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RESUMO

OLIVEIRA, C.N.S. O dimorfismo sexual e regulacdo imunoendocrina na COVID-19.
2022. 82 f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia Bésica e Aplicada). Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2022.

A COVID-19 afeta desproporcionalmente os homens, que sdo mais propensos a desenvolver
complicagdes apos a infeccdo com SARS-CoV-2 e representam a maioria dos casos graves e
que culminam em morte. Essa discrepancia € atribuida a variagdes hormonais e diferencas
influenciadas pelo sexo bioldgico nas respostas imunes. Neste estudo foram avaliadas as
interacBes imunoenddcrinas que ditam as diferentes apresentacdes clinicas da COVID-19 e
comorbidades relacionadas ao agravamento da doenca. A avaliacdo de uma coorte local de
pacientes gerou um grande conjunto de dados analisados a partir de exames clinicos e de
sangue, capazes de informar sobre a gravidade da doenca. A partir destes dados, foram
quantificados mediadores imunoldgicos e enddcrinos, além da investigacao de suas correlacfes
em controles e pacientes infectados. Analises estatisticas consideraram fatores confundidores
para analisar o papel dos androgenos na COVID-19. Os resultados mostraram que homens
infectados com SARS-CoV-2 apresentaram maior escore clinico da doenca e tiveram tempo
maior de hospitalizacdo. De forma geral, os pacientes com COVID-19 grave apresentaram
neutrofilia e linfopenia, além da reducdo de mondcitos, eosindfilos e basofilos circulantes.
Homens infectados com SARS-CoV-2 tiveram seus niveis de mediadores inflamatorios
aumentados (IL-6, IL-8, mas também IL-10) e inversamente correlacionados com os niveis de
testosterona, que foram reduzidos na doenca grave, independentemente da idade, diabetes,
hipertensdo, tabagismo, obesidade, outras doencas cardiovasculares ou pulmonares. Houve
tendéncia importante ao aumento dos niveis de di-hidrotestosterona (DHT) nos homens com
COVID-19, de forma contraria a reducdo de testosterona. Finalmente, os niveis de testosterona
foram inversamente correlacionados aos escores de gravidade da COVID-19 em homens, mas
ndo em mulheres. Em conclusdo, os dados apontam para a juncdo de parametros
imunoendocrinos que podem levar ao agravamento da COVID-19 no sexo masculino, o que
corrobora para o melhor entendimento da doenca e manejo diferencial da COVID-19 entre

homens e mulheres infectados pelo virus SARS-CoV-2.

Palavras-chave: COVID-19; Testosterona; Androgenos; Inflamacdo; SARS-CoV-2;

Dimorfismo sexual.



ABSTRACT

OLIVEIRA, C.N.S. Sexual dimorphism and immunoendocrine regulation in COVID-109.
2022. 82 f. Dissertation (Master degree). Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — University
of S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

COVID-19 disproportionately affects men, who are more likely to develop complications after
infection with SARS-CoV-2 and account for the majority of severe cases and fatalities. This
discrepancy is attributed to hormonal variations and biological sex-influenced differences in
immune responses. In this study, the immunoendocrine interactions that dictate the different
clinical presentations of COVID-19 and comorbidities related to the worsening of the disease
were evaluated. The evaluation of a local cohort of patients generated a large set of data
analyzed from clinical and blood tests, capable to inform about the severity of the disease. From
these data, immunological and endocrine mediators were quantified, in addition to investigating
their correlations in controls and infected patients. Statistical analyzes considered confounding
factors to analyze the role of androgens in COVID-19. The results showed that men infected
with SARS-CoV-2 had a higher clinical disease score and had more time of hospitalization.
Overall, patients with severe COVID-19 had neutrophilia and lymphopenia, in addition to
reduced circulating monocytes, eosinophils, and basophils. Men infected with SARS-CoV-2
had their levels of inflammatory mediators increased (IL-6, IL-8, but also IL-10) and inversely
correlated with testosterone levels, which were reduced in severe disease, regardless of age,
diabetes, hypertension, smoking, obesity, other cardiovascular or lung diseases. There was a
significant trend towards an increase in dihydrotestosterone (DHT) levels in men with COVID-
19, as opposed to a reduction in testosterone. Finally, testosterone levels were inversely
correlated with COVID-19 severity scores in men but not in women. In conclusion, the data
point to the combination of immunoendocrine parameters that can lead to the aggravation of
COVID-19 in males, which corroborates for a better understanding of the disease and
differential management of COVID-19 between men and women infected with the SARS-CoV-
2 virus.

Keywords: COVID-19; Testosterone; Androgens; Inflammation; SARS-CoV-2; Sexual
dimorphism.
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2. INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1 SARS-CoV-2 e a pandemia da COVID-19

No inicio de dezembro de 2019, os primeiros casos de pneumonia de origem
desconhecida foram identificados na cidade de Wuhan, na China.! A doenca rapidamente se
espalhou, indo além dos limites de sua cidade de origem, sendo identificada em outros paises e
continentes.2 Em janeiro de 2020, um novo coronavirus foi identificado em amostras de
lavagem broncoalveolar de um paciente em Wuhan, e foi entdo confirmado como o causador

da doenca que, até entdo, ndo tinha um agente etioldgico definido.

O sequenciamento completo do genoma e analises filogenéticas indicaram que 0 novo
coronavirus ¢ diferente dos betacoronavirus ja conhecidos anteriormente® e associados a
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS, da sigla em inglés “severe acute respiratory
syndrome”), causada pelo virus SARS-CoV e que atingiu a provincia de Guangdong em 2002
e 2003%, e Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS, da sigla em inglés “Medium East
respiratory syndrome”), causada pelo virus MERS-CoV, responsavel por surtos de doencas
respiratdrias graves que atingiram o Oriente Médio em 2012.° Apos estudos, este novo
coronavirus recebeu o nome de SARS-CoV-2, pois apesar de ser diferente, apresentava

similaridades filogenéticas com o ja citado virus SARS-CoV.?

Evidéncias apontaram que a disseminacdo do SARS-CoV-2 para humanos ocorreu
através do contato com animais selvagens que eram vendidos ilegalmente em um mercado de
frutos do mar de Wuhan.® De fato, em dezembro de 2019, os primeiros 4 casos do novo
coronavirus foram relatados em pessoas ligadas a este mercado.” As primeiras manifestaces
clinicas dos pacientes incluiram febre, tosse, dispneia, mialgia, fadiga e evidéncia radiografica
de pneumonia.! Nos estagios iniciais desta pneumonia, sintomas de infecgéo respiratoria aguda
grave também ocorreram, com alguns pacientes desenvolvendo rapidamente a sindrome do
desconforto respiratério agudo (ARDS, da sigla em inglés “acute respiratory distress
syndrome™) e outras complicacdes graves®, como choque, lesdo cardiaca aguda e insuficiéncia

renal aguda, além do risco de morte.*

O SARS-CoV-2 possui uma proteina spike (S) extensivamente glicosilada que se projeta
da superficie viral para se ligar a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2, da sigla em
inglés “angiotensin-converting enzyme 2”) e finalmente invadir a célula hospedeira.® A

proteina S é composta de duas subunidades funcionais, sendo a subunidade S1 responsavel pela
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ligacdo ao receptor ACE2 e a subunidade S2 responsével pela fusdo com a membrana da célula
hospedeira.® No entanto, para que a proteina S seja capaz de se fusionar com a membrana da
célula hospedeira e iniciar a invasdo celular do SARS-CoV-2, ela precisa ser ativada pela
enzima serinoprotease transmembrana 2 (TMPRSS2),%° utilizada como ferramenta por uma
ampla gama de virus para entrar nas células.!! O gene TMPRSS2 tem altos niveis de expressdo
na regido da prostata e dos pulmdes,'? mas também pode ser expresso em diversos outros 6rgaos
como coracdo, rim e trato gastrointestinal, sugerindo que esses 6rgaos sdo importantes alvos
para 0 SARS-CoV-2.12

Relatos de casos finalmente confirmaram a transmissdo do SARS-CoV-2 de humano
para humano*, e em Marco de 2020 a Organizagdo Mundial da Satde declarou a COVID-19,
denominacdo da doenca causada pelo virus em questdo, uma emergéncia de saude publica de
interesse internacional.®® Em 14 de Julho de 2022, foram 560.080.378 casos confirmados de

COVID-19 em todo o0 mundo, totalizando 6.365.952 Gbitos em decorréncia desta doenca.'®

A vacinagdo, em combinagdo com habitos de higienizagéo, distanciamento social e uso
de mascaras, sdo as melhores formas para controlar a pandemia da COVID-19.17 Até o dia 13
de Julho de 2022, 66,7% da populagdo mundial havia recebido pelo menos uma dose de uma

vacina COVID-19, sendo cerca de 12 bilhdes de doses foram administradas globalmente. 8

1.2 Resposta imunoldgica na COVID-19

O sistema imune inato, primeira linha de defesa do organismo e que age rapidamente
frente a ameaca de invasao, detecta infec¢des virais atraves dos Receptores de Reconhecimento
de Padrdes (PRRs), que reconhecem Padrdes Moleculares Associados ao Patdgeno (PAMPS).*°
A infeccdo das células do hospedeiro pelo SARS-CoV-2 pode ser reconhecida por receptores
TLR, essencialmente TLR7, presente nos endossomos, e esse reconhecimento leva a secrecao

de proteinas pro-inflamatorias. 22

Ap0ds a entrada do virus, seu genoma é depositado no citoplasma celular e 0s processos
de traducdo e replicacdo sdo iniciados, dando origem a novas particulas virais.??> As células
infectadas produzem IL-8, que atua como um quimioatraente, especialmente para neutrofilos,??
que podem atuar por meio de burst oxidativo, secrecdo de defensinas e NETs.?* A resposta
imune inata € inicialmente desencadeada por células epiteliais pulmonares, macréfagos
alveolares e neutréfilos.?® Neste contexto, particulas virais contendo RNA de cadeia simples

(ssRNA) agem como PAMPs e provocam uma forte resposta imunoldgica inata apos serem
3



reconhecidas por receptores TLR7, que por sua vez podem ativar varias vias de sinalizagdo e
fatores de transcricdo, como JAK/STAT, NF-xB, AP-1, IRF3 e IRF7. Esta cascata de
sinalizacdo leva ao aumento da secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, como IL-1, IL-6, MCP-
1, MIP-1a, TNF-q, e, finalmente, IFN do tipo 1.2

Juntamente com esses eventos, a subsequente apresentacéo de antigenos por APCs para
as células T CD4+ e CD8+ estimula a imunidade adaptativa, tanto humoral quanto celular, que
resulta em amplificacdo da resposta anti-viral. Células B ativadas secretam anticorpos
especificos para o virus, enquanto as células T citotoxicas antigeno-especificas destroem as
células infectadas.'®?2 Além disso, células Th17, neutréfilos e granuldcitos secretam IL-17, que
por sua vez estimula a producéo de IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1, G-CSF, GM-CSF, TNF, e PGE2,
mediadores capazes de aumentar o recrutamento de neutrofilos, monaocitos e outras células do
sistema imunoldgico.?’ Todas essas vias de sinalizagdo criam um ambiente inflamatdrio com o
objetivo de erradicar o SARS-CoV-2.28

