transporte e

Armazenamento em gelo 4°C

'

LAC- Laboratorio de Analises
Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto

1 - Citrato (Azul)
1 - EDTA (Roxo)
1 - Ativador de Codgulo (Amarelo)

.

Laboratério de Inflamagio e
Imunologia das Parasitoses (LIIP)
3" andar Bl S - FCFRP USP

2 - EDTA (Roxo)
1 - Heparina (Verde)
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PROCEDIMENTO
OPERACIONAL PADRAO POP 006
IMUNOCOVID

* Boemadoles | Consoércio de Laboratorios de Proxima
. Pesquisa e Estudos da COVID- Versdo: Revisdo:
i i ’ 02/09/2020

19 da Universidade 01 (A coda 8

de Sao Paulo meses)

Data da Criagao:

Elaborado por: Ingryd Carmona Garcia 01/06/2020

Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel, Pedro Vieira

Neto Data de Revisao:

Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacio:

Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamacg&o e Imunologia das
Parasitoses da FCFRP

Responsavel pelo POP e pela atualizagao: Grupo IMUNOCOVID

Setor: Coleta \ Agente (s): Agentes de coletas

PUNGAO VENOSA PARA COLETA DE SANGUE A VACUO EM
AMBIENTE HOSPITALAR

Objetivo:

Realizar a pungdo venosa para coleta de sangue venoso com vistas a
prevencao de ocorréncia de falhas ou a introdugao de variaveis que possam
comprometer a exatiddo dos resultados e analises bioquimicas, hematoldgicas,

hormonais e imunoldgicas a serem realizadas na pesquisa.

Material necessario:
15. Avental impermeavel descartavel;
16. Touca;
17. Pro-pé;
18. Mascara de protegao N95 ou PFF2;
19. Face Shield;
20. Oculos de protecio individual;
21. Luvas nitrilicas;
22. Bolas de algodao;
23. Alcool a 70%;
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24. Garrote;
25. Etiqueta de identificagao;
26. Agulha;

27. Adaptador e tubo para coleta a vacuo.

Descricdo do procedimento:

1. Os pacientes infectados serao diagnosticados no hospital, através de

testes moleculares (RT-PCR) e/ou imunoldgicos (detecgao de anticorpos);

2. Apds o diagnodstico dos pacientes infectados por SARS-CoV-2, um
contato sera estabelecido entre pesquisadores e instituicao hospitalar,
diariamente. Este contato faz parte de um acordo previamente
estabelecido pelos pesquisadores e equipe hospitalar;

3. Depois que as informagdes do(s) paciente(s) for(em) repassadas, os
pesquisadores irdo até o hospital onde o paciente infectado estara
internado;

4. A paramentacgdo devera ser feita na antessala da UTI/Enfermaria;

5. O profissional devidamente capacitado ira até o hospital, usara de
medidas padroes de reconhecimento do paciente indicado (comando de
voz, nome no leito, nome na pulseira);

6. E explicado ao paciente ou representante legal, brevemente devido a sua
condigéo, os propositos da pesquisa e o procedimento a ser realizado, e
somente com consentimento, e TCLE assinado, dar-se-a seguimento;

7. As amostras devem ser colhidas conforme protocolos padroes, sendo
impossibilitada a coleta através de cateter periférico e possivel em cateter
central pré-implantado;

8. Caso paciente apenas possua cateter periférico pré-implantado, ou nao
haja acesso, o profissional devera escolher melhor via de acesso para
coleta;

9. Avaliar e selecionar a veia do paciente;

10. Reunir e preparar o material;

11. Abrir a embalagem da agulha até expor o canh&o e acoplar a agulha no
adaptador até ficar firme;

12. Posicionar o paciente;
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13. Colocar o garrote cerca de 10 cm acima do local a ser puncionado
(devendo o garrote permanecer por no maximo 1 minuto no brago do
paciente/voluntario);

14. Fazer antissepsia (movimento circular, firme e Unico do centro para fora);
deixar secar completamente;

15. Remover o protetor da agulha e fixar a veia esticando a pele com a mao
ndo dominante (sem tocar no local onde foi feita a antissepsia);

Fazer a pungao numa angulagdo compativel com a profundidade da
veia (10° a 45°), com o bisel da agulha voltado para cima;
16. Introduzir o tubo a vacuo no adaptador e empurrar em diregdo a agulha

ate o final (a fim de perfurar o diafragma da tampa);
17. Aguardar o preenchimento do tubo a vacuo completo seguindo
indicagado do tubo de coleta até a linha especifica da amostra desejada;

18. Retirar o tubo cheio e na_ ordem correta inserir os tubos

sequencialmente, 1 tubo de heparina (tampa verde), de 4mL, 1 tubo de
gel separador (tampa amarela), de 4mL e 2 tubos de EDTA (tampa roxa),
de 4 mL, totalizando 16mL de sangue;

19. Remover o garrote;

20. Homogeneizar a amostra de sangue com movimentos suaves por trés
vezes;

21. Colocar o algodao sem alcool sobre a agulha;

22. Retirar a agulha e comprimir ligeiramente o local com algodao;

23. Solicitar ao paciente que comprima o local da pung¢é&o por 1 a 2 minutos,
eleve o brago e mantenha-o estendido;

24, Desprezar agulhas e seringas no recipiente de material perfurocortante;

25. Desprezar 1° par de luvas e algodao no lixo infectante;

26. Recolocar luvas de sobreposicao;

27. Realizar desinfeccao do adaptador e guarda-lo;

28. Identificar os tubos;

29. Os tubos entdo serdo acondicionados em gelo e caixa térmica
padronizada para transporte de amostras hematologicas

30. Acondicionar as amostras diretamente em gelo;

31. Realizar a desinfeccao de todo material reutilizavel (6culos de protecao

e Face Shield) e da caixa de transporte com alcool 70%;
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32. O profissional devera realizar a desparamentagao de luvas e avental na
UTI/Enfermaria e o restantes dos EPIs deverao ser retirados na antessala;
33. As amostras devidamente acondicionadas serdo transportadas até o
laboratorio de pesquisa da FCFRP da Universidade de S&o Paulo,

campus de Ribeirdo Preto, para processamento e analise;
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PROCEDIMENTO

OPERACIONAL PADRAO i
IMUNOCOVID
Consorcio de Laboratérios de Pré)gima
Pesquisa e Estudos da COVID- Versdo: 05%‘5'230(;0
19 da Universidade 01 (A cada 3
de Sao Paulo meses)

Data da Criagéao:

Elaborado por: Ingryd Carmona Garcia 01/06/2020

Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel, Pedro Vieira

Neto Data de Revisao:

Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacao:

Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamacéo e Imunologia das
Parasitoses da FCFRP

Responsavel pelo POP e pela atualizagao: Grupo IMUNOQCOVID

Setor: Coleta \ Agente (s): Agentes de coletas
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IMUNOCOVID

PROCEDIMENTO

OPERACIONAL PADRAO POP 008
ores ¢ Consorcio de Laboratorios de s
Iogic Proxima
Pesquisa e Estudos da COVID- Versio: Revisdo:
19 da Universidade 01 I
(A cada 3
de Sao Paulo meses)

Elaborado por: Ingryd Carmona Garcia

Data da Criagao:
05/05/2020

Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel, Pedro Vieira

Neto

Data de Revisao:

Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacio:

Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamac&o e Imunologia das
Parasitoses da FCFRP

Responsavel pelo POP e pela atualizagao: Grupo IMUNOCOVID

Setor: Coleta

[ Agente (s): Agentes de Coleta

PARAMENTAGAO DE EPI PARA USO EM UTI

Objetivo:

Realizar

adequada paramentagdo de EPIs para prevengiao de

contaminagdo por patdgenos, tendo em vista as medidas de prote¢do padréo,

contra goticulas e aerossois. Proporcionar seguranga aos profissionais no

desenvolvimento de suas atividades bem como aos pacientes, evitando e

reduzindo os riscos a saude.

Material necessario:

39.

Scrub Cirurgico;

40.Avental impermeavel descartavel;

41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.

Touca,;

Pro-pé;

Mascara de protegcdo N95 ou PFF2;
Face Shield;

Oculos de protegio individual;
Luvas nitrilicas;

Bolas de algodao;

Alcool a 70%;

Agua e sabdo/detergente.
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Descricao do procedimento:

1.

© N o g koW

9.

10.
1.
12.
13.

A paramentagao deve ser feita na antessala da NB2 da Faculdade
de Ciencias Farmaceuticas de Ribeirdo Preto, Bloco S, 3° andar,
onde se encontra todos os EPIls e devem ser deixados os objetos
e roupas pessoais;

Deve vestir-se com Scrub cirdrgico de uso exclusivo para coleta
domiciliar;

Remover joias, piercings e acessorios;

Prender cabelo;

Vestir touca;

Colocar pro-pe;

Higienizar as maos com alcool gel ou lavar com agua e sabao;
Colocar o primeiro par luvas;

Vestir avental impermeavel, com mangas longas e punhos;
Colocar mascara N95 ou PFF2, e ajusta-la a face;

Colocar 6culos;

Colocar Face Shield e ajusta-lo;

Colocar o segundo par de luvas, a fim de cobrir os punhos do

avental.
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PROCEDIMENTO

IMUNOCOVID

OPERACIONAL PADRAO i
Consorcio de Laboratérios de Pré)gima
Pesquisa e Estudos da COVID- Rralion Revis&o:

S Ok "y 01 02/09/2020
a Universidade (A cada 3
de Sao Paulo meses)

Elaborado por: Ingryd Carmona Garcia

Data da Criagéao:
05/05/2020

Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel, Pedro Vieira
Neto

Data de Revisao:

Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi

Data de Aprovacao:

Parasitoses da FCFRP

Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamacéo e Imunologia das

Responsavel pelo POP e pela atualizagao: Grupo IMUNOQCOVID

Setor: Andlise \ Agente (s): Agentes de Analise
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PROCEDIMENTO

OPERACIONAL PADRAO i
IMUNOCOVID
Consorcio de Laboratérios de Préxima
Pesquisa e Estudos da COVID- Versdo: Revisdo:
19 da Uni idad o1 02/09/2020
a Universidade (A cada 3
de Sao Paulo meses)
) , Data da Criagéao:
Elaborado por: Ingryd Carmona Garcia 05/05/2020
Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel, Pedro Vieira aaii
Data de Revisao:
Neto
Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacao:

Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamacéo e Imunologia das
Parasitoses da FCFRP

Responsavel pelo POP e pela atualizagao: Grupo IMUNOQCOVID
Setor: Coleta \ Agente (s): Agentes de Coleta
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PROCEDIMENTO
OPERACIONAL PADRAO S
IMUNOCOVID
Consorcio de Laboratorios de Préxima
Pesquisa e Estudos da COVID- . Revisdo:
19 da Universidade Ve(r)s1ao. 02/09/2020
(A cada 3
de Sao Paulo meses)
Elaborado . . Data da Criacao:
por: Ingryd Carmona Garcia 05/05/2020
Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel, Pedro Vieira Data de Revisio:
Neto i
Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacao:
Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamagéo e Imunologia das

Parasitoses da FCFRP
Responsavel pelo POP e pela atualizacao: Grupo IMUNOCOVID
Setor: Coleta | Agente (s): Agentes de Coleta

Objetivo:

Material necessario:

Descri¢dao do procedimento:
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PROCEDIMENTO
OPERACIONAL PADRAO I
IMUNOCOVID
Consorcio de Laboratorios de Préxima
Pesquisa e Estudos da COVID- P Revisao:
19 da Universidade Ve(r)s1ao. 02/09/2020
(A cada 3
de Sao Paulo meses)
Elaborado por: Ingryd Carmona Garcia gg/%as?zaogéiagaoi
Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel, Pedro Vieira Data de Revisio:
Neto i
Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacao:
Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamagéo e Imunologia das

Parasitoses da FCFRP
Responsavel pelo POP e pela atualizacao: Grupo IMUNOCOVID
Setor: Coleta | Agente (s): Agentes de Coleta

Objetivo:

Material necessario:

Descricao do procedimento:
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PROCEDIMENTO
OPERACIONAL PADRAO FORO13
IMUNOCOVID
B Consorcio de Laboratorios de Proxima
Pesquisa e Estudos da COVID- Versdo: Revisdo:
19 da Universidade 01 - 02/09/2020
(A cada 3
de Sao Paulo meses)
Elaborado por: Ingryd Carmona Garcia gsaftgl;zaogéiagao:
Revisado por: Vinicius Eduardo Pimentel, Pedro Vieira Data de Revisio:
Neto :
Aprovado por: Carlos Arterio Sorgi Data de Aprovacao:

Local de guarda do documento: Laboratorio de Inflamagao e Imunologia das
Parasitoses da FCFRP

Responsavel pelo POP e pela atualizagao: Grupo IMUNOCOVID
Setor: Analise [ Agente (s): Agentes de Andlise

Objetivo:

Material necessario:

Descri¢do do procedimento:
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MANUAL DE PROCEDIMENTO
OPERACIONAL PADRAO

BSL-2

Pégina 45 de 61

116



ANEXOS & PUBLICACOES | 261

iNDICE
1. INTRODUGAOQ ...ttt bbb b er e s s e s s s s s s s 47
2 DEFINIGOES .ot e en e e enen e enenenen e 47
3. TREINAMENTOS/INFORMAGOES ......cooiveeeeeeeeeeeeeeee e

3.1 Vigilancia médica e de saude

3.2 Normas de vigilancia sanitaria de profissionais que tém contato com

Microrganismos da classe de rSCO 2 ........coovvuiiiiiiecceeeee e 49
4.EPIS DE USO OBRIGATORIO ..o neen s s en e 49
5. CUIDADOS GERAIS DURANTE EXECUCAO EM LABORATORIOS ......... 49

5.1 Nivel de Biosseguranga 2 — NB2: ........cccceiviiiiiceeeeeeee e eeeeeee e 51

6. RECEBIMENTO/TRANSPORTE

6.1 Transporte Seguro de Amostras e Materiais Infecciosos................cccuveee 52
6.2 Documentagao € embalagem ......cccovvciirriieenssrmrrererss s 52
6.3 Recebimento de material potencialmente infectante............ccccceee i 53
7 HIGIENIZACAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS: .....cvcveveveceeveeeee 53
7.1 Procedimentos usuais de desinfeCcgao:..........oovecmemrreeiei e 54
7.1.1 Alcool a 70%(etanol ou iSOPropilico) ..........cveeeeeeeeeeesesesesererererrneen 54
7.1.2 Hipoclorito de sodio 1%: ....cccovveveee i ... 95
7.2 Procedimento usual de esterilizagao.........ccccovveeemeree e 55
T.2.1 AULOCIAVAGAD ... e 55

8 DESCARTE.....coii i s s e e 55

9 CONDUTAS EM DERRAMAMENTOS E ACIDENTES LABORATORIAIS
COM MATERIAL POTENCIALMENTE INFECTANTE

10 ACIDENTES OCUPACIONAIS ...ttt
10.1 Vias de INfECGOES:.....ummiiiiii i rmrrr s e nnrees 57
10.2 Procedimento pos exposigdo a materiais biologicos..........cccccceevennns Y4
10.3 Avaliagéo do Risco de Exposi¢cdo em caso de acidentes: ................... 57

11. MAPA DO LABORATORIO NB2.......covveeeeeececeeteeeeeeeeeee e e eeeeenenen e s e e 59

12 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot 60

Pégina 46 de 61

117



ANEXOS & PUBLICACOES | 262

7. INTRODUGAO

Materiais biologicos manuseados em laboratérios sao, quase sempre,
fontes de contaminagdes. As Boas Praticas em Laboratorio, seguindo as regras
da Biosseguranga devem ser adotadas para minimizar a ocorréncia de eventuais
acidentes, contaminagdes ambientais e do corpo técnico operacional.

De acordo com os critérios de patogenicidade os microrganismos podem
ser classificados com base no seu potencial patogénico, para o homem e para
0s animais, a saber:

¢ Classe de risco 2- (risco individual moderado e risco limitado para a

comunidade) — patdgeno capaz de causar doenga ao homem ou aos
animais, mas que nao consiste em sério risco a quem manipula, a
comunidade, aos seres vivos e ao meio ambiente quando manipulado
em condigoes de contengao.

e Classe de risco 3- (elevado risco individual e risco limitado para a

comunidade) — patégeno que geralmente causa doencas graves ao
homem ou aos animais e pode representar sério risco a quem o
manipula.

Os laboratorios, de um modo geral, podem ser classificados no nivel 2 de
biosseguranca, mas trabalhamos com materiais biolégicos que podem conter
microrganismos classificados nos niveis 3, e por esta razao necessitamos de
procedimentos adequados para o trabalho no laboratorio.

As exposicoes laboratoriais podem causar contaminagbes, mas a

existéncia de medidas eficazes de tratamento e prevengéao limita os riscos.

7. DEFINICOES
o Aerosséis: Gotas de liquido dispersas no ar.

* Amostras biologicas para diagndstico. sdo materiais de origem

humana ou animal para analise (como excrementos, secrecoes,
sangue e derivados, tecidos e liquidos organicos) com fins
diagnostico.

e Anti-séptico: Agente quimico ou fisico utilizado para desinfecg¢éo de
tecido vivo, capaz de destruir ou inibir o crescimento de micro-

organismos na area aplicada.
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¢ Descontaminagéo. Destruicao ou remogao (total ou Concorrente) de
micro-organismos dos artigos e superficies.

* Desinfeccdo: Destruicdo ou inibigdo do crescimento de micro-
organismos patogenos nao esporulados ou em estado vegetativo,
de superficies.

e EPIs: Equipamento de protegao individual.

e Esterilizagdo: Processo de destruicdo de todos os micro-
organismos, incluindo os esporos.

e [impeza: Processo de remogao de sujidade.

e Sanitizagdo: Processo destinado a redugéo da maioria das bactérias
patogénicas presentes.

o Substancias infectantes: sao apresentagées que contém

microrganismos viaveis (tais como bactérias, virus, riquetsias,
parasitas, fungos ou microrganismos recombinantes, hibrido ou
mutante) sabidamente capazes de provocar doenga ao homem ou

animais.

7. TREINAMENTOS/INFORMACOES

Funcionarios e pessoas que tém acesso a area laboratorial estdo sujeitos
a exposigao ocasional e acidental a microrganismos que pertencem a grupos de
risco mais elevados, portanto, se faz necessaria a adogéo de planos e normas
de seguranga, na prevencgao de acidentes e minimizagao de exposigoes.

3.1 Vigilancia médica e de saude

Sao objetivos da vigilancia médica e de saude do pessoal que trabalha em

areas de risco por exposigao a agentes biologicos:

¢ Prevenir o aparecimento de doengas profissionais em individuos
saudaveis, através de exames regulares;

* Programar, orientar e verificar a realizagdo de imunizagdes ativas ou
passivas para prevengao e minimizagéo de risco de infecgao, quando
houver;

* Providenciar o diagnostico precoce dos casos de infecgao ocupacional;

e Avaliar a eficacia de equipamenios e de medidas de protegcédo e

prevencao.
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3.2 Normas de vigilancia sanitaria de profissionais que tém contato

com Microrganismos da classe de risco 2

¢ E obrigatéria a realizagdo de exames de salde clinico e laboratorial

¢ E recomendada a coleta de amostra sorologica para analise
comparativa imediatamente apds a exposigao.

¢ E necessario manter registro de casos de doencas e faltas.

¢ O profissional e/ou seu médico tém a responsabilidade de informar
sobre todas as faltas decorrentes por doencgas.

¢ Mulheres em idade fértil precisam ser informadas sobre os riscos de
exposigdo profissional a microrganismos patégenos. Informar o
responsavel pelo laboratério, imediatamente quando estiver gestante
e/ou amamentando, para tomada de medidas preventivas contra
possiveis infecgdes por exposicdo desnecessaria (que coloquem em
risco a saude da mae e da crianga). Medidas preventivas a serem
tomadas para a protegao do feto variam de acordo com os patdégenos

aos quais a gestante esta exposta.

4. EPIS DE USO OBRIGATORIO

Nas areas restritas ao NB2 & obrigatorio o uso de:

¢ Mascaras (N95 ou PFF2)

¢ Oculos e Faceshield: na realizagio de procedimentos em que haja
possibilidade de respingos de sangue ou outros fluidos corpéreos, nas
mucosas da boca, nariz e olhos.

e 2 pares de Luvas (uma sobre a outra), trocar no momento em que cair
sangue ou componentes.

e Scrubs;

e Jalecos de manga longa com gramatura 60 ou similares;

¢ Calcados fechados de boa aderéncia ao solo.

7. CUIDADOS GERAIS DURANTE EXECUGAO EM LABORATORIOS
e Tera maxima atengdo durante a realizagao dos procedimentos.
¢ E proibida a pipetagem com a boca.
+ Nestas areas ¢ proibido comer, beber, fumar, guardar alimentos ou

aplicar produtos cosméticos.
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« E proibido levar quaisquer materiais a boca e lingua.

¢ Manter as areas de trabalho limpa, organizada e livre de materiais
que ndo sao usados durante a atividade em execugao.

* As superficies de trabalho precisam ser desinfetadas apos qualquer
derramamento de material potencialmente perigoso, bem como ao
final do expediente.

« E obrigatério lavar as m3os antes e apés cada manuseio de material
quimico e biolégico, bem como antes de sairem do laboratorio e
areas de produgao.

e Todos os processos técnicos devem ser realizados de forma a
reduzir ao minimo o perigo de formagdo de aerossois ou de
goticulas. Quando houver técnicas de maiores riscos de formagao
destes, conduzir o procedimento em capela.

¢ Durante o trabalho no laboratério, a equipe usara aventais proprios,
de uso restrito nestas areas.

* As roupas contaminadas precisam ser desinfetadas com técnica
adequada.

* A indumentaria para protegdo dentro do laboratério ndo pode ser
guardada no mesmo armario com objetos e vestuario pessoais.

¢ Os oculos de seguranga e os protetores de face (visores ou
faceshield), assim como outros dispositivos de protecao, devem ser
usados sempre que forem indicados para a proteg¢éo de olhos e face
contra os salpicos ou contra o impacto de objetos.

e Nas areas de servico onde ha risco de exposicdo a agentes
infectantes e quimicos, somente sera permitida a entrada de
pessoas devidamente alertadas sobre os eventuais perigos e que
preencham determinadas condi¢des (vacinagdes, por ex.).

* Durante o trabalho, as portas destas areas permanecerao fechadas.
O acesso de criangas e animais & proibido.

¢ Manter programa de controle de artropodes e roedores.

* Luvas adequadas ao trabalho serdo usadas em todas as atividades
que possam resultar em contato direto com material biologico e

quimico. Depois de usadas, as luvas serao removidas em condi¢des
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assepticas e descartadas em lixo para plasticos classe 1. Em
seguida, lavar as maos.

* Todo lixo classe 1 segue para autoclavagdo para posterior descarte.

e Todo e qualquer derramamento de material, acidente, exposicoes
efetivas ou possiveis a materiais infecciosos precisam ser levados
imediatamente ao conhecimento do responsavel pelo laboratério.

e As areas de trabalho e armazenamento precisam ser adequadas
para acesso a materiais de modo a evitar o congestionamento de
mobiliario, equipamentos e objetos.

¢ E proibida a colocagio de vasos de plantas ornamentais nestes
ambientes.

* Todo e qualquer agente desinfetante e anti-séptico utilizado precisa

ser registrado na ANVISA e conferido quanto a data de validade.

5.1 Nivel de Biosseguranga 2 — NB2:

Areas de manuseio de materiais bioldgicos sdo classificadas em Nivel de
Biosseguranga 2, onde ha necessidade de algumas providéncias preventivas a
saber:

e Portas de acesso areas onde ocorra manuseio de material
potencialmente infectante precisam ter Sinalizagbes com Risco
Bioldgico — Area Restrita.

* O acesso ao laboratorio deve ser limitado ou restrito de acordo com a
definigdo do responsavel, quando estiver sendo realizado experimento
ou procedimentos que acarretem em risco de exposigao.