Aparentemente, o aumento dos niveis de citocinas, especialmente IL-6, tem uma
associacgdo direta com a pior evolucio do paciente.?® Além disso, como niveis mais altos de
citocinas levam rapidamente a deterioracdo da condicdo dos individuos infectados e oObito,

podem ser considerados marcadores prognosticos.®

De fato, na COVID-19 pode haver uma situacdo inflamatéria letal denominada
sindrome de liberagéo de citocinas, também conhecida como tempestade de citocinas.*! Trata-
se de um fendbmeno de resposta inflamatdria extrema, na qual citocinas sdo rapidamente
secretadas em grandes quantidades em resposta a estimulos infecciosos.? De fato, esta condigdo
é relacionada ao estado grave observado em pacientes com COVID-19 que necessitam de
internacdo em UTI®3, ocorrendo também em outras doencas como neoplasias, doencas

reumatoldgicas e sepse.3*

Dentre varios mediadores produzidos, a tempestade de citocinas na COVID-19 é
caracterizada por alta expressdo de IL-6 e TNF¥, além de IL-1B, IFN-y, IP10 e MCP1. Além
disso, pacientes internados em UTI apresentam também mais niveis elevados de citocinas como
IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF e MIP-1a do que aqueles que ndo necessitam de tratamento na UTIL!
Outro estudo mostrou que a IL-6 foi mais elevada em ndo sobreviventes do que sobreviventes
de COVID-19, sugerindo que a mortalidade por COVID-19 pode ser devido a tempestade de
citocinas ativada pelo virus e a resposta imune decorrente da infecgdo.*® A resposta inflamatéria

excessiva causa lesdo pulmonar com dano tecidual e edema, além de aumentar a secrecdo de
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mucinas e fibrina, que levam a insuficiéncia respiratéria e morte em pacientes gravemente
afetados.?® Além disso, este estado inflamatdrio esta relacionado a linfopenia grave, trombose
e infiltracdo macica de células mononucleares em outros 6rgdos,® além de coagulacéo
intravascular disseminada, sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA),
linfohistiocitose hemafagocitica (LHH) e faléncia multipla de 6rgédos, também relacionada ao
estado critico dos pacientes e subsequente 6bito** Por outro lado, os efeitos citopaticos
induzidos pelo SARS-CoV-2 e seu escape do sistema imunoldgico do hospedeiro podem

também estar relacionados ao aumento da gravidade da COVID-19.%5

1.3 Hormonios esteroides e seus efeitos imunomoduladores

Hormonios esteroides regulam uma grande variedade de processos fisioldgicos e de
desenvolvimento, desde a vida fetal até a fase adulta, e sdo sintetizados a partir do colesterol
através de um processo denominado esteroidogénese.** Este mediadores constituem uma
grande familia de produtos hormonais que séo sintetizados principalmente pelo cértex adrenal
e pelas gonadas, mas tambem sdo produzidos na placenta e no cérebro. Alguns também séo
metabolizados ou ativados perifericamente, principalmente pelo tecido adiposo, rins, figado e
pele. #2434 Os hormdnios esteroides sdo substancias lipossoltveis >4 que podem agir ligando-

se preferencialmente a receptores intracelulares e, finalmente, ativando a transcri¢do génica.*

Os hormonios esteroides sdo classificados de acordo com suas caracteristicas
bioquimicas e acgdes especificas com nomes que fazem referéncia a sua principal acédo
fisiolégica: glicocorticoides (GC), mineralocorticoides (MC) e esteroides sexuais, este ltimo
com efeitos androgénicos, estrogénicos e propriedades progestogénicas.*® O termo pregnano é
atribuido aos derivados do colesterol cujas moléculas contém 21 atomos de carbono (C21); e
androstano (C19) e estrano (C18) par aqueles com 19 e 18 4tomos de carbono, respectivamente.
Pregnanos ddo origem aos glicocorticoides e mineralocorticoides, enquanto andrégenos e 0s

estrogenos derivam dos outros dois.*”48

A glandula adrenal é composta de duas partes, a medula e o cortex.”® Diferentes
horménios esteroides sdo produzidos em diferentes partes do cortex adrenal. Na zona
glomerulosa (ZG), a camada mais externa do coértex adrenal, sdo produzidos os
mineralocorticoides, cujo principal produto é a aldosterona, responsavel pela retencdo de sodio
e liquidos, controle da pressdo sanguinea e equilibrio eletrolitico.*® A aldosterona é o

mineralocorticoide mais potente e responde por cerca de 90% da atividade desta classe de
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hormonios.*® Embora o cortisol e a corticosterona tenham principalmente atividades
glicocorticoides, também possuem alguma atividade mineralocorticoide. O cortisol tem 1/400
da poténcia da aldosterona, mas sua concentracdo é cerca de 80 vezes maior do que a

aldosterona.*>*°

Na zona fasciculada (ZF), intermediéria e mais espessa do que as demais camadas, sdo
produzidos os glicocorticoides, cujo produto final é o cortisol, que atua em inlmeros processos
metabdlicos, hemodinamicos e inflamatdrios,* e que é responséavel por cerca de 95% de toda a
atividade glicocorticoide.®® A corticosterona é responsavel por uma pequena, mas significativa
quantidade da atividade glicocorticoide total. Estresse, dor e inflamacdo causam aumento da
producéo de cortisol.*®

Na zona reticular (ZR), a camada mais interna e que estd em contato com a medula
adrenal, sdo produzidos os andrégenos adrenais (por exemplo, dehidroepiandrosterona
[DHEA], Sulfato de DHEA e androstenediona), que estimulam o desenvolvimento puberal,
crescimento de pelos e libido.*® Os androgenos também sdo produzidos nas gonadas, que € o
principal local de producéo da testosterona, e que também secretam di-hidrotestosterona (DHT)

e androstenediona.*®

Nas mulheres, estrégenos e progestagenos podem ser produzidos nas glandulas adrenais
ou nas gonadas. A principal funcdo dos estrégenos € promover a proliferacédo e crescimento de
células especificas no corpo que sdo responsaveis pelo desenvolvimento da maioria das
caracteristicas sexuais secundarias. Os progestagenos, cujo principal representante € a
progesterona, sdo responsaveis pela preparacdo do Utero para a gravidez e das mamas para
lactacdo. Em mulheres que tém os ovarios intactos, a contribuicdo adrenal para a producéo de
estrégenos circulantes € insignificante. Os homens produzem uma pequena quantidade de
estrégenos, as células de Sertoli convertem uma pequena quantidade de testosterona em
estrégeno e, além disso, os estrégenos sdo formados a partir de testosterona e androstenediol

perifericamente no figado.*

Hormonios esteroides sexuais tém efeitos profundos sobre o sistema imunoldgico, e a
compreensdo desses efeitos pode fornecer pistas importantes para o dimorfismo sexual em
varias doencas.?> A regulacdo hormonal das respostas imunoldgicas é possivel devido a
presenca de receptores para citocinas, neurotransmissores e neuropeptidios em ambos 0s
sistemas, além da producéo de mediadores e produtos neuroenddcrinos que modulam a resposta

imune e a producdo de hormonios.®>* Esta comunicagdo tem carater bidirecional;®® pois
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enguanto o sistema imune é capaz de regular a sintese hormonal,®® tais horménios sio capazes

de modular a resposta imunoldgica tanto inata quanto adaptativa.®’

Dentre os hormonios sexuais, 0s androgénios sdo principalmente supressores das
imunidades celular e humoral, tendo a capacidade de regular tanto as agdes dos linfocitos T
como dos linfocitos B.*® De fato, a testosterona regula a producdo de BAFF,> citocina
envolvida na producéo de anticorpos por células B, explicando parcialmente o aumento do risco
de doencas autoimunes nas mulheres. Estes achados corroboram estudos de décadas atras, que
ja apontavam para a maior capacidade de mulheres em produzir imunoglobulinas®®®°, o que
supostamente esta relacionado com a sua aumentada reatividade imunoldgica e resisténcia a
doengas infecciosas, como as virais®®2. Por exemplo, na infeccdo por HIV, a carga viral em
mulheres ¢ mais baixa que em homens na infeccdo aguda®®. A prevaléncia e suscetibilidade a
outras infec¢cdes causadas por virus sdo também mais altas nos homens que nas mulheres. Por
exemplo, em humanos, a influenza provoca reagcdes mais graves e hospitalizacdo em pacientes
do sexo masculino,®*®® assim como na gripe aviaria (H7N9),%8% gripe suina (HIN1)%,
sindrome respiratoria aguda grave (SARS)®® e sindrome respiratoria do oriente médio
(MERS)™. Mulheres também apresentam niveis mais altos de anticorpos & vacinacdo para
influenza e maior producéo de citocinas inflamatorias em comparagdo aos homens, que por sua
vez tém regulacéo positiva da expressao de um cluster de genes relacionados com a biossinteses
de lipidios, induzido por testosterona e relacionado a baixa atividade de anticorpos
neutralizantes contra o virus’®. Ainda, as respostas imunes mais robustas das mulheres podem
levar a reducdo da carga de patdgenos e acelerar a eliminacdo dos mesmos, por mecanismos
dependentes da maior expressdo de genes associados as vias de Toll-like receptors (TLR) e
respostas antivirais do interferon tipo I (IFN).”2"® Além de regular a producdo de anticorpos,
foi comprovado em casos de orquite autoimune que a testosterona inibe efetivamente o acimulo
de macrofagos e células T CD4+, ao mesmo tempo que aumenta o ndmero de células T
reguladoras imunossupressoras no espago intersticial testicular.”* Em modelos experimentais
de lapus, observa-se melhora da doenca na auséncia de estrogénio e com suplementacdo de
testosterona.” Além disso, homens com hipogonadismo desenvolvem doencas
reumaticas/autoimunes mais frequentemente que a populacdo em geral, visto que eles tém

baixos niveis séricos de testosterona.’®



Considerando as diferencas entre os géneros, o risco maior de mulheres desenvolverem
autoimunidade e patologias inflamatorias crénicas sugere que estas doencas sdo, de algum

modo, influenciadas pelos hormdnios esteroides sexuais.®?

1.4 Dimorfismo sexual na COVID-19

O dimorfismo sexual, ou diferengas bioldgicas entre macho e fémea, pode ser notado
através de inimeros processos de desenvolvimento, patoldgicos e fisioldgicos pelos quais 0s
humanos passam.”” A observacdo clinica de que o dimorfismo sexual desempenha um papel na
resposta imune sustenta a ideia de que o sistema enddcrino é um fator importante para o

desenvolvimento e manutencéo desta resposta.’®

A COVID-19 afeta desproporcionalmente os homens, que s&o mais suscetiveis a ao
desenvolvimento de complicagbes apOs a infeccdo com SARS-CoV-2, e que também
representam a maioria dos casos graves e desfechos fatais.”® Individuos do sexo masculino
representam aproximadamente 55% das internacdes, 63% das admissdes nas UTIs e 57% dos
Obitos, de acordo com dados divulgados pelo projeto Global Health 50/50.8° A maior taxa de
mortalidade entre os homens por COVID-19 é consistente com surtos anteriores, como SARS,
MERS e a pandemia de gripe de 1918.8! Essa discrepéncia é atribuida a variacdes hormonais e
diferencas dependentes do sexo nas respostas imunoldgicas, juntamente com a prevaléncia de
certas comorbidades e fatores ambientais ou de estilo de vida mais frequentes em homens.8283
As diferencas nas respostas bioldgicas de homens e mulheres podem ser importantes para

determinar os resultados clinicos na COVID-19.84

Acredita-se que a enzima ACE2 seja importante no risco de desenvolver a doenca grave,
ja que seus niveis de expressao sdo geralmente mais altos em homens, o que significa que mais
células podem ser vulneraveis ao virus e isso, por sua vez, pode levar a um maior risco de
desfechos graves de COVID-19 e morte.®* Outro fator importante e que reflete no dimorfismo
sexual € que, como os hormonios esteroides (como a testosterona) sdo produzidos em niveis
mais elevados em homens, este fato esta associado a diferentes desfechos de doencas
infecciosas e autoimunes, devido ao seu papel regulador nestes cenarios.®?8° A testosterona
sinaliza células imunoldgicas por meio do desencadeamento de seus receptores androgénicos
(AR) e pode regular a inflamac&o,°> que, por sua vez, é uma das caracteristicas das
complicacdes do COVID-19.8 Concomitantemente, a proteina spike do SARS-CoV-2, que

medeia a entrada deste virus no organismo do hospedeiro, é dependente de proteases,®’ como
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TMPRSS2, que é um gene regulado por androgenos.® Os niveis de testosterona diminuem
progressivamente durante a senescéncia em homens e, de fato, os dados epidemioldgicos da
COVID-19 também apontam para um papel da idade mais avancada e algumas comorbidades
concomitantes nos desfechos dessa doenca, como obesidade, diabetes e hipertensdo, dentre

outras.8%0

Sabendo da interagdo imunoendocrina e da influéncia dos horménios esteroides,
principalmente os sexuais, no desenvolvimento e no desfecho da infecgéo causada pelo SARS-
CoV-2, torna-se importante a investigacdo dessas interacdes, visando utiliza-las como
ferramentas para o desenvolvimento de tratamentos alternativos para a COVID-19. Desta
forma, este trabalho busca entender a evolugdo clinica de homens e mulheres com COVID-19
e, atraves de combinacGes especificas de marcadores clinicos e imunoenddcrinos, prever seus
resultados finais, progressao para COVID-19 grave e morte. Esses dados podem orientar futuros
estudos para elucidar os mecanismos exatos responsaveis pela disparidade entre 0s sexos na
infeccdo por SARS-CoV-2, e a elucidacdo desses mecanismos € fundamental para gerenciar a

pandemia no que diz respeito ao tratamento, vacinacdo e medidas de satde publica.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Identificar as principais interacbes imunoenddcrinas relacionadas as diferentes

apresentacdes clinicas da COVID-19.