* As superficies de trabalho devem ser descontaminadas ao menos uma
vez ao dia ou sempre que ocorrer derramamento de material
potencialmente infectante.

e Todo residuo liguido ou sdlido contaminado deve ser descontaminado
ou inativado antes de ser descartado, assim como todo material ou
equipamento que esteve em contato com agente contaminante.

¢ Deve-se utilizar dispositivo mecéanico para pipetagem, pois é improprio

e arriscado pipetar com a boca.
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e Pessoal do laboratorio e areas produtivas, que impliqguem em risco de
contaminagao, precisa ter treinamento técnico especifico no manejo de
agentes patogénicos e ser supervisionados por profissionais de
competéncia técnica.

¢ Procedimentos nos quais exista possibilidade de formagao de aerossois
infecciosos devem ser conduzidos em cabines de segurancga biologica
ou outro equipamento de contencgao fisica.

¢ O responsavel tem o dever de limitar o acesso ao laboratério. Cabe a
ele a responsabilidade de avaliar cada situagdo de risco e autorizar
quem podera ter acesso as areas de acesso restrito.

¢ Todo o lixo do laboratdrio deve ser adequadamente descontaminado ou
inativado.

e Uma autoclave precisa estar disponivel para descontaminagdo no
interior ou proximo as areas de risco de modo a permitir a
descontaminagdo de material biologico previamente de descarte de

material classe 1.

6. RECEBIMENTO/TRANSPORTE

6.1 Transporte Seguro de Amostras e Materiais Infecciosos
E proibida a remessa de substancias de potencial infectante nao

identificaveis ou ndo marcadas como tais. Tal procedimento pode acarretar
perigo para os o servigo de transporte, e a quem recebe a remessa.

O responsavel pela remessa precisa ser treinado, de forma a garantir o
manuseio dentro das normas de biosseguranca, bem como acondicionar e

identificar o material evitando eventuais acidentes.

6.2 Documentacao e embalagem
* A documentagado que acompanha as remessas de amostras biologicas

potencialmente infectante devem conter: informagbes de origem,
destino, cuidados de manuseio, alerta de risco e procedimento de
emergéncia em caso de acidente.

* A embalagem de transporte precisa ser impermeavel, conter material
absorvente envolvendo o recipiente em contato direto com a amostra,

envolto em saco plastico.
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6.3 Recebimento de material potencialmente infectante
O responsavel pelo recebimento de tais materiais precisa ser treinado

quanto & procedimentos de biossegurancga.

O recipiente de transporte somente deve ser aberto para conferéncia e

manuseio de seu conteudo em ambiente

paramentado.

laboratorial,

por profissional

Verificar ocorréncia de possivel vazamento e/ou quebra, para realizagao de

procedimento de descontaminacdo e desprezo.

7 HIGIENIZAGCAO DE SUPERFICIES E EQUIPAMENTOS:

O que? Quando Com o que ? Como
Semanalmente Remover a contaminacéo,
Pano ou papel Limpeza; Passar sobre a
. L descartavel; Lysorfom; | superficie e deixar solugcéo
Aparelhos Apos exposicao a i .
Alcool a 70%. em contato por 15 minutos,
material biolégico )
depois secar com papel
absorvente seco
Autoclave Semanalmente Agua e Sabdo Limpeza mecanica
Retirar a agua; Limpeza,;
y . Passar sobre a superficie e
Banho- Agua e sabao; Alcool a ) _
Semanalmente deixar solucdo em contato
maria 70%.
por 15 minutos, depois secar
com papel absorvente seco
Centrifugas Apos utilizacao Passar sobre a superficie e
Apos contaminacgao i deixar solucdo em contato
Alcool a 70% ) )
com material por 15 minutos, depois secar
biolégico com papel absorvente seco
Estufa Mensalmente Limpeza;
Apo6s contaminagéo Agua e Lysorform; Passar sobre a superficie e
Com material Alcool a 70%.
biolégico
Cabine de Diariamente (Antes Passar sobre a superficie e
Fluxo e apos o Alcool a 70%. deixar solugdo em contato
Laminar Uso) por 15 minutos, depois secar
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com papel absorvente seco

e posterioremnete ligar a UV

Transferir o contetdo para

Freezer Mensalmente Agua e Alcool a 70%. |outro  freezer; Degelar;
Limpeza.
Transferir o contetido para
Geladeira Mensalmente Agua e Alcool a 70%. |outro  freezer; Degelar;
Limpeza.
. Remover a contaminagéo;
Diariamente ou
i L Pano ou papel Passar sobre a superficie e
Apods contaminagao X ) .
Bancadas descartavel; deixar solugdo em contato
com material .
Alcool a 70%. por 15 minutos, depois secar
biologico
com papel absorvente seco
Remover a contaminagao;
Diariamente ou . .
Pano ou papel; Agua e | Limpeza; Passar pano
. Apds contaminacao _ . ) _
Pisos ) sabdao; Solugao de embebido na solugdo e
com material
hipoclorito 1% aguardar 30 minutos para
biologico
secagem com pano seco
Pias Diariamente Agua e Lysoform Limpeza.
. Limpeza; Deixar de molho
Agua e sabéo; . )
o . ) ) em solugao por 30 minutos,
Lixeiras Semanalmente Solugéo de hipoclorito

5%

enxaguar,secar com

material absorvente.

7.1 Procedimentos usuais de desinfeccao:

7.1.1 Alcool a 70%(etanol ou isopropilico)

O alcool a 70% (v/v) € um dos desinfetantes mais empregados no

laboratorio.

*Utilizagao: para desinfecgdo da pele, bancada e equipamentos.

*Procedimento: Apos a limpeza com agua e Lysorform deve-se passar um

pano superabsorvente embebido com a solugéo de alcool a 70%.
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*Tempo de inativacio: deixar a superficie a ser descontaminada em contato
com a solugéo por no minimo 15 minutos.

*Preparo do Alcool a 70% (v/v):

Etanol @ 95° (P/V)..eeeeeee e 73,7ml

Agua destilada q.5.P...civceeeeeeieee e 100 ml

7.1.2 Hipoclorito de sodio 1%:

*Utilizagao: descontaminagao de pisos, vidrarias, inativagdo quimica de
material biolégico.

*Procedimento: Apos a limpeza com agua e Lysoform deve-se passar um
pano superabsorvente embebido absorvente com a solugao de hipoclorito 5% no
piso, ou submergir vidrarias, faceshield em solugéo, garantindo que a solugéo
esteja em contato com toda parede do objeto a ser descontaminado.

Atengao, para descontaminagdao de residuos liquidos e semi-solidos,
colocar hipoclorito concentrado na proporgao de 1 para 19 partes do residuo em
descontaminagao.

*Tempo de inativacdo: deixar em contato a superficie a ser
descontaminada por no minimo 30 minutos.

7.2 Procedimento usual de esterilizagao
7.2.1 Autoclavagao

Procedimento de inativagdo com calor umido a alta presséo.

*Utilizagao: descontaminagdo de utensilios laboratoriais, bem como
descontaminagao de material para descarte.

*Procedimento: 121°C, 1 atm (vide instrugao operacional do equipamento).

*Tempo de inativagao: minimo de 15 minutos.

8 DESCARTE

Materiais que estiveram em contato com amostras potencialmente
infectantes devem ser descontaminados antes de sairem da area de trabalho
onde foram manipulados.

Todo material pérfuro-cortante, mesmo que estéril, deve ser desprezado

em recipientes resistentes a perfuragdo com tampa.
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Todos materiais e amostras contaminados precisam ser desinfetados,
antes de serem descartados ou limpos para uso posterior. Devem ser colocados
em sacos plasticos a prova de vazamento e identificados, antes de serem auto
clavados. Esses sacos devem ser mantidos em vasilhames de paredes rigidas,

lavaveis e identificados, colocados em area restrita.

9 CONDUTAS EM DERRAMAMENTOS E ACIDENTES
LABORATORIAIS COM MATERIAL POTENCIALMENTE INFECTANTE

¢ Em caso de derramamento de material bioldgico, o local precisa ser
imediatamente identificado com alerta de RISCO e isolado;

e Cobrir a area de derramamento completamente com material
absorvente e aplicar solugdo de hipoclorito concentrado. Apos 30(trinta)
minutos, deve ser iniciado o procedimento de limpeza. Utilize material
absorvente descartavel (toalhas de papel, compressas de gaze, panos
de limpeza) para absorver o derramamento. Se o volume derramado for
grande, pode ser usado material absorvente granulado para absorver o
liquido;

* Use luvas (resistentes), avental e protegao facial, proteger os calgados
com material impermeavel e descartavel;

¢ Se o derramamento contiver vidro quebrado ou outros objetos, esses
devem ser descartados sem contato manual direto. Podem ser usadas
folhas rigidas de cartdo ou pas de lixo plasticas, dotadas de dispositivo
para impulsionar os detritos em um recipiente para os recolher; ou usar
pingas. Estas deverdo ser descartadas juntamente com os objetos num
recipiente apropriado para material com risco biologico e a prova de
perfuragdes;

e Se houver a possibilidade de formagao de gotas, ex: quebra dentro da
centrifuga, o equipamento deve permanecer fechado durante pelo
menos meio hora a fim de permitir que as gotas assentem, antes de se
iniciar a descontaminagao;

e Absorver a maior parte do liquido antes da limpeza;

¢ Enxague o local do derramamento com agua a fim de remover produtos
quimicos nocivos ou odores.

e Seque o local do derramamento para prevenir escorregoes.
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e Todo material descartavel utilizado na descontaminagdo precisa ser
esterilizado antes de ser descartado.

10 ACIDENTES OCUPACIONAIS

10.1 Vias de Infecgoes:

Via aérea: Inalagido de aerossodis com solugdes ou particulas infectantes
que podem se formar durante a remocio de tampas de tubos de ensaio ou
frascos, em pipetagem rapida, por centrifugagao de tubos destampados e/ou por
aquecimento rapido.

QOral: Geralmente ocorre por pipetagem com a boca ou o ato de levar a mao
ou objetos contaminados a boca.

Inoculagéo direta: Picadas acidentais de agulhas, lancetas, cacos de vidro,
arranhdes ou cortes podem ser facilmente contaminados por contato com
amostras biologicas infectantes.

Mucosas: Contato direto ou indireto de agente infectante com as mucosas
da boca e olhos.

10.2 Procedimento pés exposi¢do a materiais biologicos

¢ Comunicar imediatamente um representante de Biosseguranga ou
responsavel pelo Laboratario.

e Aplicar solugdo antisséptica sobre a regido exposta ao agente
potencialmente infectante percutdnea ou cutanea (PVPI, alcool iodado
ou alcool 70%) e na mucosa oral (clorexidina a 4%), deixando em
contato por um tempo minimo de 15 minutos;

¢ Nas exposicdes de mucosas e olhos, deve-se lavar exaustivamente
com agua ou solugao fisiologica;

* Atencao: a utilizagao de solugdes irritantes como éter, hipoclorito de
sddio ou glutaraldeido s&o contraindicados.

10.3 Avaliacdo do Risco de Exposi¢cdo em caso de acidentes:

Cabe ao responsavel e/fou a Comissao de Biosseguranga avaliar e
classificar a cada caso de acidente ocorrido em particular o grau de risco e
medidas a serem tomadas, com base em informagdes técnicas cientificas e
relato dos envolvidos.