Objetivos especificos

2.2.1 Determinar potenciais biomarcadores para a evolucao grave da COVID-19.

2.2.2 Buscar fatores de suscetibilidade e resisténcia.

2.2.3 Analisar o perfil de citocinas e de produgcdo de horménios esteroidais e seus
metabdlitos ativos nos individuos infectados com SARS-COV?2, nas diferentes apresentacdes
clinicas da COVID-19, em comparacdo a individuos saudaveis.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Caracterizacgao dos participantes do estudo

Os participantes do estudo foram admitidos antes da vacinagédo contra a COVID-19, de
abril de 2020 a janeiro de 2021, ap6s a concordancia e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), e eram pacientes que testaram positivo para infec¢do por SARS-
CoV-2. O diagnostico foi confirmado através de Real Time PCR (RT-PCR) ou ensaios
soroldgicos (IgM+), e controles saudaveis, que ndao apresentaram sintomas de COVID-19 e
testaram negativo na amplificacdo por RT-PCR do RNA viral extraido de swab nasofaringeo.
Os pacientes foram categorizados em grupos, de acordo com as diretrizes da OMS e com base
em Lucas et al, 2020,°* com algumas modificacdes (Tabela 1). Em todos os grupos foram

incluidos individuos do sexo masculino e feminino.

Os individuos saudaveis eram voluntarios do Parque Tecnologico SUPERA (cidade de
Ribeirdo Preto, estado de Sdo Paulo, Brasil), enquanto os individuos com COVID-19
participaram do estudo durante quarentena domiciliar ou internagdo em duas instituicoes
diferentes de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo Paulo, Brasil — Hospital Santa Casa de Misericordia e
Hospital Sdo Paulo. As informacdes detalhadas dos pacientes foram obtidas de prontuarios
médicos e através de comunicacdo pessoal com os préprios individuos controles saudaveis e
pacientes ambulatoriais infectados com SARS-CoV-2. O trabalho contou com a colaboragéo
dos medicos do Hospital S&o Paulo, Dr. José Joaquim Ribeiro da Rocha, Dr. Omar Feres, Dr.
Marley Ribeiro Feitosa, Dr. Rogério Serafim Parra, Dr. Fernando Crivelenti Vilar e Dr. Gilberto
Gambara Gaspar. Além disso, participaram os médicos do Hospital Santa Casa de Misericérdia
de Ribeirdo Preto, Dr. Augusto Marcussi Degiovani; Dra. Leticia de Freitas Constant; e Dra.
Fatima Magro. Estes profissionais foram responsaveis pela selegdo, avaliagdo clinica e
acompanhamento dos pacientes hospitalizados, envolvendo a caracterizagéo e classificacdo da
gravidade da doenca, com base no historico clinico, exames fisicos, de imagens e laboratoriais.
Os protocolos do estudo foram de acordo com a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), sob o codigo CAAE: 30525920-7-0000-5403. Amostras de sangue venoso foram

colhidas para realiza¢do dos ensaios descritos nos objetivos desta pesquisa.

Resumidamente, os pacientes foram classificados de acordo com o escore da doenca,
que resultou de avaliacéo clinica e exames laboratoriais (Tabela 2). As caracteristicas avaliadas
foram a presenca de sintomas relacionados a COVID-19, oximetria de pulso, PaO2/FiO,
suporte hospitalar em unidade de terapia intensiva (UTI), suplementag&o de oxigénio em cateter
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de baixo fluxo ou méscaras de ventilagdo, intubacdo orotraqueal (I0T) e marcadores de
evolucdo da doenca como necessidade de hemodidlise, sepse, coagulacdo intravascular
disseminada ou faléncia de mdltiplos 6rgdos. Cada um desses parametros recebeu uma
pontuacao especifica e a soma desses pontos foi definida como o escore individual da doenca
do paciente. Assim, os participantes do estudo foram categorizados como ndo graves (0-4) ou
graves, cujo escore variou de 6 a 16 pontos dependendo das varidveis descritas acima. Em
seguida, individuos do sexo feminino e masculino foram comparados dentro dos grupos
controle saudavel (CS), ndo grave (NG) ou grave (G), definidos de acordo com os parametros
pontuados no dia da coleta de sangue. Para as mulheres, tivemos um total de 56 pacientes CS,
45 NG e 44 G, enquanto os homens foram 36 CS, 47 NG e 62 G.O delineamento experimental

deste estudo encontra-se resumido e esquematizado abaixo, na Figura 1.
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Figura 1. Esquema de coleta de dados clinicos e amostras, classificagdo dos pacientes e obtencao de dados
experimentais. O estudo contou com a participacdo de individuos dos sexos feminino e masculino, que foram
categorizados em grupos. Individuos que testaram negativo para COVID-19 foram incluidos no grupo controle
saudavel, enquanto individuos que foram detectados como infectados com SARS-CoV-2 foram incluidos nos
grupos de pacientes ndo-graves e graves, de acordo com escore clinico da doenca, definido com base na avaliagdo
clinica e exames laboratoriais desses pacientes. As amostras de sangue (plasma) foram utilizadas para a
quantificacdo de citocinas por cytometric bead array (CBA) e hormonios por espectrometria de massas. Os
leucdcitos do sangue periférico foram utilizados para ensaio de transcriptoma, alvo de estudos de outro trabalho
do grupo.
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Tabela 1. Classificacdo dos pacientes admitidos no estudo.

Classificacao Sintomas e parametros laboratoriais
Controles saudaveis e Sem detecgdo de RNA viral por PCR
(C9)

e Auséncia de sinais clinicos para COVID-19

o Deteccédo do material genético do SARS-CoV-2 por PCR e/ou presenga de IgM*apés
teste soroldgico
o Auséncia ou presenca de febre, dispneia, tosse, fadiga, diarreia, vomito, dor de cabega,
Doenga ndo grave ageusia, anosmia ou mialgia
(NG)
D Saturagdo de oxigénio > 93%
o Se necessario, uso de catéter de baixo fluxo ou mascara de ventilagéo

o Sem necessidade de intubac&o orotraqueal (10T)

o Deteccédo do material genético do SARS-CoV-2 por PCR e/ou presenga de IgM*apés
teste sorolégico
. Hospitalizagdo em unidade de tratamento intensivo (UTI)

. Saturagao de oxigénio < 93%

Doenga grave «  PaO,/Fio, < 250mmHg

©)
o Manifestacdo de desconforto respiratério grave
o Pode haver necessidade de 10T

o Pode haver necessidade de hemodialise e desenvolvimento de sepse, choque séptico
ou faléncia maltipla de érgaos

3.2 Coleta e processamento de amostras sanguineas

Para todos os participantes deste estudo, profissionais qualificados e que fazem parte do
consoércio ImmunoCOVID colheram amostras de sangue venoso. Para os individuos infectados
com SARS-CoV-2 que ndo necessitaram de internacdo hospitalar, os exames de rotina de
analises clinicas foram realizados no SAC — Servico de Analises Clinicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP) — USP. Para aqueles pacientes que
necessitaram de hospitalizacdo, os exames de rotina e analises clinicas foram realizados pelos
hospitais em que esses individuos estavam internados. As amostras foram encaminhadas ao
laboratorio NB2 da FCFRP/USP para o0s ensaios propostos sem identificagio nominal do
paciente, que foi identificado apenas por um c6digo numérico. O sangue foi centrifugado para
obtencdo de plasma e leucdcitos (buffy coat) e parte do plasma EDTA foi misturado com
metanol (1:1, v/v). As amostras resultantes deste processamento foram encaminhadas para o
SAC para analises clinicas ou foram armazenadas em freezer -80°C para posterior quantificacdo

citocinas e extracao, aquisicdo e analise de esteroides por LC-MS/MS.
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3.3 Quantificacéo de citocinas plasmaticas por cytometric bead array (CBA)

As citocinas plasméticas (IL-6, IL-8 e IL-10, 1L12p70, IL-1p e TNF) foram
quantificadas por citometria de fluxo, utilizando-se o Human Inflammatory Cytokine CBA (BD
Biosciences, San Diego, EUA), conforme as instrucdes do fabricante. As amostras foram
adquiridas no citdmetro de fluxo FACS Canto 1l e os resultados analisados pelo software FCAP
array v3 (BD).

3.4 Quantificacdo de horménios
3.4.1 Extragédo de hormonios esteroides

A extracdo, aquisicdo e andlise de esteroides por LC-MS/MS foi feita com base em um
protocolo adaptado de Wang et al, 2014.%% Para proceder a extracdo dos hormadnios, o metanol
das amostras foi evaporado e o contetdo restante foi ressuspenso em 250uL de tampéo acetato
(0,5 mol/L, pH 5,5), seguido de 2h de agitagdo em temperatura ambiente. Em seguida, 10uL de
solucéo de padréo interno (IS) foram adicionados para a quantificacdo dos horménios. Para a
extracdo liquido-liquido, adicionamos 800uL de acetato de etila:hexano frio (6:4, v/v) as
amostras, que foram homogeneizadas em um Bead-ruptor (Omni) por 3 minutos a 10 Hz. A
fase organica, que contém os horménios, foi coletada e transferida para um tubo de 2 mL. A
fase aquosa foi submetida a uma segunda extracdo, com adicdo de 800uL de &cido férmico a
10% em acetato de etila, seguido de homogeneizacdo em Bead-ruptor por 3 minutos a 10 Hz,
seguindo para centrifugacdo por 10 minutos, 2000 x g e 4°C. A fase organica foi recolhida e
misturada a primeira fracdo de extracdo. Essas camadas organicas combinadas foram
evaporadas usando um sistema speed vac (Eppendorf) a 30°C. Em seguida, o extrato da amostra
foi redissolvido em 300uL de tampé&o carbonato de aménio (0,2 mol/L, pH 9,8). Em seguida,
600uL de acetato de etil:hexano (6:4, v/v) foram adicionados para outra rodada de extracao. A
fase organica foi coletada em um tubo de 2 mL e 600uL de acetato de etil puro foi adicionado
a fase aquosa, homogeneizado novamente no bead-ruptor (3 minutos a 10 Hz), e as camadas
organicas foram combinadas e evaporadas no sistema speed vac. A amostra final do extrato
hormonal esteroide foi reconstituida em 50uL de metanol:agua (7:3, v/v), homogeneizado em
vortex por 5 minutos e centrifugado por 10 minutos a 2000 x g e 4°C. O sobrenadante foi

transferido para frascos de injecdo de HPLC.
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3.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa em
tandem (LC-MS/MS)

A separacdo cromatogréfica foi realizada em um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) Nexera, da Shimadzu (Kyoto, HO, JP) de acordo com Peti et. al, 2018.%
As fases moveis utilizadas foram (A) &cido férmico 0,1% em agua e (B) acido formico 0,1%
em acetonitrila. Foi utilizada a coluna Ascentis Express C18 (100 x 2,1 mm; 2,7 um) da Supelco
(St. Louis, MO, EUA), com volume de injegdo de 10uL e vazdo de 0,5 mL/min. A condicédo de
gradiente foi de 1 minuto com 30% da fase B, seguido de aumento para 50% até o minuto 2, e
depois 60% no intervalo entre os minutos 2-5, que foi mantido até 8 minutos. Em seguida,
aumentou-se para 98% da fase B (9 minutos), mantendo-se esta condi¢do até 11 minutos. As
configuracOes de canal MRM, a energia de colisdo e 0 potencial de desagrupamento foram
otimizados para os alvos hormonais individuais (11_dehidrocorticosterona (11_DHC), cortisol,
aldosterona,  cortisona,  testosterona,  di-hidrotestosterona,  dehidroepiandrosterona,
androstenediona, androsterona, adrenosterona e estrona). A analise por espectrometria de
massas foi realizada utilizando um TripleTOF® 5600+ (Sciex-Foster, CA, EUA), em modo de
operacdo positivo. Os parametros estabelecidos foram gas 1: 60 psi; gas 2: 40 psi; gas de
cortina: 25 psi; voltagem de pulverizagéo de ions: 5 kV; temperatura turbo: 550°C; faixa de m/z
dos ions produto: 50 a 400; e tempo de permanéncia: 100 ms. A solucdo de calibracdo negativa
de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) (Sciex — Foster, CA, EUA) foi usada para
calibracéo de massa (< 2 ppm). Os dados foram adquiridos com o software Analyst™ (SCIEX-
Foster, CA, EUA). A identificacdo dos hormonios foi realizada com o software PeakView™
(SCIEX-Foster, CA, USA) e sua quantificacdo foi feita pelo software MultiQuant™ (SCIEX-
Foster, CA, USA), que normaliza as intensidades de pico de ions moleculares individuais de
acordo com um padrdo interno para cada horménio esteroide. A concentracdo final dos
horménios lipidicos foi normalizada pelo volume inicial de plasma e os resultados foram
expressos em nanogramas por mililitro (ng/mL). A metodologia de espectrometria de massas
aqui utilizada quantificou os horménios plasmaticos totais e compreendeu etapas de dissociacao

para remocao de proteinas, para aumentar a precisdo da quantificacdo dos mesmos.
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3.4.3 Analises estatisticas

Os dados do estudo foram descritos como frequéncias absolutas e percentuais (variaveis
qualitativas), bem como média, desvio padréo, valores minimo, mediano e maximo (variaveis
quantitativas). Em relacdo as comparacgdes entre grupos e sexo para variaveis quantitativas, foi
utilizada a analise de covariancia (ANCOVA) que permitiu as comparagoes de grupos, além do
ajuste de covariaveis.** Os modelos utilizados para a obtencdo dos dados foram ajustados para
faixa etéria e covariaveis como obesidade, diabetes, hipertensdo arterial sistémica, outras
doencas cardiovasculares (incluindo insuficiéncia cardiaca, doenca de Chagas, cardiomegalia,
angina instavel, doenga ateromatosa difusa, doenca arterial coronariana, acidente vascular
cerebral, infarto do miocérdio, varizes, insuficiéncia venosa crénica, arritmias cardiacas),
doencas respiratorias (asma, bronquite, doenca pulmonar obstrutiva crénica, enfisema, lesao

pulmonar, tromboembolismo pulmonar e pneumonia) e historico de tabagismo.

Para os correlogramas, foi utilizada a funcéo corrplot do pacote R “corrplot” (versao
0.84) para construir os gréaficos a partir das matrizes de correlagdo computadas. Os coeficientes
de correlacgéo (r) e os valores de p foram formatados e organizados usando o pacote Hmisc em
R. Os coeficientes de correlacdo de Spearman (rho) foram calculados e os valores de p exatos
foram obtidos. Da mesma forma, a anélise de correlacdo entre os e as variaveis continua e
discreta “testosterona” e “dias de internacao”, respectivamente, foi realizada pelo teste de
Spearman. Por outro lado, a correlagdo entre testosterona e a variavel ordinal “suporte
respiratorio” (0: sem suporte, 1: cateter nasal de baixo fluxo, 2: mascaras de ventilagao, 3: IOT)

foi analisada por correlacao polisserial.

As andlises foram realizadas com o software SAS 9.4 e GraphPad Prism™ (versdo 9.0)
(San Diego, CA, EUA). Para todas as comparacdes, adotou-se o nivel de significancia de 5%.

Os graficos foram construidos utilizando o software GraphPad Prism e R verséao 4.0.4.
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¢. Resultados
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4.1 Caracterizagao clinica

Foram admitidos no estudo 290 individuos, dentre eles 92 pessoas nao infectadas com
SARS-CoV-2 (56 mulheres e 36 homens) e pacientes com COVID-19, classificados como
pacientes ndo graves (92 individuos, sendo 47 mulheres e 45 homens) ou graves (106
individuos, sendo 44 mulheres e 62 homens), conforme escore clinico. Desta forma, a maioria
dos individuos doentes graves eram homens (Tabela 2), corroborando com dados divulgados
por outros estudos.?

Como j& é sabido, fatores do hospedeiro, incluindo sexo, comorbidades e idade sdo os
importantes determinantes da gravidade e progressdo da COVID-19.% Observando os pacientes
acometidos com a forma grave da doenca, a maioria possui acima de 50 anos (79,55% das
mulheres e 79,03% dos homens), confirmando que o envelhecimento em si é um fator de risco
proeminente para doenga grave e morte por COVID-19.%® E possivel notar também que a
maioria dos pacientes com a forma grave apresentava hipertensdo arterial sistémica (80,49%
das mulheres e 60,71% dos homens), enquanto que uma parcela tambem era diabética e/ou
obesa. A maioria dos pacientes graves fez uso de corticoide (81,82% das mulheres e 90,32%
dos homens, Tabela 2), embora de forma estatisticamente similar; ou seja, ndo houve diferencas
relevantes do uso deste medicamento entre homens e mulheres. Ademais, 100% das mulheres
e 96,77% dos homens em estado grave necessitaram de suporte respiratorio, especialmente

intubacdo orotraqueal (Tabela 2).

Tabela 2. Dados clinicos e demogréaficos dos controles saudaveis e pacientes com COVID-19.

. Controles saudaveis (n, %) Néo grave (n, %) Grave (n, %)
Variaveis
Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres Homens
Faixa etaria
Até 50 anos 46 (82:14%)  29(80:56%)  35(77-78%)  27(5745%)  9(20445%) 13 (20:97%)
Acima de 50 anos 10 (17:86%)  7(1944%)  10(2222%) 20 (42:55%)  35(79:55%) 49 (79:03%)
Obesidade
N&o 46 (82:14%) 28 (77:78%)  33(7333%)  31(6596%)  23(53-49%) 38 (61:29%)
Sim 10 (17-86%)  8(2222%)  12(26'67%) 16 (34:04%) 20 (46:51%) 24 (3871%)
Diabetes
N&o 54 (9643%) 32 (88:89%) 39 (88:64%) 33 (75%) 24 (5854%) 31 (5536%)
Sim 2 (3:57%) 4(1111%) 5 (11:36%) 11 (25%) 17 (41-46%) 25 (44:64%)
HAS*
N&o 50 (89-29%) 29 (80-56%) 39 (88-64%) 33 (75%) 8 (19:51%) 22 (39-29%)
Sim 6 (10-71%) 7 (19-44%) 5 (11:36%) 11 (25%) 33 (80:49%) 34 (60-71%)
Outras DCV**
Néo 52 (92-86%) 32 (88:89%) 36 (81-82%) 36 (81-82%) 34 (82:93%) 46 (82:14%)
Sim 4 (7:14%) 4(11-11%) 8 (18:18%) 8 (18:18%) 7(17:07%) 10 (17-86%)
Doencas respiratdrias
Néo 53 (94-64%) 29 (80-56%) 32 (72:73%) 37 (84:09%) 39 (95-12%) 50 (89-29%)
Sim 3 (5:36%) 7(1944%)  12(2727%)  7(1591%) 2 (4-88%) 6 (10-71%)
Histérico de tabagismo
N&o 41 (73-21%) 27 (75%) 42(97°67%)  35(8333%)  30(9375%) 41 (77-36%)
Sim 15 (26:79%) 9 (25%) 1(2:33%) 7(16:67%) 2 (6:25%) 12 (22:64%)
Uso de Corticoide
Néo
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Sim 56 (100%) 36 (100%) 34 (75:56%) 23 (50%) 8 (18-18%) 6 (9-68%)

0 (0%) 0 (0%) 11 (24-44%) 23 (50%) 36 (81-82%) 56 (90-32%)
Suporte respiratério
Néo 56 (100%) 36 (100%) 39 (86:67%) 27 (57-45%) 0 (0%) 2(3-23%)
Sim 0 (0%) 0 (0%) 6 (13-33%) 20 (42:55%) 44 (100%) 60 (96:77%)
Morte
Néo 56 (100%) 36 (100%) 44 (97-78%) 43 (91-49%) 19 (43-18%) 30 (4839%)
Sim 0 (0%) 0 (0%) 1(11:36%) 4 (8:51%) 25 (56:82%)  32(51:61%)

*HAS: hipertensdo arterial sisttmica
** DCV: doengas cardiovasculares

Como esperado, as taxas de mortalidade aumentam substancialmente entre os pacientes
com COVID-19 grave, sendo este o desfecho de 56,82% das mulheres e 51,62% dos homens
deste grupo. A categorizacdo detalhada dos individuos de acordo com o sexo e o estado da
doenca, juntamente com seus dados demograficos, esta descrita na tabela acima.

Considerando-se o agravamento da COVID-19 em uma parcela dos pacientes
infectados, foram realizadas comparacGes em relacdo ao tempo de hospitalizacdo e escore
clinico de homens e mulheres (Figura 2). Observou-se que os individuos do sexo masculino
necessitaram de tempo maior de hospitalizacdo até o desfecho clinico da doenca (6bito ou
convalescenca), que as mulheres. Os homens com COVID-19 também apresentarem escore
clinico maior, indicando que, na maioria dos casos, a doenca se apresenta de forma mais grave

no sexo masculino, como relatado em outros trabalhos.%6-%

p= 04003 6 PR

107 1 '

£ () (-]
1 1 1

Dias de hospitalizacao

N
1

0-

0-

Mulher Homem Mulher Homem

Figura 2. Comparagéo do tempo de hospitalizacéo e escore clinico da COVID-19 entre homens e mulheres.
O periodo de internacdo (em dias) e o escore clinico da doenca foram retratados na figura. A analise foi feita
através da comparagdo entre os homens e mulheres participantes do estudo, considerando-se um n total de 145
mulheres e 145 homens em cada grupo. Os valores exatos de p estdo representados na figura.

Como homens, pacientes idosos ou com comorbidades correm maior risco de
desenvolver COVID-19 grave, as avaliac@es seguintes relacionadas as comparagoes entre sexos
dos grupos graves ou ndo graves foram ajustadas conforme os fatores confundidores idade,
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obesidade, diabetes, hipertensao arterial, outras doencas cardiovasculares, historia de tabagismo
e doencas pulmonares.