Para a tomada de decisdes, € preciso reunir a maior quantidade de

informacgdes possiveis, como:
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Definigao do tipo de material biolégico envolvido;
Gravidade e tipo da exposigao;
Identificagdo ou nao do paciente-fonte e de sua condigao sorologica

anti-HIV, hepatites, dentre outros;

Os acidentes mais graves, geralmente, sao os que envolvem:

Maior volume de sangue: LesGes profundas provocadas por material

perfuro cortante, com presenga de sangue visivel no instrumento,
acidentes com agulhas previamente utilizadas na veia ou artéria do
paciente e acidentes com agulhas de grosso calibre;

Maior inoculo viral: representado por pacientes-fonte com infecgao pelo
HIV/aids em estagios avangados da doenga ou com infecgdao aguda

pelo HIV. Sao situagdes que apresentam viremias elevadas.
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11. MAPA DO LABORATORIO NB2

D
" 2ol
Aol ——

I::> Entrada ‘i Saida/ Contaminado | . Is-ld:{ljnpo I
1.Antessala de paramentacdo 6.5ala de Dra. Marcia Regina 11.Freezer -802C
2.Pré analitico 7.5ala de esterilizagdo e desparamentagdo 12.Fluxo laminar
3.5ala de Processamento de Sangue g Armarias 13.Geladeiras
4.5ala de processamento de Saliva 9.Bancada 14.Estufas
5.Biotério 10.Pia/cubas 15.Centrifugas
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Nome da Pesquisa: “Avaliagdo prospectiva de expressdo génica e resposta humoral em COVID-19
grave: busea de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes infectados por SARS-
Col2”

Pesquisadora responsavel: Dra. Cristina Ribeiro de Barros Cardoso, professora e pesquisadora da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, onde a pesquisa sera feita.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa chamada “Avaliacdo prospectiva de
expressio génica e resposta humoral em COVID-19 grave: busca de potenciais biomarcadores para
evolucdo da doenca em pacientes infectados por SARS-CoV2”, que sera realizada por um grupo de
pesquisadores coordenado pela Professora Dra. Cristina Ribeiro de Barros Cardoso. O objetivo dessa
pesquisa ¢ avaliar como esta o sistema de defesa do organismo durante a COVID-19, causada pelo novo
coronavirus (SARS-CoV-2). Essa pesquisa podera ajudar a entender a doenga e a criar novos tratamentos
no futuro. Os avangos na area da saide ocorrem através de pesquisas como essa e, por 1sso, sua
participacdo é importante.

Nessa pesquisa vamos precisar de sangue, saliva, de secrecio nasal/garganta e/ou pulmonar
(material biologico) das pessoas. Essas pessoas serdo divididas eml grupos:

- GRUPO 1: sangue e saliva; grupo de pessoas CONTROLE NEGATIVO, que sido aquelas que ndo tém
o coronavirus. Precisaremos também de secre¢ao coletada por cotonete da garganta e do nariz, se vocé
nao tem exame recente de COVID-19.

- GRUPO 2: sangue ¢ saliva; grupo de pessoas POSITIVO ASSINTOMATICO ou LEVE, que sio
aquelas que tém resultado positivo para COVID-19 e apresentam sintomas leves ou nenhum sintoma;

- GRUPO 3: sangue e saliva; grupo POSITIVO MODERADO, que sio aquelas pessoas que tém
resultado positivo para COVID-19 e precisam de internacao sem respirador;

- GRUPO 4: sangue e fluido aspirado do pulméo; grupo POSITIVO GRAVE, que sdo aquelas pessoas
que tém resultado positivo para COVID-19 e precisam de internagdo UTI com uso de respirador.

Vocé podera entrar em um desses grupos dependendo do resultado para o coronavirus e dos seus
sintomas. Vocé ou um representante poderdo assinar este documento para concordar com a sua
participacdo na pesquisa. Para participar da pesquisa vocé precisa ter mais que 12 anos de idade (para
entrar nos grupos 3 ou 4) ou mais que 18 anos para os grupos 1, 2 el.

Como sera a sua participacio na pesquisa? Vocé ou o seu responsavel devera:
1°) Responder um questionario, presencialmente ou por telefone. Ficar a vontade para responder honestamente as
perguntas, porque as respostas serdo mantidas em segredo. As perguntas serdo sobre dados pessoais (nome,
idade), habitos de vida (fumo, bebida alcoolica, exercicios fisicos), doengas existentes e uso de medicamentos.
Neste dia nds combinaremos o dia e o lugar para colher o material biologico, ou autorizar usar os dados do
prontuario médico (quando estiverem internados e impossibilitados de responder perguntas).
202 Pagina1de3
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2°) Autorizar/doar uma amostra de sangue (16 ml para os participantes do GRUPO 3 ou GRUPO 4 e 28 ml
para os GRUPOS 1, 2- Essa quantidade € igual a duas colheres e meia de sopa ou pouco menos e, se
vocé for dos GRUPOS 1, 2, 3 . um pouco de saliva, que sera coletada da sua boca com algodio. Se
vocé for do GRUPO 4, também doara 20 ml de aspirado de fluido pulmonar, que é uma secre¢do que os
médicos/enfermeiros retiram do pulmio de quem esta intubado, para melhorar a respiragio (essa secre¢io
é retirada de rotina, independentemente da pesquisa e normalmente é descartada no lixo. Neste caso, sera
doada a pesquisa).

3°) Autorizar coleta, uma tnica vez, de secregdo do nariz e da garganta com um cotonete, para exame de mnfecgio
pelo coronavirus, se vocé for GRUPO 1 e nio tiver feito este exame recentemente.

As coletas desses materiais bioldgicos serdo realizadas por um profissional capacitado, usando
material esterilizado e descartavel.

Quantas vezes vocé devera doar estes materiais? Depender: do grupo que vocé estiver:

- Se vocé estiver nos GRUPOS 1, 2. vocé doard uma tinica vez.

- Se vocé estiver nos GRUPOS 3 e 4, vocé doara nos seguintes momentos: no dia que estiver internado
e receber o diagndstico POSITIVO para o novo coronavirus, dois dias depois e uma vez por semana até vocé
sair do hospital.

Quais os riscos ao participar da pesquisa?

Vocé poderi ter algum desconforto, como dor pela picada da agulha, e podera aparecer uma pequena
mancha roxa no local da picada, que devera desaparecer em poucos dias.

O que ser4 feito com os materiais biolégicos colhidos?

As amostras de sangue, de saliva e de aspirado pulmonar serdo usadas para estudar as células e as
substancias produzidas pelo sistema de defesa do organismo. Alguns exames de laboratério clinico serdo
realizados no sangue. Caso algum desses exames apresente resultados que possam indicar algum
problema de saude diferente daquele causado pelo coronavirus, uma enfermeira ligada a equipe da
pesquisa, a Profa. Dra. Ana Paula Moraes Fernandes ou Dra. Angelina Lettiere Viana entrard em
contato com vocé para entregar o resultado do exame, para orienta-lo e indicar o acompanhamento em
uma UBDS do municipio de Ribeirdo Preto/SP. Dessa mesma amostra de sangue,

e também separar a parte liquida do sangue que se chama soro ou plasma, que
contém essas substancias de defesa.

Que outras informacgdes serio necessarias para a pesquisa?

Caso vocé seja atendido em algum servigo de satude (SUS, hospital, convénios), nos precisamos da
sua autorizagdo para consultar as informagdes (exames e outras doengas) que os médicos anotam na sua
ficha de atendimento. Essas immformagdes serdo importantes para a pesquisa e serdo mantidas em segredo.

Se houver sobra do seu material biolégico, sera muito importante guarda-lo para futuras
pesquisas sobre o novo coronavirus, uma vez que muitas coisas ainda precisdo ser estudadas sobre a
doenga causada por ele. Assim, solicitamos também sua autorizagio para guardar essa sobra de
material do seu sangue, que serdo células chamadas leucécitos, plasma ou soro (parte liquida do sangue),

Pagina 2 de 3
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Esse material sera armazenado sob a responsabilidade da Professora Cristina
Ribeiro de Barros Cardoso. Todo o material sera identificado com codigo e ficard guardado por no
maximo 10 anos e, posteriormente, serdo jogados fora. Para cada nova pesquisa a ser feita com esse
material e aprovada pelo Comité de Etica, vocé serd consultado para dizer se concorda ou nio com o
uso do seu material na nova pesquisa.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados em congressos e trabalhos cientificos, 0 seu nome
nunca sera divulgado, sendo guardado em segredo. A sua participa¢do é voluntaria e vocé ndo tera
despesas nem ganhara dinheiro para participar dessa pesquisa. Para as coletas dos materiais biologicos os
pesquisadores irdo até vocé na sua casa ou no hospital. Vocé podera tirar davidas, conhecer os resultados da
pesquisa e tera toda a liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento em qualquer
fase da pesquisa sem qualquer problema e sem prejudicar seu atendimento no servico de saude. Basta
avisar a pesquisadora Dra. Cristina on o Comité de Ftica em Pesquisa em um dos enderecos e contatos
que aparecem no final desse documento. O Comité de Etica em Pesquisa é responsavel por defender os
interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. Como participante da pesquisa vocé tem o direito
de procurar obter indenizagdo por eventuais danos decorrentes da sua participacio na pesquisa.

Se ao final da leitura deste documento vocé estiver sem qualquer duvida e concordar em
participar da pesquisa, vocé e a pesquisadora deverdo assinar esse documento em duas vias. Uma das
vias sera sua e a outra da pesquisadora.

Ribeirao Preto, de20 .

Profa. Dra. Cristina Ribeiro de Barros Cardoso

Pesquisadora responsavel

Eu, ,lie concordo em participar
dessa pesquisa e concordo com a guarda de material para pesquisas futuras.
Ou
Eu, , Ii e concordo em participar

dessa pesquisa, mas niio concordo com a guarda de material para pesquisas futuras.

Ribeirdo Preto. de 20 ;

Assinatura do participante da pesquisa ou responsavel

Enderecos e contatos:
Professora Dra. Cristina Ribeiro de Barros Cardoso

Enderego: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP; Av. do Café, sem nimero, bairro Monte
Alegre, Campus USP Ribeirdo Preto - Bloco S - 2° andar — sala 066-A; CEP 14040-903 - Ribeirdo Preto — SP. Telefones:
(16) 3315-0257 / (16) 98150-3000; Email: cristina

Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP. Endereco:
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP

Avenida do Café, sem nliimero, bairro Monte Alegre, Campus USP Ribeirao Preto - Bloco H - Sala 116; CEP 14040-903
- Ribeirdo Preto — SP - Telefone: (16) 3315-4213; Fax: (16) 3315-4892; Email: cep@fcfirp.usp.br

Pagina 3 de 3
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ANEXO III
Questiondrio online aplicado para recrutamento de participantes

28/05/2020 Questionario de autoavaliacéo sobre sinais e sintomas em pessoas infectadas com o novo coronavirus (COVID-19) Survey

wRocow | &

Biomarcadores &
Imunologia A rapgsp

Questionario de autoavaliagdo sobre
sinais e sintomas em pessoas
infectadas com o novo coronavirus
(COVID-19)

EXPLICA(;(SES INICIAIS

Para prosseguir vocé devera ler e aceitar os
termos

1. Vocé esta sendo convidado(a) a participar de
uma pesquisa populacional sobre a imunidade de
pessoas infectadas pelo novo coronavirus, que
estd sendo realizada por Laboratérios de Pesquisa
da USP de Ribeirdo Preto, que compbem o
Consorcio de Laboratérios de Pesquisa e Estudos
sobre Biomarcadores e Imunologia da COVID-19
(IMUNOCOVID), na Proposta da FAPESP para o
estudo e enfrentamento da pandemia da
COVID-19. O objetivo dessa pesquisa € avaliar
pardmetros inflamatérios na COVID-19, causada
pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2). Essa
pesquisa podera ajudar a entender a doenga e a
criar novas formas de detecgao e tratamentos no
futuro. Os avangos na area da saude ocorrem

0 de 24 respondidas

1 ZLES:HpLsuweymonkey.comanUNOCOVID 13
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28/05/2020 Questionario de autoavaliagio sobre sinais e sintomas em pessoas infectadas com o novo coronavirus (COVID-19) Survey

Se vocé tem diagnéstico positivo para COVID-19,
COMPROVADO por exames laboratoriais e
sintomas leves ou mesmo nenhum sintoma, Lhe
convidamos a participar de nossa pesquisa.

A sua participagdo na pesquisa é dividida em 2
(duas) partes. No primeiro momento, vocé devera
responder a este questionario, o qual iniciamos
agora e suas respostas SERAO MANTIDAS EM
ABSOLUTO SIGILO. As perguntas serdo sobre
habitos de vida, doencas existentes e uso de
medicamentos. Caso esteja de acordo com nossos
critérios, vocé estara apto a participar da pesquisa
e prosseguir para segunda parte, se for de seu
interesse.