4.2 Caracterizacdo do perfil de células do sistema imune

Durante a infec¢do por SARS-CoV-2, algumas celulas do sistema imunolégico, como
neutréfilos, tém sua populacdo aumentada, enquanto outras, como os linfécitos, tornam-se
menos frequentes.®” As anélises de sangue dos participantes do nosso estudo mostraram que
comparado com os individuos controle, os pacientes com COVID-19 apresentaram aumento na
quantidade de leucdcitos totais circulantes, condigdo conhecida como leucocitose (Figuras 3A
e 4A). Apods a analise individual dos leucdécitos, foi visto que os neutréfilos tiveram um aumento
consideravel em seu numero, o que chamamos de neutrofilia, e que corrobora com dados ja
conhecidos da literatura. A neutrofilia péde ser detectada tanto quando analisamos o0s
individuos com COVID-19 de forma geral como separadamente (apds ajustes de
confundidores), sendo que, dentre os grupos de pacientes, a neutrofilia mais acentuada foi vista
no grupo grave, em ambos os sexos (Figuras 3B e 4B). Como esperado, houve reducédo do
numero de linfécitos circulantes, condicdo conhecida como linfopenia, tanto na andlise dos
individuos infectados como um todo quanto separadamente em grupo (Figuras 3C e 4C), e que
assim como a neutrofilia, foi mais acentuada na COVID-19 grave, independentemente do sexo
dos pacientes (Figura 4C). Da mesma forma, os eosindfilos, basofilos e mondcitos circulantes
foram reduzidos durante a COVID-19 (Figuras 3D-F), e quando olhamos o0s grupos
separadamente, percebe-se que essas células estdo reduzidas em pacientes graves em
comparacdo com individuos saudaveis ou com COVID-19 ndo grave (Figuras 4D-F), embora
0s homens tenham mantido niveis significativamente mais elevados de monadcitos do que as
mulheres no pior cendario clinico (Figura 4F). Nao houve diferenca significativa na
quantificacdo de plaquetas entre os individuos saudaveis e pacientes com COVID-19, mesmo

quando analisados os grupos categorizados conforme a gravidade da doenca. (Figuras 3G e 4G).
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Figura 3. Quantificagao de leucocitos do sangue periférico de controles saudaveis e pacientes infectados com
SARS-CoV-2. Exames laboratoriais e contagem de leucdcitos foram obtidos conforme descrito na Figura 1. Em
(A) leucocitos totais do sangue, (B) frequéncia de neutréfilos (%), (C) linfécitos (%), (D) eosindfilos (%), (E)
baséfilos (%), (F) mondcitos (%) e (G) plaguetas (M/mm2). As analises foram realizadas entre individuos
saudaveis e pacientes infectados, divididos por sexo, considerando-se um n total de 56 mulheres e 36 homens no

grupo controle e 89 mulheres e 109 homens no grupo COVID-19. Os valores exatos de p estdo representados na
figura.
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Figura 4. Quantificacdo de leucdcitos do sangue periférico de controles saudaveis e pacientes com COVID-
19, separados em grupos de acordo com a gravidade da doenca. Exames laboratoriais e contagem de leucdcitos
foram obtidos conforme descrito na Figura 1. Em (A) leucécitos totais, (B) frequéncia de neutrdfilos (%), (C)
linfdcitos (%), (D) eosinofilos (%), (E) baséfilos (%), (F) mondcitos (%) e (G) plaquetas (M/mm2). As anélises
foram realizadas entre individuos saudaveis e pacientes com a forma néo grave e grave da COVID-19, divididos
por sexo, considerando-se um n total de 56 mulheres e 36 homens no grupo controle, 45 mulheres e 47 homens no
grupo ndo grave e 44 mulheres e 62 homens no grupo grave. Os valores exatos de p estdo representados na figura.
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4.3 Caracterizacao do perfil de citocinas

A inflamacdo sisttmica que acomete pacientes com COVID-19 pode ser vista com
alteracBes na producao de citocinas plasmaticas, que refletem a atividade da doenca.323” Sendo
assim, utilizando amostras de sangue de individuos saudaveis e pacientes com COVID-19, foi
realizada a quantificacdo de citocinas circulantes e comparacéo do perfil imunoldgico entre os
3 grupos (controles saudaveis, ndo graves e graves).

Os resultados mostraram que houve aumento significativo das citocinas IL-6 e IL-8 em
pacientes com COVID-19 de forma geral, independentemente do sexo ou gravidade da doenca
(Figuras 5B e 5C, respectivamente). A producéo de IL-10 foi significativamente mais alta nos
pacientes com COVID-19 comparando-se aos saudaveis, especialmente nos homens em relacao
as mulheres doentes (Figura 5D). Pacientes do sexo feminino apresentaram maior producdo de
TNF durante a COVID-19 em comparacdo a mulheres néo infectadas (Figura 5F), enquanto
ndo foram observadas alteracdes relevantes em 1L-12 e IL-1B (Figuras 5A e SE,
respectivamente).

Quando analisamos 0s grupos separadamente e realizamos as analises conforme 0s
fatores confundidores, observamos que o aumento se mantém em IL-6, IL-8 e IL-10, de acordo
com a gravidade da doenca, independentemente do sexo dos pacientes (Figuras 5B-D).
Confirmando os resultados anteriores, ndo houve alteracdes significativas na producéo de IL-
12p70 entre os individuos em nenhum dos cenarios (Figuras 5A e 6A) e quando analisamos IL-
1B e TNF entre os 3 grupos, o aumento de citocinas na COVID-19 ndo foi detectado (Figuras
6E-F)

Esse conjunto de dados nos permitiu caracterizar imunologicamente o0s pacientes
homens e mulheres com COVID-19, que apresentam caracteristicas inflamatorias relevantes

para o curso da doenca.
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Figura 5. Quantificacéo de citocinas em controles saudaveis e pacientes com COVID-19. Cytokine Bead Array
(CBA) foi realizado para analise das citocinas e determinacdo da concentracdo destes mediadores no sangue
periférico de individuos controles e pacientes com COVID-19, considerando-se um n total de 56 mulheres e 36
homens no grupo controle e 89 mulheres e 109 homens no grupo COVID-19. Os valores exatos de p estdo

representados na figura.
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Figura 6. Quantificagdo de citocinas em controles saudaveis e pacientes com COVID-19, separados em
grupos de acordo com o sexo e a gravidade da doenca. Cytokine Bead Array (CBA) foi realizado para analise
das citocinas para determinagdo da concentracdo destes mediadores no sangue periférico de individuos controles
e pacientes com COVID-19, considerando-se um n total de 56 mulheres e 36 homens no grupo controle, 45
mulheres e 47 homens no grupo ndo grave e 44 mulheres e 62 homens no grupo grave. Os valores exatos de p

estdo representados na figura.
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4.4 Caracterizagdo do perfil hormonal

Em sequéncia, sabendo da existéncia da interacdo imunoenddcrina e do importante
papel dos hormonios esteroides na regulacdo da resposta imune, foi determinado o perfil
enddcrino dos participantes controles e pacientes infectados por SAR-CoV-2.

Considerando-se 0s horménios adrenais, a COVID-19 levou a reducdo de 11-
diidrocorticosterona (11-DHC) comparando-se a individuos ndo infectados, do sexo masculino
(Figura 7A), enquanto as mulheres infectadas com SARS-CoV-2 apresentaram diminuicéo
significativa de cortisol (Figura 7C) e, especialmente, aldosterona (Figura 7D). De forma
interessante, a cortisona, cujas concentracdes plasmaticas foram mais elevados no grupo
controle, foi significativamente reduzida em ambos 0s sexos, apos a infeccdo (Figura 7B). A
COVID-19 néo influenciou nos niveis de adrenosterona, androstenediona ou androsterona, em

pacientes do sexo masculino ou feminino (Figuras 7E, F e G, respectivamente).
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Figura 7. Quantificacdo de hormdnios esteroides adrenais em controles saudaveis e pacientes infectados
com SARS-CoV-2. Através da espectrometria de massas, foi possivel realizar a analise dos horménios para
determinacéo da quantificacdo destes mediadores no plasma de individuos controles e pacientes com COVID-19,
do sexo masculino e feminino, considerando-se um n total de 56 mulheres e 36 homens no grupo controle e 89
mulheres e 109 homens no grupo COVID-19. Os valores exatos de p estdo representados na figura.
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Ao comparamos os subgrupos de COVID-19, conforme sexo e gravidade, observamos
que apenas dois hormonios tiveram alteragdes relevantes em homens ou mulheres, apds ajustes
das covaridveis confundidoras. A cortisona, mais elevada em participantes controles,
apresentou queda significativa em ambos 0s grupos nédo graves e graves, do sexo masculino,
sendo que a reducdo nos homens néo graves foi ainda mais significativa que nas mulheres do
mesmo grupo (Figura 8B). E importante ressaltar novamente que estes pacientes néo diferiram
no uso de corticosteroides para tratamento da COVID-19. Por outro lado, a aldosterona
manteve-se em niveis mais baixos nas mulheres ndo graves e graves comparando-se a
participantes ndo infectadas, do sexo feminino, que tiveram este hormonio aparentemente mais