Aceito participar

Nao aceito participar

1 Zlﬁs:ﬂpt.surveymonkey. com/r/IMUNOCOVID 213
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Questiondrio de autoavaliagdo sobre sinais e sintomas em pessoas
infectadas com o novo coronavirus (COVID-19)

TRIAGEM E HABITOS

Neste momento queremos saber um pouco mais sobre seus relatos sobre a COVID-19

* 2. Vocé foi diagnosticado com COVID-197

O Sim

177
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* 3. Quando vocé recebeu o diagndstico positivo para COVID-19?

178



ANEXOS & PUBLICACOES | 291

* 4. Reside em Ribeirdo Preto ou regido?

Sim

179
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* 5. Tomou vacina da gripe este ano?

180
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* 6. Quais destes sintomas vocé sentiu ou estd sentindo?

[ ] Febre [ ] N&o sente fome

(] Tosse seca (] Perda de peso

[ ] Dor de cabega [ ] Diarreia

[ ] Dor muscular (como de exercicios fisicos) [ ] Nuseas e vémitos

(] Dor nasjuntas [ ] Manchas na pele

[ ] Faltadear ["] Coriza (nariz escorrendo)

(] Dor de garganta (] Vertigem/ desmaio/ convulsio
[ ] Perda de olfato (ndo consegue sentir cheiro) [ ] Nenhum sintoma

[_] Perda de paladar (ndo consegue sentir gosto)

181
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7. Quando vocé comegou a sentir 0s sintomas citados na pergunta anterior? Caso nao sentiu nenhum
sintoma, ndo responda esta pergunta.

Data/hora

Data

182
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* 8. Qual exame foi feito para o diagnéstico?

[ PCR (Utilizando cotonetes no nariz e na boca)
() Teste Répido (Com sangue/ furou dedo)
() Nao sei

() Outro (especifique)

183
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* 9. Costumava fazer ou esta fazendo atividades fisicas?

() Todos os dias ) 2 vezes por semana
(_) 5vezes por semana ) 1vezes por semana
() 3vezes por semana ) N3o fago

Especifique quais

184
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Questiondrio de autoavaliagdo sobre sinais e sintomas em pessoas
infectadas com o novo coronavirus (COVID-19)

COMORBIDADES

Precisamos saber se vocé ja teve ou tem algum tipo de doenga ou disfungéo para que possamos
correlacionar com os sintomas declarados. Lembre-se, nada seré revelado, tudo é extremamente
sigiloso.



186

*10. Quais da doenga abaixo vocé possui?

] Hipertensio
[] Diabetes
[ Problemas na coragio

[ Problemas no pulméo/ respiratdrios (asma,
bronquite, rinite, sinusite, etc)

D Problemas nos rins (pedra no rim, infeccdes, etc)

[ Problemas no figado (gordura, cirrose, hepatite,
problemas na vesfcula, etc)

[] Colesterol/ Triglicérides altos

Outro (especifique)

ANEXOS & PUBLICACOES

[ Anemia

[] Problemas de coagulagio

[] Obesidade/ Sobrepeso

U Doencas autoimunes (ldpus, artrite, psorfase, etc)
[] rReumatismo

[T Problemas intestinais

["] Menhuma doenga

| 298
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*11. Além da COVID-19, teve outras infecgdes nos Ultimos 30 dias?

Nao

Nao sabe

187
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*12. Esta tomando remédios para a COVID-19?

188
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*13. Qual seu primeiro nome?

189
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*14. Sexo bioldgico

S
[a}]
w
Q)

Feminino

190
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*15. Data de nascimento

191
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*16. E usudrio do SUS ou de convénio satide particular?

sSuUs
Convénio Salde

Ambos

192



ANEXOS & PUBLICACOES | 305

*17. Qual seu nivel de escolaridade?

Fundamental incompleto (_) Medio completo
Fundamental completo () Superior incompleto
) Médio incompleto () Superior Completo

193
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*18. Ocupacdo/ Profissao

194
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*19. Mora em qual cidade?

195
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* 20. Mora em qual bairro?

196
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* 21. Quantas pessoas moram em sua casa contando com vocé?

197
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* 22 Deseja participar da segunda parte da pesquisa? Nela iremos aprofundar nossos estudos em relagao
aos pardmetros clinicos relacionados ao COVID-19.

N3o

Se estd de acordo em participar da segunda fase, INSIRA AQUI SEU TELEFONE PARA CONTATOS FUTURQS

198
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24. Possui e-mail?

Sim. Qual é seu e-mail

199
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IMUNOCOVID |

Questiondrio de autoavaliagdo sobre sinais e sintomas em pessoas
infectadas com o novo coronavirus (COVID-19)

Obrigado por responder ao questiondrio.

CONCLUIDO

200
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IMUNOCOVID |

Questiondrio de autoavaliagdo sobre sinais e sintomas em pessoas
infectadas com o novo coronavirus (COVID-19)

Obrigado por responder ao questiondrio.

CONCLUIDO

201
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ANEXO IV
Ficha de entrevista para voluntarios controles e pacientes ndo nosocomiais.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADEDE CIENCIAS FARMACEUTICASDE
RIBEIRAO PRETO — FCFRP USP
QUESTIONARIO CLINICO —AVALIA(;AO PROSPECTIVADE
EXPRESSAO GENICAE RESPOSTAHUMORALEMCOVID-19
GRAVE: BUSCA DE POTENCIAIS BIOMARCADORES PARA
EVOLUQAO DA DOENCA EM PACIENTES INFECTADOS POR SARS-CoV2
INFORMACOES DE
IDENTIFICACAO
NOME DE REGISTRO:
NOME SOCIAL:
RG CPF E-MAIL
TELEFONE DATA DE NASCIMENTO: IDADE: cODIGO:
Y S A
SEXO BIOLOGICO: USUARIO SUS? NUMERO HYGIA
(M| ()F ()SIM | () NAO
LOCAL DE COLETA: UNIDADE DE SAUDE
AREA DE SAUDE MICROAREA DE SAUDE PRONTUARIO MEDICO:
TIPO SANGUINEO: ESCOLARIDADE OCUPACAOD: PRONTUARIO DA FAMILIA
CONVENIO SAUDE? SINTOMAS DE GRIPE? DIAGNOSTICADO COM COVID-19?
()sim | () NAO ()sim | () NAO () DETECTAVEL | () NAO DETECTAVEL | ( ) NAO TESTADO
QUAL: TEMPO: METODOLOGIA:
SATURAGCAO 0, FREQ. CADIACA PRESSAO ARTERIAL TEMPERATURA (2C)
X, mmHg|
FEBRE NAS ULTIMAS 24h? POSSUI PROBLEMA DE COAGULACAO? | RISCO POSSUI DIABETES MELLITUS?
()sim | () NAO ()sIM | ()NAO | () NAO SEI BIOLOGICO: ()siM | ()NAO | () NAO SEI
()sim | ( TIPO:
)NAO
DISPNEIA TOSSE ()SIM | ( )NAO INTENSIDADE DA TOSSE: POSSUI HIPERTENSAO?
()sIM | () NAO () SECA | ( )PRODUTIVA (JMUITA | ()JMODERADA ( ()sIm | ()NAO | () NAO SEI
JPOUCA
RACA/COR: NACIONALIDADE: CORIZA ()5IM | ()NAO DIARREIA ()SIM | ( )NAO
()MUITA | ()MODERADA | { )POUCA ()MUITA | ()MODERADA | ()POUCA
PERDA DO OLFATO ()SIM | ( )NAO PERDA DO PALADAR { )SIM | ( )NAO TOMOU VACINA DA GRIPE ESTE ANO?
()MUITA | ()MODERADA | { )POUCA {)MUITA | ()MODERADA | { )POUCA ()sim | ()NAO
DESCOLORACAO NAS MAOS OU PES ERUPCAO CUTANEA CONJUNTIVITE
()SIM | ()NAO Descreva: ()sim | ()NAO ()sim | ()NAO
Descreva: Descreva:
ALTURA (EM m) OBESIDADE: () SIM | ( )NAO PESO CORPORAL: IMC:
GRAU:
PUERPERA DATA DA ULTIMA MENSTRUAGAO | DEFICIENCIA? ( ) OUTRA:
()sim | () NAD / / ( JAUDITIVA | ( VISUAL | ( )INTELECTUAL/COGNITIVA | ( )FiSICA
TEMPO:
ESTA CUMPRINDO QUARENTENA? () SIM | () NAO RESIDENTES:
() GOVERNAMENTAL | () IMPOSTA POR RECOMENDAGAO MEDICA
PARENTESCO:

144
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QUESTIONARIO CLiNICO -

Avaliagdo prospectiva de expressao génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV?2

»
3 G
KR

AUTO-REFERIDO DE CONDICOES

ETILISTA/HABITO ALCOOLICO:
()SIM | () NAO

CERVEJA/ FERMENTADOS:
() TODOS OS DIAS | {) 5X/SEMANA | () 3X/SEMANA | () 2X/SEMANA | ( ) 1X SEMANA

DESTILADOS: ( )Vinho | ( )Cachaga | ( )Wisky | { JOutros
() TODOS 05 DIAS | { ) 5X/SEMANA | () 3X/SEMANA | ()2X/SEMANA | { }1X SEMANA
FUMANTE:

()sIM | ( )NAO

( ) Cigarro Comum | ( ) Maconha | ( ) Outros:

VEZES POR SEMANA
()TODOS OS DIAS | ()SX/SEMANA | ()3X/SEMANA | { )2X/SEMANA | ( )1X SEMANA

VEZESPORDIA: ()1 ] ()21 ()31 ()a1()51 ()6 1()81 ()91 ()10]()+10

DROGAS ILICITAS:

()s5IM | ()NAO

( )Cocaina | ( )Crack | ( ) LSD | ( ) Estimulantes | ( )Alucindgenos | () Outros:_

VEZES POR SEMANA
()TODOS 0OS DIAS | ()5X/SEMANA | ()3X/SEMANA | ()2X/SEMANA | ( )1X SEMANA

VEZESPORDIA: ()1 | ()21 ()31 ()4 1()51 ()6 1()8] ()91 ()20]()+10
ATIVIDADE FISICA:
( )SIM | ( )NAO | TIPO DE EXERCICIO:

VEZES POR SEMANA
()TODOS OS DIAS | ()5X/SEMANA | ()3X/SEMANA | { )2X/SEMANA | ( )1X SEMANA

TRATAMENTO PSIQUIATRICO/PSICOLOGICO:
()sim | ()NAO

ESPECIFIQUE:

INTERNAGAO:
()sIM | ()NAO

ESPECIFIQUE:

MOBILIDADE:
(JNORMAL | ( JANDA COM APOIO | ( JCADEIRANTE | ( JACAMADO

Pagina2 de 11
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QUESTIONARIO CLINICO —

Avaliagdo prospectiva de expressao génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes

infectados por SARS-CoV2

COMORBIDADES (ESPECIFIQUE)

RISCO BIOLOGICO

TUBERCULOSE: () SIM | () NAO| () NAD SABE
1sTs: () SIM | () NAO] () NAO SABE

HANSENIASE: () SIM | () NAO| () NAO SABE

Ha quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido [ ( ) Ndo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: _DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

CARDIOVASCULAR
IDOENCA CARDIOVASCULAR CRONICA: () SIM | () NAO| () NAO SABE

IQUAIS:

INFARTO: () SIM | () NAO] () NAO SABE
IHd quanto tempo

Quais remédios utilizados:

INOME:

_DOSE:

IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO,

IAVE/DERRAME: () SIM | () NAO| () NAO SABE
IHd quanto tempo:

lQuais remédios utilizados:

INOME:

_PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:

_DOSE:

IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO,

IANEURISMA: () SIM | () NAO| () NAO SABE
Ha quanto tempo:

lQuais remédios utilizados:

INOME:

PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:

_DOSE:

IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO,

IPROBLEMAS CIRCULATORIOS: () SIM | () NAO| () NAO SABE
QUAIS:

lQuais remédios utilizados:

INOME:

PAROU? ( )SIM ( JNAO FAZQUANTO TEMPO:

_DOSE:

IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO

HIPERTENSAO ARTERIAL: () SIM | () NAO] () NAO SABE
IHd quanto tempo:
TRATAMENTO: ( ) Em andamento | () Concluido | () Néo feito

PAROU? ( )SIM ( JNAO FAZQUANTO TEMPO:

INOME: _DOSE:
IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:
INOME: DOSE:
IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO. _PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:
INOME: DOSE:
IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

146
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QUESTIONARIO CLiNICO -

Avaliagdo prospectiva de expressao génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV?2

RESPIRATORIO

DPOCs: () SIM | () NAO| () NAO SABE

IHG quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento | () Concluido | () Néo feito

Quais remédios utilizados:

INOME: DOSE:
IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO _PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:
HISTORICO DE PNEUMONIA: () SIM | () NAO] () NAO SABE

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: () Em andamento | () Concluido | () Ndo feito

lQuais remédios utilizados:

INOME: DOSE:
IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( ]NEO FAZQUANTO TEMPO:
FIBROSE CiSTICA COM INFECCOES RECORRENTES: () SIM | () NAO| () NAO SABE

IHd quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento | () Concluido | () Ndo feito

lQuais remédios utilizados:

INOME: DOSE:
IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:
IGRANULOMAS/CALCIFICACBOES: () SIM | () NAO| () NAO SABE

IHd quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento | () Concluido | () Néo feito

lQuais remédios utilizados:

INOME: DOSE:
IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO _PAROU? ( )SIM ( )JNAO FAZQUANTO TEMPO:
[ENFISEMA PULMONAR: () SIM | ( )Nﬂ0| ( )NKO SABE

Ha quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ () Concluido | () Néo feito

lQuais remédios utilizados:

INOME: DOSE:
IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO;
IBRONQUITE/ASMA/RINITE/SINUSITE: () SIM | () NAO| () NAO SABE

[ESPECIFIQUE:

IHd quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento | () Concluido | () Néo feito

lQuais remédios utilizados:

INOME: DOSE:
IPOSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
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CALCULOS/INSUFICIENCIA/HEMATURIA/OUTRAS: ( ) SIM | () NAO| () NAO SABE

ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ { ) Concluido | () Ndo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( ]NEO FAZQUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO;
IMUNOLOGICOS

HIPO/HIPERTIRECIDISMO: () SIM | () NAO| () NAO SABE

ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ { ) Concluido | () Néo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO;

AUTOIMUNIDADE/ALERGIAS: { ) SIM | () NAO| () NAO SABE

ESPECIFIQUE:

Ha quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ { ) Concluido | () Néo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO;

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( ]NEO FAZQUANTO TEMPO:

IMUNODEFICIENCIAS/CANCER: () SIM | () NAO| () NAO SABE

ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ { ) Concluido | () Néo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( ]NEO FAZQUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

TRANSPLANTADO DE ORGAO SOLIDO OU MEDULA OSSEA: () SIM | () NAO| () NAO SABE

ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ { ) Concluido | ( ) Néo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( ]NEO FAZQUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO;
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DOENCAS HEPATICAS: () SIM | () NAO| () NAO SABE
(Esteatose, cirroses, hepatites, problemas na vesicula...)
ESPECIFIQUE:

Had quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ { ) Concluido | ( ) Néo feito
Quais remédios utilizados:

NOME: _DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:

METABOLICO

DOENCAS METABOLICAS: () SIM | () NAO| () NAO SABE
(Dislipidemias, disfun¢des hormonais, diabetes...)
ESPECIFIQUE:
Ha quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ { ) Concluido | () Néo feito
Quais remédios utilizados:

NOME: _DOSE:
POSOLOGIA; TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:

INFECCOES NOS ULTIMOS 30 DIAS
INFECCOES: () SIM | () NAO| () NAO SABE
(Bacterianas, virais, parasitarias... )
ESPECIFIQUE
Hd quanto tempo:
TRATAMENTO: { ) Em andamento [ () Concluido [ ( ) Néo feito
Quais remeédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:

NEUROLOGICOS

INFECCOES: () SIM | () NAO| () NAO SABE
(Bacterianas, virais, parasitdrias... )
ESPECIFIQUE
Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ () Concluido [ () Néo feito
Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA; TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:

Pagina 6 de 11

149



ANEXOS & PUBLICACOES | 320

QUESTIONARIO CLINICO —

Avaliagdo prospectiva de expressao génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes

infectados por SARS-CoV2

NEURODEGENERATIVOS: () SIM | () NAO| () NAO SABE

(Alzheimer, Parkinson....)
ESPECIFIQUE

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido [ () Néo feito

Quais remédios utilizados:
NOME:

DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO: _
NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

CASO TENHA SIDO DIAGNOSTICADO COM COVID-19 - MEDICAMENTOS

QUAL METODOLOGIA PARA
DIGANGSTICO?

UTILIZADOS
TEMPO DESDE O RESULTADO? HOUVE INTERNAGAO?
()sIM | ()NAO
DIAS:

VOCE CONSIDEROU OS
SINTOMAS: ( ) LEVE | ()
MODERADO

() GRAVE | () ASSINTOMATICO

FOI RECEITADO CLOROQUINA?
()SIM | () NAD

FEZ USO DE CLOROQUINA?
( )SIM | ( ) NAO - SE SIM, POR QUANTO TEMPO:

FOI RECEITADO
HIDROXICLOROQUINA?

FEZ USO DE HIDROXICLOROQUINA?
( )SIM [ ( ) NAO — SE SIM, POR QUANTO TEMPO:

()SIM ] () NAO

FOI RECEITADO FEZ USO DE ANTICOAGULANTES?
ANTICOAGULANTES? { )SIM | ( ) NAO - SE SIM, POR QUANTO TEMPO:
()SIM | () NAO

MEDICAMENTOS RECEITADOS PARA O TRATAMENTO DE COVID-19

NOME: _DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAQ FAZQUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTO TEMPO:

MEDICAMENTOS UTILIZADOS (NAS ULTIMAS 48 3[0]:7:%]
QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRACAO)
(AINEs, glicocorticoides, antibidticos, antipiréticos, anti-inflamatdrios...)

NOME: _DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: _DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: _DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: _DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: _DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: _DOSE:
POSOLOGIA; MOTIVO:
NOME: _DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
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OUTROS MEDICAMENTOS DE USO CONTINUO

QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRACAQ)

(Anticoncepcionais, antidepressivos, suplementagdo vitaminica...)

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:

FIM DO QUESTIONARIO PESSOAL

sk

INICIO DO QUESTIONARIO OBSERVACIONAL

(Ndo perguntar nada & pessoa, somente observar e anotar)
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QUESTIONARIO CLiNICO -

Avaliagdo prospectiva de expressao génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV2

FORMULARIO OBSERVACIONAL DA CASA

CASA DE ALVENARIA? POSSUI ANEXOS? POSSUI FORRO? QUANTOS COMODOS?
()SIM | () NAO ()SIM | { )NAO ()SIM | () NAO
SANEAMENTO BASICO? AGUA ENCANADA? COLETA DE LIXO? BOAS CONDICOES DE
()SIM ] () NAO ()sImM | () NAO ()sim] ( )NAO LIMPEZA?
()sIM | () NBO
POSSUI ELETRICIDADE? CASA COMPARTILHADA? POSSUI JANELAS? POSSUI QUINTAL?
()SIM ] () NAO ()SIM | () NAO ()sm | () NAO ()siM | () NAO
POSSUI BANHEIRO INTERNO? POSSUI FOSSA? ESGOTO A CEU ABERTO? TELHADO COMPARTILHADO?
()SIM | () NAD ()SIM | () NAO ()sm | () NAO ()sim | () NAO
OUTRAS OBSERVACOES:

FORMULARIO OBSERVACIONAL DO

ENTREVISTADO

APARENTA BOA HIGIENE? APARENTA NUTRICAO? POSSUI AUTONOMIA? APARENTA
()SIM | () NAO ()sIM | ( )NAO ()SIM | () NAO CONHECIMENTO SOBRE
QUAL: 0 Virus?
()SIM | () NAO?

OUTRAS OBSERVACOES:

FIM DO QUESTIONARIO OBSERVACIONAL

*k

INiCIO DAS ANOTACHES DO PRONTUARIO

(Obter o prontudrio na UBS ou os resultados com o paciente)
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Avaliagdo prospectiva de expressao génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV?2

PERGUNTE AO PACIENTE SE ELE POSSUI OS RESULTADOS DOS ULTIMOS EXAMES/
CONSULTAS/ ANOTAGOES.

RESULTADOS INFORMADOS PELO PACIENTE OU DO PRONTUARIO

NUMERO DO PRONTUARIO: DATA DA COLETA DATA DE ENCAMINHMENTO | DATA DO RESULTADO
AO LABORATORIO
HEMOGRAMA
HEMACIAS (HE) HEMOGLOBINA (HB) HEMATOCRITO (HT)
VOLUME CORPUSCULAR MEDIO | CONCENTRAGCAO HB. CORPUSCULAR MEDIA VOLUME DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA
(vem) (CHCM) (VHCM)
RDW OBS. ANISOCITOSE/ANISOCROMIA/POIQUILOCITOSE
PLAQUETAS VOLUME PLAQUETARIO MEDIO (VPM) RETICULOCITOS:
FIBRINOGENIO TEMPO DE PROTROMBINA TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA
TEMPO DE COAGULACAO TEMPO DE SANGRAMENTO TEMPO DE TROMBINA
LEUCOCITOS TOTAIS: LEUCOCITOS DIFERENCIAIS ABSOLUTOS LEUCOCITOS DIFERENCIAIS RELATIVOS
NEUTROFILO NEUTROFILO
OUTRAS CELULAS ATIPICAS: LINFGCITO LINFOCITO
MONGCITO MONOCITO
EOSINOFILO EOSINOFILO
BASOFILO BASOFILO

OUTRAS INFORMAGOES:
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QUESTIONARIO CLINICO —

Avaliagdo prospectiva de expressao génica e resposta humoral em COVID-19 grave:

busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV2

HORMONIOS/IMUNOLOGIA

T3 TOTAL T4 TOTAL T3 LIVRE T4 LIVRE TSH ERITROPETINA
VITAMINA D ANTI-ESTREPTOLISINA PROTEINA C REATIVA FATOR REUMATOIDE c3 ca
0 (ASLO)
IgG TOTAL IgM TOTAL IgE TOTAL ALDOSTERONA CORTISONA MELATONINA
ECA COTININA INSULINA a-1 ANTITRIPSINA OUTROS
BlOQUIMICO

COLESTEROLTOTAL | HDL LDL VLDL TRIGLICERIDES FOSFATASE
ALCALINA

FOSFATASE ACIDA AMILASE DESIDROGENASE TGO TGP GAMA-GT

TOTAL LATICA

BILIRRUNINATOTAL | BILIRRUBINA DIRETA BILIRRUBINA CK TOTAL CKMB ENZIMATICO CKMB MASSA

INDIRETA
MIOGLOBINA TROPONINA ALBUMINA HEMOGLOBINA FERRITINA OUTROS:
GLICADA

OUTRAS INFORMAGOES:
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Avaliagdo prospectiva de expressao génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV2

NOME DE REGISTRO/NOME SOCIAL

PROBLEMA DE COAGULAGAO: RISCO BIOLOGICO TCLE ASSINADO CODIGO:
()SIM] ( )NAO ()SIM | () NAO ()smM | () NAO
COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO
COLETAR QTD DATA/HORA OBSERVACOES OPERADOR
() SwAB A
NASO/OROFARINGEO hrs min
( ) SALIVA / /|
hrs, min
( ) ASPIRADO PULMONAR / /
hrs min
( ) SANGUE ( ) CITRATO
{ )coaGuLO
{ ) HEPARINA —/—/—_
{ )EoTA hrs min

OUTRAS INFORMACOES (incluindo jejum e ingestdo):
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ANEXOV
Ficha de entrevista para pacientes e controles criticos nosocomiais

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO
PRETO - FCFRP USP

QUESTIONARIO CLINICO - AVALIAGAO PROSPECTIVA DE
EXPRESSAO GENICA E RESPOSTA HUMORAL EM COVID-19
GRAVE: BUSCA DE POTENCIAIS BIOMARCADORES PARA
EVOLUGAO DA DOENGA EM PACIENTES INFECTADOS POR SARS-CoV?2