elevado que os homens controles (Figura 8D).
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Figura 8. Quantificacdo de hormdnios esteroides adrenais em controles saudaveis e pacientes infectados
com SARS-CoV-2, separados em grupos de acordo com a gravidade da doenca. Através da espectrometria de
massas, foi possivel realizar a andlise dos hormonios para determinacéo da quantificacdo destes mediadores no
plasma de individuos controles e pacientes com COVID-19, do sexo masculino e feminino, considerando-se um n
total de 56 mulheres e 36 homens no grupo controle, 45 mulheres e 47 homens no grupo nao grave e 44 mulheres
e 62 homens no grupo grave. Os valores exatos de p estdo representados na figura.
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Em seguida, foram quantificados hormonios que poderiam ter influéncia direta no
dimorfismo sexual, como andrégenos e estrogenos. Os resultados mostraram que, conforme
biologicamente esperado, os homens produziram mais testosterona que as mulheres, a despeito
da infeccdo por SARS-CoV-2. Entretanto, os niveis deste horménio foram substancialmente
reduzidos na COVID-19 em pacientes do sexo masculino, o que ndo ocorreu no sexo feminino
(Figura 9A). Em concordancia, houve reducdo de desidroepiandrosterona (DHEA) nos homens
com COVID-19, comparados aos controles do mesmo sexo (Figura 9C). De forma interessante
houve tendéncia ao aumento dos niveis do metabdlito da testosterona, a di-hidrotestosterona
(DHT), nos homens com COVID-19 (Figura 9B).
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Figura 9. Quantificagdo de hormonios sexuais em controles saudaveis e pacientes infectados com SARS-
CoV-2. Através da espectrometria de massas, foi possivel realizar a andlise dos horménios para determinacdo da
quantificacdo destes mediadores no plasma de individuos controles e pacientes com COVID-19, do sexo masculino
e feminino, considerando-se um n total de 56 mulheres e 36 homens no grupo controle e 89 mulheres e 109 homens
no grupo COVID-19. Os valores exatos de p estdo representados na figura.
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Em vista destes resultados e, considerando-se que o envelhecimento e comorbidades
podem estar associados a reducdo de hormoénios androgénicos, procedemos as andlises da
variagdo hormonal na COVID-19, conforme o sexo e gravidade da doenca, ajustando 0s
resultados pelos fatores confundidores j& descritos anteriormente. N&o se observou diferenca
significativa nos niveis de DHEA e estrona, em homens ou mulheres, ndo graves ou graves
(Figuras 10 C e D, respectivamente). Entretanto, foi notdria a manutengéo da baixa testosterona
em pacientes do sexo masculino com COVID-19 grave, se assemelhando aos niveis
normalmente encontrados no sexo feminino (Figura 10A). Ao contrario, houve uma clara
tendéncia ao aumento de DHT, conforme maior a gravidade da doenga, independentemente dos
fatores confundidores avaliados neste estudo (Figura 10B). E importante ressaltar que muitos
pacientes ndo tiveram detec¢do deste hormonio, o que impactou a analise matematica dos
dados. Em sequéncia, avaliamos a inter-relacéo entre testosterona e DHT nas diferentes formas
da COVID-19. Os dados mostraram, mais uma vez, a dindmica divergente entre estes dois
hormonios androgénicos nos homens, mas ndo nas mulheres infectadas por SARS-CoV-2
(Figura 10 E).
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Figura 10. Quantificagdo de hormonios esteroides sexuais em controles saudaveis e pacientes infectados com
SARS-CoV-2, separados em grupos de acordo com a gravidade da doenca. Através da espectrometria de
massas, foi possivel realizar a anélise dos hormonios para determinacéo da quantificacdo destes mediadores no
plasma de individuos controles e pacientes com COVID-19, do sexo masculino e feminino. Em (E), comparagao
entre os niveis de testosterona e DHT entre individuos dos 3 grupos, em ambos 0s sexos, considerando-se um n
total de 56 mulheres e 36 homens no grupo controle, 45 mulheres e 47 homens no grupo nao grave e 44 mulheres
e 62 homens no grupo grave. Os valores exatos de p estdo representados na figura.
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Niveis diminuidos de testosterona ocorreram em paralelo com potentes respostas
inflamatorias e com a forma grave da doenca. Portanto, também investigamos a correlacéo entre
os parametros imunoldgicos e enddcrinos quantificados neste estudo. Nas mulheres, a
testosterona ndo se correlacionou significativamente com os escores da doencga (Figura 11A).
Por outro lado, houve uma correlagdo positiva entre os niveis de IL-6, IL-8, IL-10, frequéncia
de neutréfilos e idade com a gravidade da doenga em homens e, mais importante, uma
correlacdo inversa significativa entre os niveis de testosterona com as citocinas ou escore de
gravidade da doenca (Figura 11B). Estes achados sugerem que existe um papel regulador
importante para a testosterona na inflamacao associada ao pior desfecho da COVID-19.
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Figura 11. Correlogramas dos parametros imunoldgicos e enddcrinos associados a evolugédo da COVID-19
em individuos do sexo feminino e masculino. Vérios parametros foram comparados, ao mesmo tempo, para
identificar correlacdo entre eles. Entre estes pardmetros estdo os hormo6nios que mais se destacaram no estudo
(testosterona, DHEA, cortisona, cortisol e DHT), citocinas que tiveram resultados significativos (IL-10, IL-6 e IL-
8), escore clinico, idade, indice de massa corporal (BMI) e células do sistema imunoldgico (linfécitos, neutréfilos
e eosindfilos). Os asteriscos representam correlagdes significativas, com p < 0.05.
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5 Discusséao

Muitas perguntas relacionadas & COVID-19 ainda permanecem sem resposta, incluindo
0 esclarecimento dos mecanismos relacionados ao dimorfismo sexual no desfecho da doenca.
Neste trabalho, analisamos a interagdo entre as respostas hormonais e imunoldgicas, que juntas
contribuem para o agravamento da COVID-19 em homens, o que foi possivel devido a uma
nova e abrangente avaliacdo. Além disso, nossos achados geraram importantes conhecimentos
que podem impactar e contribuir no manejo da COVID-19.

Estudos indicam que a hipertensdo é a comorbidade mais frequente entre pacientes com
COVID-19.1% De fato, a analise das comorbidades dos pacientes do nosso estudo corrobora
com esses dados. Porém essa frequéncia ndo é totalmente surpreendente nem implica
necessariamente uma relagdo causal entre hipertensdo e COVID-19 ou sua gravidade, uma vez
que a hipertensdo € extremamente frequente em idosos. Além disso, as pessoas mais velhas
parecem estar particularmente em risco de serem infectadas com SARS-CoV-2 e de
experimentar formas graves e complicagdes da COVID-19.%°

Um dos medicamentos utilizados para tratamento da COVID-19 grave sdo 0s
corticoides. Na coorte de pacientes avaliada neste trabalho, a maioria dos pacientes com
COVID-19 fazia uso deste medicamento anti-inflamatério. Entretanto, a sua utilizagdo néo
gerou viés em nossas analises, uma vez que homens e mulheres usaram igualmente este
medicamento, enquanto doentes. De fato, desde o inicio da pandemia, os corticoides vém sendo
mencionados como possivel tratamento para os pacientes com COVID-19, por sua conhecida
acdo eficaz em outras doencas respiratorias e inflamatorias.'°%1%* A tempestade de citocinas é
um importante agravante ndo somente da COVID-19, mas também de outras doencas, e
algumas delas sdo tradicionalmente tratadas com corticoides. %1% Ainda nos primeiros meses
da pandemia, foram realizados alguns estudos com corticoides injetaveis como a
metilprednisolona, que comprovaram uma menor necessidade de transferéncia para a UTI apds
0 seu uso, além de também reduzir a mortalidade.'%-2°” Em julho de 2020, pesquisadores de
Oxford publicaram um grande estudo clinico que demonstrou que o corticoide (dexametasona,
tanto oral como injetavel) tem de fato um papel importante nos casos graves da COVID-19. O
tratamento com corticoide possibilitou que os pacientes em UTI se recuperassem de forma mais
rapida do que os pacientes que ndo tomaram a medicacdo, além de diminuir a sua
mortalidade.’®® Com base neste e em outros novos estudos, que comprovaram a eficacia do
corticoide, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em setembro de 2020, passou a incluir a

corticoterapia em seu protocolo de tratamento para os pacientes com COVID-19 grave.'%®
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O desenvolvimento de sindromes respiratérias durante a COVID-19 aumentou a
necessidade de uso da ventilacdo mecénica. Esse subito aumento da demanda por leitos de UTI
e ventiladores abalou, em muitos paises, a infraestrutura na area da saide.!!® O uso dos
ventiladores promove melhor desempenho de trocas gasosas e diminui o esforco respiratorio,
podendo ser ndo invasivo, por meio de uma interface externa, como mascara facial, ou invasivo,
através de intubagdo ou traqueostomia.!'! Estima-se que 20% dos pacientes diagnosticados com
COVID-19 desenvolvem a forma grave da doenca, podendo adquirir a sindrome do desconforto
respiratério agudo (SDRA). A partir disso, o paciente acaba manifestando uma insuficiéncia
respiratéria hipoxémica aguda e cerca de 42 a 100% desses pacientes necessitam de auxilio
respiratorio.''? Todas as mulheres e a grande maioria dos homens que participaram do nosso
estudo e estavam com COVID-19 grave necessitaram do uso de aparelhos para suporte
respiratorio.

Estudos mostram que pacientes com COVID-19 apresentam niveis mais elevados de
diversas citocinas como IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF. De fato, a gravidade e o desfecho da
doenca podem estar associados a producdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias, o que
conhecemos como tempestade de citocinas, levando a sindrome do desconforto respiratério
aguda (SDRA), conforme descrito anteriormente.'** No nosso estudo, apds a analise dos tipos
celulares e concentracao de citocinas no plasma de individuos controles e pacientes infectados,
foi detectada neutrofilia e linfopenia, além do aumento gradativo das citocinas IL-2, IL-6 e IL-
8, a medida que a gravidade da doenca também foi aumentando. Os niveis séricos de IL-6 sdo
muito mais elevados em pacientes com COVID-19 grave do que em pacientes ndo infectados
ou com a forma grave da doenca.®> O efeito principal da IL-10 é inibir a sintese de outras
citocinas, e 0 aumento nos niveis séricos deste mediador indicam uma tentativa de controle dos
efeitos causados pela inflamagéo exacerbada na COVID-19.1** De acordo com Napoledo et al,
2021,'*° a dosagem dos niveis séricos de IL-6 e 1L-10 foram considerados preditores da
gravidade da doenca e pode ser usada para o diagnostico de pacientes com maior risco de
agravamento da doenca. Ja IL-8 tem como principal acdo o grande estimulo migratério para as
células do sistema imunoldgico, principalmente neutrofilos, o que corrobora com a neutrofilia
detectada no nosso estudo.!*

Em diversas doencas, ha uma discrepancia nas respostas imunologicas entre homens e
mulheres. Durante a COVID-19, os homens sdo afetados desproporcionalmente, sendo mais
suscetiveis a esta infeccdo e ao desenvolvimento de complicac6es, resultando muitas vezes na

maioria dos casos graves e fatais.” Dentre os diversos papéis dos horménios esteroides,
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destaca-se a regulacéo das atividades do sistema imune, tanto inato quanto adaptativo.®’ Ha
evidéncias de interagdes imunoenddcrinas relacionadas ao dimorfismo sexual, o que sustenta a
ideia de que o sistema enddcrino é um fator importante para o desenvolvimento e manutencéao
das atividades imunoldgicas.”

Os hormonios corticosteroides sdo induzidos pela exposicdo a situagOes estressantes,
sejam elas psicoldgicas, comportamentais ou fisiologicas, como por exemplo doengas
inflamatorias. O cortisol e a corticosterona sdo metabolitos ativos e coexistem em um equilibrio
dualista com seus metabdlitos inativos, cortisona e 11_DHC, respectivamente, que exibem
efeitos opostos.!'® Tan et al, 2020, desenvolveram um estudo que mostra que, na COVID-19,
pacientes com altos niveis de cortisol no sangue tém maior probabilidade de morte.*'” Nossos
resultados mostram que, embora os niveis de cortisol ndo tenham sido significativamente
alterados, houve diminuicdo nos niveis de cortisona e 11_DHC entre os pacientes com COVID-
19 grave ou ndo grave, quando comparados com os controles, principalmente entre o0s
individuos do sexo masculino. Essa queda nos niveis de 11_DHC e, notavelmente, de cortisona,
parece estar relacionada com o aumento da gravidade da doenca, indicando que estes horménios
podem ter alguma acdo imunorreguladora.

A aldosterona é um importante mineralocorticoide capaz de regular a homeostase de
fluidos e eletrdlitos e que, alem disso, faz parte do sistema renina-angiotensina-aldosterona,
importante para o controle da presséo arterial e que tem relacdo com ACE2, enzima utilizada
pelo SARS-CoV-2 para invadir a célula hospedeira.'*® Durante a COVID-19, baixos niveis de
aldosterona sdo preditores do aumento da gravidade da doenca.'® Em nosso estudo, mostramos
que h& uma diminuicdo notavel nos niveis deste horménio entre os pacientes infectados em
ambos 0s sexos, mas principalmente entre as mulheres, apds os ajustes dos fatores
confundidores. Com esses resultados, podemos supor que a aldosterona poderia ter um papel
protetor contra a COVID-19.

Dentre todos os achados, nosso trabalho forneceu fortes evidéncias de correlacdes entre
a inflamacdo na COVID-19 e a reducéo significativa de testosterona em homens com a forma
grave da doenca. Um estudo anterior ja havia demonstrado a relacdo entre a concentracdo de
testosterona circulante e o agravamento da COVID-19, revelando que essa concentracdo €
muito maior em homens que nunca foram infectados em comparacdo com aqueles que estavam
com a COVID-19 grave no momento da coleta das amostras ou que desenvolveram essa forma
grave mais tarde.?’ De fato, a testosterona é reduzida em homens adultos com pneumonia por
COVID-19.12
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No entanto, nosso trabalho é inovador em varios aspectos. Primeiro, nossa coorte foi
maior e melhor categorizada (controles saudaveis), com uma avaliacdo mais rigorosa dos
resultados clinicos e mais detalhes sobre as respostas imunoenddcrinas dos participantes do
estudo, o que garante resultados mais precisos e confiaveis. Em segundo lugar, nossos
resultados foram ajustados para excluir a influéncia da maioria das comorbidades associadas ao
agravamento da COVID-19, inclusive a idade, relacionada a reducdo natural dos horménios
androgénicos nos homens.