INFORMACOES DE IDENTIFICACAO

NOME DE REGISTRO:
NOME SOCIAL:
RG CPF E-MAIL
TELEFONE DATA DE NASCIMENTO: | IDADE: CcODIGO:
Y S S
SEXO BIOLOGICO: USUARIO SUS? NUMERO HYGIA
(M1 ()F ( )sIM | ()NAO
LOCAL DE COLETA: ENFERMARIA
HOSPITAL LEITO DE INTERNACAO PRONTUARIOS MEDICO:
TIPO SANGUINEO: ESCOLARIDADE OCUPACAO: PRONTUARIO DE ENFERMAGEM:
CONVENIO SAUDE? SINTOMAS DE COVID-19? DIAGNOSTICADO COM COVID-197?
( )sImM ] () NAO ( )sIM | () NAO ( ) DETECTAVEL | ( ) NAO DETECTAVEL | ( ) NAO TESTADO
QUAL: TEMPO: METODOLOGIA:
SATURAGAO O, FREQ. CADIACA PRESSAO ARTERIAL TEMPERATURA (2C)
X mmHg
FEBRE NAS ULTIMAS 24h? POSSUI PROBLEMA DE COAGULAGCAO? | RISCO BIOLOGICO: POSSUI DIABETES MELLITUS?
()sIM | { )NAO ( )SIM | ( )NAO | ( ) NAO SEI ()sIM | ( )NAO ()sIM | { )NAO | ( ) NAO SEI
TIPO:
DISPNEIA TOSSE ( )SIM | ( )NAO INTENSIDADE DA TOSSE: POSSUI HIPERTENSAO?
{ )sIM | () NAO { ) SECA | ( )PRODUTIVA ( )MUITA | ( JMODERADA ( )POUCA | ( )sim | { )NAO | { ) NAO SEI
RAGCA/COR: NACIONALIDADE: CORIZA ( )SIM | ( )NAO TOMOU VACINA DA GRIPE ESTE ANO?
{ )MUITA | ( )MODERADA | ( JPOUCA | { )sIM | { )NAO
ALTURA (EM m) OBESIDADE: ( )SIM | ( )NAO PESO CORPORAL: IMC:
GRAU:
PUERPERA DATA DA ULTIMA MENSTRUACAO DEFICIENCIA? ( ) OUTRA:
{ )sIM | () NAO /. /. ( JAUDITIVA | { )VISUAL | ( )INTELECTUAL/COGNITIVA | { ) FiSICA
TEMPO:
EVOLUCAO DO PACIENTE
DATA ANOTAGAO GERAL ASSINATURA
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QUESTIONARIO CLINICO HOSPITALAR —

Avaliagdo prospectiva de expressdo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV2

AUTO-REFERIDO DE CONDICOES

ETILISTA/HABITO ALCOOLICO:
()sim | ( )NAO

CERVEJA/ FERMENTADOS:
( )TODOS OS DIAS | ( )SX/SEMANA | ( )3X/SEMANA | ( )2X/SEMANA | ( )1X SEMANA

DESTILADOS: ( )vinho | ( )Cachaga | ( )Wisky | ( )Outros

( )TODOS OS DIAS | { )SX/SEMANA | ( )3X/SEMANA | ( )2X/SEMANA | { )1X SEMANA
FUMANTE:

()sIM | ( )NAO

( ) Cigarro Comum | { ) Maconha | ( ) Outros:
Ja fumou? Por quanto tempo?

VEZES POR SEMANA

( )TODOS OS DIAS | ( )5X/SEMANA | ( )3X/SEMANA | ( )2X/SEMANA | ( )1X SEMANA

VEZESPORDIA: ()11 ()21 ()31()81C)51C)61()81()21()10]( 410

DROGAS ILICITAS:

()sIM | ( )NAO

( )Cocaina | ( )Crack | ( )LSD | ( ) Estimulantes | ( JAlucindégenos | ( ) Outros:
Ja usou? Por quanto tempo:
VEZES POR SEMANA

( )TODOS OS DIAS | ( )5X/SEMANA | ( )3X/SEMANA | ( )2X/SEMANA | ( )1X SEMANA

VEZESPORDIA: ()1 ()21 ()3 1()a1()s1()6l()8l()2]()10]()+10
ATIVIDADE FiSICA:
( )sIM | ( )NAO | TIPO DE EXERCICIO:

VEZES POR SEMANA
( )TODOS OSDIAS | { )SX/SEMANA | { )3X/SEMANA | ( )2X/SEMANA | ( )1X SEMANA

TRATAMENTO PSIQUIATRICO/PSICOLOGICO:
()sIM | ( )NAO

ESPECIFIQUE:

INTERNACAO PRETERITA:
()sim | ( )NAO

ESPECIFIQUE:

MOBILIDADE:
( JNORMAL | ( JANDA COM APOIO | ( JCADEIRANTE | ( JACAMADO
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Avaliagdo prospectiva de expressdo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV2

COMORBIDADES (ESPECIFIQUE)

RISCO BIOLOGICO

TUBERCULOSE: ( ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE

Ha quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Néo feito
Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )]NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )sIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

ISTs: ( ) SIM | { ) NAO| ( ) NAO SABE

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ ( ) Concluido | ( ) Ndo feito
Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )sIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

HANSENIASE: { )SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Néo feito
Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO____ ____PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO: o
NOME: DOSE:

POSOLOGIA; TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( JNAO FAZ QUANTO TEMPO: .
NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM { )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

CARDIOVASCULAR

DOENGA CARDIOVASCULAR CRONICA: ( ) SIM | ( ) NAO] ( ) NAO SABE

QUAIS:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Ndo feito
Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO____ ____PAROU? ( )SIM { )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( JNAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA; TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( JNAO FAZ QUANTO TEMPO:
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INFARTO: { ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE
Ha quanto tempo:

AVE/DERRAME: { ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE
Hd quanto tempo:

ANEURISMA: ( ) SIM | { ) NAO] ( ) NAO SABE
Hd quanto tempo:

PROBLEMAS CIRCULATORIOS: ( ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE
QUAIS:

Hd quanto tempo:
TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Néo feito
Quais remeédios utilizados:

DPOCs: ( )SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Néo feito
Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )JNAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( ]NEO FAZ QUANTO TEMPO:
HIPERTENSAO ARTERIAL: ( ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE

Ha quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ ( ) Concluido | ( ) Ndo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

RESPIRATORIO

NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, TEMPO DE USO. PAROU? ( )sIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )]NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
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HISTORICO DE PNEUMONIA: ( ) SIM | { ) NAO| ( ) NAO SABE

Ha quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ ( ) Concluido | ( ) Ndo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
FIBROSE CiSTICA COM INFECCOES RECORRENTES: { ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Néo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )JNAO FAZ QUANTO TEMPO:
GRANULOMAS/CALCIFICACOES: ( ) SIM | ( ) NAO] ( ) NAO SABE

Ha quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Ndo feito

Quais remeédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( ]NEO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )JNAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
ENFISEMA PULMONAR: ( ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Néo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( ]NEO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
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BRONQUITE/ASMA/RINITE/SINUSITE: { ) SIM | { ) NAO| ( ) NAO SABE

ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ ( ) Concluido | ( ) Ndo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO_____ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTOTEMPO:____ _ _ _

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO____ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTOTEMPO:_____

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO_____ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTOTEMPO:_____

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO____ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTOTEMPO:______

RENAL

CALCULOS/INSUFICIENCIA/HEMATURIA/OUTRAS: ( ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE

ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Néo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO__ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTOTEMPO:___

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO____ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTOTEMPO:________

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO___ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTOTEMPO:___

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO______ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTOTEMPO:____
IMUNOLOGICOS

HIPOTIREOIDISMO: ( ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE

ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Ndo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO____ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTOTEMPO:___

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO____ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTOTEMPO:____

AUTOIMUNIDADE/ALERGIAS: ( ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE

ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ ( ) Concluido | ( ) Ndo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO____ PAROU? ( )SIM ( )JNAO FAZ QUANTOTEMPO:____

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO____ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTOTEMPO:________

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO_____ PAROU? ( )SIM ( )JNAO FAZ QUANTO TEMPO: _

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO____ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTOTEMPO:______
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IMUNODEFICIENCIAS: { ) SIM | ( ) NAO| { ) NAO SABE

ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ ( ) Concluido | ( ) Ndo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( ]NEO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

TRANSPLANTADO DE ORGAO SOLIDO OU MEDULA OSSEA: { ) 5IM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE

ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Ndo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )JNAO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
HEPATICAS

DOENCAS HEPATICAS: ( ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE

(Esteatose, cirroses, hepatites, problemas na vesicula...)

ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: ( ) Em andamento [ ( ) Concluido | ( ) Ndo feito

Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( ]NEO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )JNAO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( )JNAO FAZ QUANTO TEMPO:
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METABOLICO

DOENGAS METABOLICAS: ( ) SIM | ( ) NAO] ( ) NAO SABE
(Dislipidemias, disfungdes hormonais, diabetes...)
ESPECIFIQUE:

Hd quanto tempo:
TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Néo feito
Quais remédios utilizados:

INFECCOES: ( ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE
(Bacterianas, virais, parasitdrias....)
ESPECIFIQUE:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPODEUSO___ PAROU? ( )SIM { )NAO FAZQUANTOTEMPO:____
NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO____ PAROU? ( )SIM { JNAO FAZQUANTOTEMPO:_____
NOME: DOSE:

POSOLOGIA; TEMPODEUSO___ PAROU? ( )SIM { )NAO FAZQUANTOTEMPO:____
NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO___ PAROU? ( )SIM ( JNAO FAZQUANTOTEMPO:_____
NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO___ PAROU? ( )SIM { )NAO FAZ QUANTOTEMPO:____
NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO___ PAROU? ( )SIM { JNAO FAZQUANTOTEMPO:___
NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM { )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

INFECCOES NOS ULTIMOS 30 DIAS

Ha quanto tempo:
TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Néo feito
Quais remédios utilizados:

INFECCOES: ( ) SIM | ( ) NAO| ( ) NAO SABE
(Bacterianas, virais, parasitarias....)
ESPECIFIQUE:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA; TEMPODEUSO___ PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZQUANTOTEMPO:_____
NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO______ PAROU? ( )SIM { )NAO FAZQUANTOTEMPO:_____
NOME: DOSE:

POSOLOGIA; TEMPODEUSO___ PAROU? ( )SIM { )NAO FAZQUANTOTEMPO:____
NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( JNAO FAZ QUANTO TEMPO:

NEUROLOGICOS

Hd quanto tempo:
TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Ndo feito
Quais remeédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPODEUSO___ PAROU? ( )SIM { JNAO FAZQUANTOTEMPO:___
NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPODEUSO___ PAROU? ( )SIM { )NAO FAZ QUANTOTEMPO:____
NOME: DOSE:

POSOLOGIA: TEMPO DE USO PAROU? ( )SIM ( JNAO FAZ QUANTO TEMPO:
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NEURODEGENERATIVOS: ( ) SIM | ( ) NAO] ( ) NAO SABE
(Alzheimer, Parkinson....)

ESPECIFIQUE:
Hd quanto tempo:

TRATAMENTO: { ) Em andamento [ ( ) Concluido | { ) Ndo feito
Quais remédios utilizados:

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:

COVID-19 - MEDICAMENTOS UTILIZADOS

QUAL METODOLOGIA PARA TEMPO DESDE O RESULTADO? INTERNACAO? VOCE CONSIDEROU 0S SINTOMAS:
DIGANGSTICO? DIAS: ( )LEVE | ( ) MODERADO
( ) GRAVE | ( ) ASSINTOMATICO
FOI RECEITADO CLOROQUINA? FEZ USO DE CLOROQUINA?
()SIM ] ( )NAO ( )SIM | ( ) NAO —SE SIM, POR QUANTO TEMPO:
FOI RECEITADO FEZ USO DE HIDROXICLOROQUINA?
HIDROXICLOROQUINA? ( )SIM | ( ) NAO —SE SIM, POR QUANTO TEMPO:
()siM|( )NAO
FOI RECEITADO FEZ USO DE ANTICOAGULANTES?
ANTICOAGULANTES? ( )SIM | ( ) NAO —SE SIM, POR QUANTO TEMPO:

()SIM | { )NAO

MEDICAMENTOS RECEITADOS PARA O TRATAMENTO DE COVID-19

NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )sIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO, PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )]NAO FAZ QUANTO TEMPO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: TEMPO DE USO. PAROU? ( )SIM ( )NAO FAZ QUANTO TEMPO:
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NUMERO DO PACIENTE
COLETA Oh
DATA: / / NUMERO DO PRONTUARIO
DIAS DE INTERNACAO | SINTOMAS DE COVID-19? DIAGNOSTICADO COM COVID-19?
( )sIM | ()NAO ( ) DETECTAVEL | ( ) NAO DETECTAVEL | ( ) NAO TESTADO
METODOLOGIA:
SATURACAO O, FREQ. CARDIACA PRESSAO ARTERIAL TEMPERATURA (2C)
X mmHg
FEBRE NAS ULTIMAS 24h? TOSSE ( )SIM | ( )NAO INTENSIDADE DA TOSSE: HOUVE ASPIRACAO?
()sIM|( ) NAO { )SECA | ( )PRODUTIVA ( )MUITA | ( )JMODERADA ( )POUCA | ( )sim | ( )NAD
DISPNEIA CORIZA ( )SIM | { )NAO RESPIRADOR: ( )SIM | ( )NAO HOUVE PARADA CARDIACA?
()SIM | ()NAO { JMUITA | ( JMODERADA | ( JPOUCA | TIPO: ()siM | ( )NAD

MEDICAMENTOS UTILIZADOS (NAS ULTIMAS 48 HORAS)

QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRACAO)
(AINEs, glicocorticoides, antibidticos, antipiréticos, anti-inflamatdrios...)

NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:

OUTROS MEDICAMENTOS DE USO CONTIN
QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRAGCAO)
(Anticoncepcionais, antidepressivos, suplementagdo vitaminica...)

NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
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COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

( ) RASP. MUCOSA. Y A A
___hrs___ min
() SALIVA ]/
___hrs___ _min
()ea Y S
___hrs____min
( ) ESCARRO Y A
___hrs____ _min
( ) BIGPSIA I S
hrs__ min
( ) URINA S
___hrs____ min
( ) ASPIRADO PULMONAR Y A A
hrs___ min
( ) SANGUE { )CITRATO
( )CoAGULO
{ )HEPARINA _{1:/mn
{ )EDITA —_—
{ ) FLUORETO

OUTRAS INFORMACOES (incluindo jejum e ingestéo):

ANEXAR COPIAS DOS PRONTUARIOS

*k
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CO LETA 48h NUMERO DO PACIENTE
DATA: / / NUMERO DO PRONTUARIO
DIAS DE INTERNACAO | SINTOMAS DE COVID-19? DIAGNOSTICADO COM COVID-19?
( )sIM | ()NAO ( ) DETECTAVEL | ( ) NAO DETECTAVEL | ( ) NAO TESTADO
METODOLOGIA:
SATURACAO O, FREQ. CARDIACA PRESSAO ARTERIAL TEMPERATURA (2C)
X mmHg
FEBRE NAS ULTIMAS 24h? TOSSE ( )SIM | ( )NAO INTENSIDADE DA TOSSE: HOUVE ASPIRACAO?
()sIM|( ) NAO { )SECA | ( )PRODUTIVA ( )MUITA | ( )JMODERADA ( )POUCA | ( )sim | ( )NAD
DISPNEIA CORIZA ( )SIM | { )NAO RESPIRADOR: ( )SIM | ( )NAO HOUVE PARADA CARDIACA?
()SIM | ()NAO { JMUITA | ( JMODERADA | ( JPOUCA | TIPO: ()siM | ( )NAD

MEDICAMENTOS UTILIZADOS (NAS ULTIMAS 48 HORAS)

QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRAGCAO)
(AINEs, glicocorticoides, antibidticos, antipiréticos, anti-inflamatdrios...)

NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:

OUTROS MEDICAMENTOS DE USO CONTINUO
QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRAGCAO)
(Anticoncepcionais, antidepressivos, suplementagdo vitaminica...)

NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
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COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

( ) RASP. MUCOSA. Y A A
___hrs___ min
() SALIVA ]/
___hrs___ _min
()ea Y S
___hrs____min
( ) ESCARRO Y A
___hrs____ _min
( ) BIGPSIA I S
hrs__ min
( ) URINA S
___hrs____ min
( ) ASPIRADO PULMONAR [ A A
hrs_ __ _mn
( ) SANGUE { )CITRATO
( )CoAGULO
{ )HEPARINA _{1:/mn
{ )EDITA —_—
{ ) FLUORETO

OUTRAS INFORMACOES (incluindo jejum e ingestéo):

ANEXAR COPIAS DOS PRONTUARIOS

*k
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CO LETA NUMERO DO PACIENTE
DATA: / / NUMERO DO PRONTUARIO
DIAS DE INTERNACAO | SINTOMAS DE COVID-19? DIAGNOSTICADO COM COVID-19?
( )sIM | ()NAO ( ) DETECTAVEL | ( ) NAO DETECTAVEL | ( ) NAO TESTADO
METODOLOGIA:
SATURACAO O, FREQ. CARDIACA PRESSAO ARTERIAL TEMPERATURA (2C)
X mmHg
FEBRE NAS ULTIMAS 24h? TOSSE ( )SIM | ( )NAO INTENSIDADE DA TOSSE: HOUVE ASPIRACAO?
()sIM|( ) NAO { )SECA | ( )PRODUTIVA ( )MUITA | ( )JMODERADA ( )POUCA | ( )sim | ( )NAD
DISPNEIA CORIZA ( )SIM | { )NAO RESPIRADOR: ( )SIM | ( )NAO HOUVE PARADA CARDIACA?
()SIM | ()NAO { JMUITA | ( JMODERADA | ( JPOUCA | TIPO: ()siM | ( )NAD

MEDICAMENTOS UTILIZADOS (NAS ULTIMAS 48 HORAS)

QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRACAO)
(AINEs, glicocorticoides, antibidticos, antipiréticos, anti-inflamatdrios...)

NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:

OUTROS MEDICAMENTOS DE USO CONTIN
QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRAGCAO)
(Anticoncepcionais, antidepressivos, suplementagdo vitaminica...)

NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
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QUESTIONARIO CLINICO HOSPITALAR —

Avaliagdo prospectiva de expressdo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV2

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

( ) RASP. MUCOSA. Y A A
___hrs___ min
() SALIVA ]/
___hrs___ _min
()ea Y S
___hrs____min
( ) ESCARRO Y A
___hrs____ _min
( ) BIGPSIA I S
hrs__ min
( ) URINA S
___hrs____ min
( ) ASPIRADO PULMONAR Y A A
hrs___ min
( ) SANGUE { )CITRATO
( )CoAGULO
{ )HEPARINA _{1:/mn
{ )EDITA —_—
{ ) FLUORETO

OUTRAS INFORMACOES (incluindo jejum e ingestéo):

ANEXAR COPIAS DOS PRONTUARIOS

*k
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QUESTIONARIO CLINICO HOSPITALAR —

Avaliagdo prospectiva de expressdo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV2

CO LETA NUMERO DO PACIENTE
DATA: / / NUMERO DO PRONTUARIO
DIAS DE INTERNACAO | SINTOMAS DE COVID-19? DIAGNOSTICADO COM COVID-19?
( )sIM | ()NAO ( ) DETECTAVEL | ( ) NAO DETECTAVEL | ( ) NAO TESTADO
METODOLOGIA:
SATURACAO O, FREQ. CARDIACA PRESSAO ARTERIAL TEMPERATURA (2C)
X mmHg
FEBRE NAS ULTIMAS 24h? TOSSE ( )SIM | ( )NAO INTENSIDADE DA TOSSE: HOUVE ASPIRACAO?
()sIM|( ) NAO { )SECA | ( )PRODUTIVA ( )MUITA | ( )JMODERADA ( )POUCA | ( )sim | ( )NAD
DISPNEIA CORIZA ( )SIM | { )NAO RESPIRADOR: ( )SIM | ( )NAO HOUVE PARADA CARDIACA?
()SIM | ()NAO { JMUITA | ( JMODERADA | ( JPOUCA | TIPO: ()siM | ( )NAD

MEDICAMENTOS UTILIZADOS (NAS ULTIMAS 48 HORAS)

QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRACAO)
(AINEs, glicocorticoides, antibidticos, antipiréticos, anti-inflamatdrios...)

NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:

OUTROS MEDICAMENTOS DE USO CONTIN
QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRAGCAO)
(Anticoncepcionais, antidepressivos, suplementagdo vitaminica...)

NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
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QUESTIONARIO CLINICO HOSPITALAR —

Avaliagdo prospectiva de expressdo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV2

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

( ) RASP. MUCOSA. Y A A
___hrs___ min
() SALIVA ]/
___hrs___ _min
()ea Y S
___hrs____min
( ) ESCARRO Y A
___hrs____ _min
( ) BIGPSIA I S
hrs__ min
( ) URINA S
___hrs____ min
( ) ASPIRADO PULMONAR Y A A
hrs___ min
( ) SANGUE { )CITRATO
( )CoAGULO
{ )HEPARINA _{1:/mn
{ )EDITA —_—
{ ) FLUORETO

OUTRAS INFORMACOES (incluindo jejum e ingestéo):

ANEXAR COPIAS DOS PRONTUARIOS

*k
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QUESTIONARIO CLINICO HOSPITALAR —

Avaliagdo prospectiva de expressdo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV2

CO LETA NUMERO DO PACIENTE
DATA: / / NUMERO DO PRONTUARIO
DIAS DE INTERNACAO | SINTOMAS DE COVID-19? DIAGNOSTICADO COM COVID-19?
( )sIM | ()NAO ( ) DETECTAVEL | ( ) NAO DETECTAVEL | ( ) NAO TESTADO
METODOLOGIA:
SATURACAO O, FREQ. CARDIACA PRESSAO ARTERIAL TEMPERATURA (2C)
X mmHg
FEBRE NAS ULTIMAS 24h? TOSSE ( )SIM | ( )NAO INTENSIDADE DA TOSSE: HOUVE ASPIRACAO?
()sIM|( ) NAO { )SECA | ( )PRODUTIVA ( )MUITA | ( )JMODERADA ( )POUCA | ( )sim | ( )NAD
DISPNEIA CORIZA ( )SIM | { )NAO RESPIRADOR: ( )SIM | ( )NAO HOUVE PARADA CARDIACA?
()SIM | ()NAO { JMUITA | ( JMODERADA | ( JPOUCA | TIPO: ()siM | ( )NAD

MEDICAMENTOS UTILIZADOS (NAS ULTIMAS 48 HORAS)

QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRACAO)
(AINEs, glicocorticoides, antibidticos, antipiréticos, anti-inflamatdrios...)

NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:

OUTROS MEDICAMENTOS DE USO CONTIN
QUAIS? (NOME, DOSE E POSOLOGIA COM VIA DE ADMINISTRAGCAO)
(Anticoncepcionais, antidepressivos, suplementagdo vitaminica...)

NOME: DOSE:
POSOLOGIA;, MOTIVO;
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA: MOTIVO:
NOME: DOSE:
POSOLOGIA:, MOTIVO:
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QUESTIONARIO CLINICO HOSPITALAR —

Avaliagdo prospectiva de expressdo génica e resposta humoral em COVID-19 grave:
busca de potenciais biomarcadores para evolugdo da doenga em pacientes
infectados por SARS-CoV2

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

( ) RASP. MUCOSA. Y A A
___hrs___ min
() SALIVA ]/
___hrs___ _min
()ea Y S
___hrs____min
( ) ESCARRO Y A
___hrs____ _min
( ) BIGPSIA I S
hrs__ min
( ) URINA S
___hrs____ min
( ) ASPIRADO PULMONAR Y A A
hrs___ min
( ) SANGUE { )CITRATO
( )CoAGULO
{ )HEPARINA _{1:/mn
{ )EDITA —_—
{ ) FLUORETO

OUTRAS INFORMACOES (incluindo jejum e ingestéo):

ANEXAR COPIAS DOS PRONTUARIOS

*k
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