As razdes dos baixos niveis de testosterona estarem relacionados aos piores desfechos
clinicos da COVID-19 grave ainda sdo incertas. Uma possibilidade é sustentada pelos
resultados do trabalho de Leisegang, Henkel e Agarwal, 2019. Segundo este estudo, a
desregulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-gdnadas pode ocorrer apds mudancas repentinas de
salde que diminuem os niveis hormonais. Isto ocorre porque as citocinas sdo conhecidas por
fornecer fungdes reguladoras significativas na esteroidogénese das células de Leydig e nos
niveis fisiologicos de testosterona. Desta forma, a inflamacgdo aguda esta associada a inibicao
da sintese de testosterona.?? De acordo com estes fatos, poderiamos supor que 0 SARS CoV-2
atinge o testiculo,'®> embora a extensdo dessa infeccdo e seu impacto na producdo de
testosterona ainda n4o estejam totalmente claros.?* Além disso, a concentragio de testosterona
n&o ¢ alterada apos a recuperagio da COVID-19,'% validando esta suposi¢do, uma vez que o

nivel de testosterona gonadal poderia ser restabelecido apos a eliminacéo do virus.

Outra hipotese diz respeito a metabolizacdo da testosterona em DHT. A testosterona é
convertida no corpo em dois metabolitos ativos, 17p-estradiol (E2) e 5a-diidrotestosterona
(DHT), que medeiam algumas acOes da testosterona nos tecidos-alvo.'® O DHT possui alto
potencial androgénico e afinidade 6 a 10 vezes maior pelo receptor de androgeno (AR) do que
a propria testosterona.!?® Os niveis de ambos os hormonios tendem a ser altamente
correlacionados, como ja mostrado em estudos anteriores.'® No entanto, nossos resultados
mostraram gue durante a infeccdo por SARS-CoV-2, pacientes do sexo masculino acometidos
com a COVID-19 grave apresentam niveis divergentes de testosterona e DHT. Enquanto os
niveis de testosterona tendem a diminuir de acordo com o aumento na gravidade da doenga, 0s
niveis de DHT tendem a aumentar, indicando que poderia haver alguma relacao entre esses dois
horménios no agravamento da doenca. A testosterona, que também exerce papel
imunomodulador na inflamacéo, poderia estar sendo metabolizada em DHT, pelos homens em
estado grave, o que reduziria sua capacidade de contra-regular a intensa resposta inflamatoria
presente nestes pacientes. As ac¢Oes anti-inflamatorias na testosterona podem ser vistas, por
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exemplo, na resposta a vacina contra influenza, em que este hormonio assume um papel

imunossupressor.t?’

Ademais, é valido mencionar que o estrogeno, nas mulheres, poderia exercer também
um efeito modulador na resposta imune anti-viral, 0 que evitaria respostas exacerbadas e
prejudiciais, tal como acontece de forma mais proeminente nos homens. De fato, a testosterona
pode ser metabolizada a estradiol via aromatase, enquanto a DHT ja é um metabolito final na
esteroidogénese. O papel modulador do estr6geno na resposta anti-viral também ja foi
identificado, como pode exemplo em um estudo que mostra que o 17p-estradiol elevado protege

as mulheres da patogénese do virus influenza A, suprimindo as respostas inflamatorias.?®

Uma das limitagdes do nosso estudo foram os niveis baixos ou indetectaveis de DHT
em muitos pacientes. No entanto, o DHT é rapidamente metabolizado nos tecidos e apresenta
baixa meia-vida. Sabendo disso, ainda assim € possivel considerar 0s nossos achados
importantes e inovadores para a elucidacdo do papel das interagdes imunoenddcrinas na
patogénese da COVID-19.

Finalmente, os dados apontam para a juncdo de parametros imunologicos e hormonais
que podem levar ao agravamento da COVID-19 no sexo masculino, 0 que corrobora para o
melhor entendimento da doenca e manejo diferencial da COVID-19 entre homens e mulheres
infectados pelo virus SARS-CoV-2.
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6. Conclusoes
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6 Conclusotes

- Homens apresentam quadros mais graves de COVID-19

- A tempestade de citocinas inflamatorias na COVID-19 ocorre independentemente do

sexo, faixa etéria e das principais comorbidades associadas ao agravamento da doenca.

- A regulagdo enddcrina via andrégenos na COVID-19 ocorre de forma divergente em

homens e mulheres.

- Niveis reduzidos de testosterona sdo marcadores da doenca grave em homens e estdo

relacionados a desregulacdo inflamatoria da doenca.

- A reducdo de testosterona na COVID-19 grave em homens ocorre de forma
independente das principais comorbidades e fatores relacionados ao agravamento da doenca.
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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 transigdo em curso da incidéncia do COVID-19 da populagéo 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 populagdes apresentam perfis
sécio-econdmicos, culturais e epidemiolégicos distintos que afetam sobremaneira alguns aspectos da
imunidade7 que propomos estudar, como perfis de N-glicanas de Fcs de IgGs, além de mediadores anti- ou
pré-inflamatdrios e o entendimento da maior gravidade de COVID-19 no sexo masculino. Dessa forma, uma
vez que os dados epidemioldgicos divulgados até entdo enfatizam a necessidade de investigar perfis
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imunolégicos em todas as populagdes afetadas por essa pandemia, neste estudo poderemos fazer
comparagdes informativas sobre os desfechos clinicos da COVID-19 em diferentes idades, sexo e
condigdes sociais, no Brasil.

1.1. Padrées moleculares associados a anticorpos: perfis de Nglicanas de Fcs de IgGs, de biomarcadores
de inflamagéo e padrdes de anticorpos anti-carboidratos. Conforme os perfis de N-glicanas nas porcdes Fcs,
as IgGs intermedeiam ndo somente protecdo ou patologias, mas também sinais pré- ou anti-
inflamatérios8,9. N-glicanas nas Fcs afetam como essas regides interagem com e sinalizam por meio dos
FcRs10; esses perfis participam de diversos fenémenos bioldgicos pertinentes as 1gGs. Além disso, o
préprio patégeno pode controlar o perfil de N-glicanas da porgado Fc de IgG. Tais aspectos foram
recentemente revistos pela pesquisadora Galit Alter com foco especial nas infecgdes virais e bacteriana11.
Um aspecto a destacar é que a eficacia do tratamento com gamaglobulina endovenosa (1VIG), que vem
sendo empregado para tratar casos graves de COVID-191, depende do grau de sialilagdo das Fcs12. A
remocgédo do acido sialico por neuraminidase elimina a eficacia do IVIG que agiria modulando a inflamagao
mediada por interagdes entre Fcs de IgGs e FcRs. Outro aspecto sobre perfis de N-glicanas de Fcs de IgGs
que podera ser relevante no COVID-19 é que o grau de sialilagdo decai com a idade7,13- 15. Por fim,
embora nada ainda tenha sido descrito quanto a algum papel da testosterona nos perfis de N-glicanas, ja é
sabido que os niveis hormonais de progesterona também afetam os perfis de N-glicanas das Fcs de
1gGs16.0 papel da imunidade humoral na COVID-19 é controverso e pode estar associado a prognésticos
positivos ou negativos. Pacientes com quadro grave podem apresentar padrdes de ativagéo de células B
extrafoliculares caracteristicos de processos autoimunes e uma redugéo de populagdes de células B
relacionadas a um bom progndstico17. Curiosamente, criangas e jovens apresentam um melhor desfecho da
COVID-19 em relagdo aos adultos e isto pode estar associado a produgdo de anticorpos naturais do tipo
IgM por células B de meméria CD27dull18,19. A participagdo da imunidade humoral na protegéo contra
COVID-19 pode ser ilustrada pela eficacia da terapia com plasma convalescente em pacientes com casos
graves20. Ainda, foi demonstrado que moléculas da imunidade inata local que reconhecem carboidratos,
como anticorpos e lectinas, podem ser importantes na protecao contra o SARSCoV-221. Nesta linha, foi
demonstrado que a redugdo da secrecédo saliva pode ser um potencial fator de risco para a infecgéo por
SARS-CoV-2, pois a hiposalivagdo prejudica a manifestacdo de acdes antivirais salivares mediadas por
varias categorias de moléculas incluindo glicanas e anticorpos naturais22. Neste trabalho, serdo analisadas
amostras de saliva e plasma de pacientes com diferentes quadros clinicos visando a busca por padrées de
anticorpos naturais anti-carboidratos
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com significancia clinica.

1.2. Perfis de horménios esteroides e sexuais:

Varias evidéncias indicam que COVID19 apresenta-se de forma mais grave e com maior letalidade em
homens23, provavelmente devido a fatores relacionados ao género, incluindo as diferencas na resposta
imune entre os sexos24. De fato, existe um dimorfismo no status imunolégico entre homens e mulheres,
ressaltado pelas diferengas na incidéncia, vulnerabilidade e mortalidade25 em doengas autoimunes,
canceres e infecgdes, relacionando o papel de horménios sexuais com a modulagédo da resposta
imunolégica26. Em relagdo a testosterona, que é principalmente produzida em homens, sabe-se que ela
regula negativamente a citocina BAFF, um fator essencial para a ativagao de linfécitos B, durante a
produgdo de anticorpos27. Estes achados corroboram estudos de décadas atras, que ja apontavam para a
maior capacidade de mulheres em produzir imunoglobulinas28,29, o que supostamente esta relacionado
com a sua aumentada reatividade imunolégica e resisténcia a doengas infecciosas, como as virais30,31. Por
exemplo, na infecgdo por HIV, a carga viral em mulheres é mais baixa que em homens na infec¢do
aguda32. A prevaléncia e suscetibilidade a outras infecgbes causadas por virus sdo também mais altas nos
homens que nas mulheres. Por exemplo, em humanos, a influenza provoca reagdes mais graves e
hospitalizacdo em pacientes do sexo masculino33,34, assim como na gripe aviaria (H7N9)35,26, gripe suina
(H1N1)36, sindrome respiratéria aguda grave (SARS)37,38 e sindrome respiratéria do oriente médio
(MERS)39. Mulheres também apresentam niveis mais altos de anticorpos a vacinagdo para influenza e
maior produgédo de citocinas inflamatérias em comparagado aos homens, que por sua vez tém regulagao
positiva da expressdo de um cluster de genes relacionados com a biossinteses de lipidios, induzido por
testosterona e relacionado a baixa atividade de anticorpos neutralizantes contra o virus40. Ainda, as
respostas imunes mais vigorosas das mulheres podem levar a redugdo da carga de patégenos e acelerar a
eliminagdo dos mesmos, por mecanismos dependentes da maior expressao de genes associados as vias de
Toll-like receptors (TLR) e respostas antivirais do interferon tipo | (IFN)41,42.

1.3. Perfis de mediadores lipidicos, esfingolipidios e ceramidas:

Estudos recentes mostraram que os mediadores lipidicos, prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrieno B4
(LTB4), de maneira oposta regulam a producédo da citocina inflamatéria IL-1, no escorpionismo, e
determinam a gravidade do edema pulmonar e a mortalidade. Enquanto PGE2 potencia, o LTB4 inibe, a
producgédo 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 producéo destes eicosanoides44,45. Também foi
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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 produgéo da IL-145. No entanto, nada se sabe sobre a regulagéo
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. Os esfingolipidios compdem a
segunda maior classe de lipidios de membrana. Esses lipidios sdo importantes moléculas sinalizadoras, que
estdo envolvidas em processos celulares como crescimento celular, sobrevivéncia, migracdo de células
imunes, integridade vascular e epitelial, e possuem papel especial na inflamagédo e no cancer. A ceramida,
esfingosina e esfingomielina, dentre varios metabdlitos, fazem parte desse grande complexo46-48. A
ceramida esta envolvida na regulacao de processos biologicos fundamentais como respostas ao estresse,
senescéncia celular e apoptose49. Sua sintese, independente do mecanismo de formagao, ocorre em
resposta a fatores indutores de estresse, como: fator de necrose tumoral (TNF), fator de crescimento neural
(NGF), interleucina-1 (IL-1), 1,25-dihidroxivitamina D3, estresse ambiental (calor e radiagdo ultravioleta),
agentes quimioterapéuticos, antigeno Fas e senescéncia celular50,51. Ao ser metabolizada, a ceramida
originara diferentes esfingolipidios, sendo que sua fosforilagao pela agdo da enzima ceramida quinase
(CERK) levara a formagdo da ceramida-1-fosfato (C1P)52. A C1P desempenha fungdes em processos
celulares como fagocitose, proliferacéo, migracédo e sobrevivéncia celular, além de possuir propriedades anti
-apoptéticas e ser importante na mediacdo da resposta pré-inflamatoéria53. A deacetilagdo da ceramida pela
ceramidase (ACER) dara origem a esfingosina, que pode ser revertida em ceramida pela ceramida sintase
(CerS) ou ser fosforilada pelas esfingosina quinases (SPHKs) produzindo a esfingosina-1-fosfato (S1P)51.
Foi demonstrado que a S1P desempenha atividades como regulagcdo da motilidade e invasdo celular,
angiogénese e maturagdo vascular, migragédo de linfocitos e regulagdo imune, além de estar relacionada
com o cancer, alergias, aterosclerose e doencgas autoimunes54. Ainda, a S1P pode se ligar ao receptor de
TNF associado ao fator 2 (TRAF2) e estimular a atividade da ubiquitina ligase (E3), importantes na ativacéo
da via sinalizadora do fator nuclear kappa B (NF-B), que esta envolida em processos celulares
inflamatérios55. O S1P1 é o receptor de S1P mais estudado e tem fungdo importante no controle da
migracdo de varias células do sistema imune, como linfécitos, células natural killers (NKT), células
dendriticas, macroéfagos, neutréfilos, mastécitos e osteoclastos56. Porém, a producgdo e fungédo dos
esfingolipidios, ceramidas e derivados metabdlicos na infecgdo por Covid-19 é alvo inédito de investigagao.
1.4. Perfil genético do hospedeiro:
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A susceptibilidade/resisténcia genética a infecgdes, apesar de ser um bindmio complexo, é observada em
uma variedade de doencas infecciosas causadas por patégenos intracelulares, como Hanseniase, Malaria,
Hepatites B e C ou AIDS e SARS-CoV-257-59. Ademais, o fato da maioria das doengas infecciosas
apresentar a caracteristica de apenas uma pequena porgédo dos infectados desenvolver a doenga e o
restante permanecer assintomaticos € uma indicacao importante sobre a contribuicdo do componente
genético do hospedeiro no desfecho clinico das infecgdes60. Portanto, fatores genéticos do hospedeiro
podem contribuir para a casuistica e progressdo da COVID-19. Até o momento da redagao dessa proposta,
nenhum estudo que avaliasse a variabilidade genética de individuos infectados por SARS-CoV-2 foi
publicado, mas iniciativas internacionais de estudos sobre a susceptibilidade genética do hospedeiro ao
novo coronavirus ja estdo em andamento em diversos paises.

1.5. Biosseguranga no trabalho com SARS-CoV-2:

Ha grande preocupacédo com a seguranga ambiental e ocupacional no trabalho com o SARS-Cov-2. Para se
trabalhar com o cultivo de virus ha necessidade de estruturas fisicas NB-365. Estas salas sdo de
construgdes com alto custo de equipamentos e edificagdo. Uma alternativa para conduzir as atividades com
particulas virais em maior seguranca e menor custo € o uso de particulas pseudotipadas que expressam na
sua superficie componentes virais. Essas particulas sdo importantes para o estudo das interagdes entre o
virus e suas células alvo, assim como as interagdes entre virus e anticorpos.

HIPOTESE

* Os perfis de N-glicanas nas Fcs de IgGs e de anticorpos anti-carboidratos estdo associados a evolugéo
das infecgbes por SARS-COV2 e participam desses desfechos clinicos.

« Os perfis dos hormonios esteroides e sexuais estdo associados a evolugao das infecgdes por SARS-COV2
e participam desses desfechos clinicos.

« Os perfis de citocinas, dos eicosanoides, endocanabinoides, esfingolipidios e ceramidas ou outros
mediadores imunoenddcrinos estdo associados a evolugdo das infecgdes por SARS-COV2 e participam
desses desfechos clinicos.

* A composicdo genética do hospedeiro esta associada a evolugao das infec¢gdes por SARS-COV2.

METODOLOGIA
Para esta pesquisa, serdo selecionados 5 grupos de participantes, conforme a seguir. (G1): individuos
provenientes da comunidade USP-Campus Ribeirdo Preto, com teste molecular pés-
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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
declaragdo, 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 Sdo Paulo, Hospital da Unimed e Hospital Santa Casa de Misericérdia de Ribeirdo Preto), que
serdo testados (via swab e RT-PCR), avaliados clinica e laboratorialmente para o diagnéstico 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). Um ultimo grupo, denominado G5, sera constituido por participantes convalescentes e
com busca domiciliar, comprovadamente com teste molecular positivo prévio para o virus nos ultimos 180
dias (informacgédo acessada via sistema Hygia), anteriormente a coleta de sangue e que ja ndo apresentam
mais sinais ou sintomas da doenga. Apds a concordancia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), os individuos dos grupos G1, G2 e G5 serdo convidados a responder questionario com
informacdes sociodemograficas, clinicas, antropométricas e comportamentais (podendo ser realizado
presencialmente ou por ligacao telefénica/video-chamada). Os dados de G3 e G4 serdo obtidos via
prontuario hospitalar. Dos 5 grupos, serdo colhidas amostras de sangue venoso. Exames hematolégicos e
bioquimicos serdo realizados no Servigo de Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto (FCFRP) — USP. Sera obtida saliva dos grupos G1, G2, G3 e G5. 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, para posterior obtengéo de
macroéfagos 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 obtencdo de sangue e saliva ocorrera no
momento de admissao/confirmagéo de infeccdo por SARS-CoV-2 no hospital e apés 48h. Os pacientes
sintomaticos graves (G4), terdo amostra de sangue e AFP colhidas na admissao/confirmacgédo de infecgédo
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). As células obtidas serdo
imediatamente congeladas em reagentes preservadores de acidos nucleicos, para extragdo de RNA e
analise transcriptomica de expressao génica. Sera também realizada extracdo de DNA para identificagédo de
polimorfismos genéticos pelo sequenciamento do exoma, metilagdo de DNA e outros fatores de epigenética.
No plasma serdo

Endereco: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio 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 06 de 14

56



COMISSAO NACIONAL DE = Plataforma
ETICA EM PESQUISA %cﬂ

Continuacdo do Parecer: 4.176.358

quantificadas citocinas por ensaio multiplex, marcadores proteicos de inflamagéo além de eicosanoides,
horménios esteroides, endocanabinoides, compostos derivados de esfingolipidios/ ceramidas e metabdlitos
do metabolismo energético celular por espectrometria de massa. Os perfis de Nglicanas nas Fcs de IgGs
serdo avaliados e também sera realizada a detec¢cdao de imunoglobulinas da IgM, 1gG e IgA contra
carboidratos com o uso de “Glycan Microarrays (NCFG v2)”. 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 seréo incluidos individuos do sexo masculino ou feminino. Os participantes de G1
deverao 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 serdo incluidos
individuos doentes, com infeccdo de SARS-COV2 confirmada por diagnéstico molecular e COVID-19
estabelecida moderada ou grave, atendidos no Hospital Sdo Paulo, Hospital Unimed ou Hospital Santa
Casa de Misericérdia de Ribeirdo Preto em Ribeirdo Preto/SP. Em G5 serédo incluidos individuos
convalescentes, com diagnéstico molecular prévio de SARS-COV2 e auséncia de sinais ou sintomas atuais
da doenca. Os participantes de G1, G2 e G5 deverao 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 e G5 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 informagdes serdo obtidas do participante por auto-declaragdo 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 avaliagdo da resposta imunolégica 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

« Investigar os perfis de N-glicanas de imunoglobulinas e citocinas pré ou anti-inflamatérias, nos individuos
infectados com SARS-COV2, nas diferentes apresentagdes clinicas da COVID-19, em comparagédo a
individuos saudaveis.

« Caracterizar as imunoglobulinas plasmaticas e presentes na saliva, das classes IgM, IgG e IgA anti-
carboidratos, para determinacdo da relagdo entre os padrées de anticorpos anti-carboidratos com o
diagnéstico e progndstico para as diferentes formas clinicas da doenca.

« Avaliar perfil e expressdo génica de macréfagos alveolares obtidos de AFP de pacientes intubados, assim
como avaliar perfis lipidicos e proteico do liquido surfactante pulmonar.

« Avaliar, por analise transcriptdmica, a expressao génica de receptores, fatores de transcricdo, enzimas
esteroidogénicas, enzimas do metabolismo de mediadores lipidicos, citocinas e outros mediadores
relacionados a resposta imunolégica dos individuos infectados com SARS-COV2, nas diferentes
apresentagdes clinicas da COVID-19, em comparagédo a individuos saudaveis.

« Determinar, por espectrometria de massas de alta resolugdo (LC-MS/MS), o perfil de producgao de
eicosanoides, horménios esteroides, endocanabinoides, esfingolipidios/ceramidas e seus derivados
metabdlitos ativos, como também metabdlitos do metabolismo energético celular em plasma de individuos
infectados nas diferentes apresentagdes clinicas da COVID-19, em comparacgéo a individuos saudaveis.

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

» Sequenciar o exoma de individuos infectados com SARS-COV2, nas diferentes apresentagdes clinicas da
COVID-19, para identificagdao de polimorfismos genéticos que predispéem ao desenvolvimento da forma
grave da doenga e mudancas epigenéticas elencando fatores genéticos de baixo e alto risco a doenga.
* Quantificar os niveis plasmaticos de HLA-G soluvel em diferentes condi¢des clinicas de pacientes com
Covid-19.

* Produzir ferramentas biotecnolégicas que permitam o estudo das relagdes entre o virus, seus alvos
celulares e anticorpos.

* Analisar as experiéncias positivas e negativas de atendimento a Covid-19 nos servigos de saude publico
do municipio de Ribeirdo Preto-SP.

» Relacionar as variaveis sociodemograficas, clinicas, antropométricas, comportamentais e de risco com os
parametros imunoldgicos, bioquimicos, genéticos e metabdlicos analisados.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

No momento das coletas de sangue pode haver riscos fisicos como dor ou incémodo, formagédo de
hematoma poés-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.

BENEFiCIOS

Nao 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 apés 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 infeccédo e
sequelas provocados pela COVID-19. Sabendo do potencial imunomodulador do sistema imunoendécrino,
dos eicosanoides, de anticorpos e dos mediadores derivados de esfingosideos/ceramidas na resposta
imunoldgica, é plausivel supor que o entendimento dessas interagées possa ser utilizado como ferramenta
futura para o desenvolvimento de novos tratamentos para esta doenga. Com a jungao dos dados clinicos e
laboratoriais, esperamos encontrar biomarcadores que possam diferenciar individuos sadios de
assintomaticos portadores do virus, assim como doentes sintomaticos hospitalizados nao 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 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 alteracio:

- Obtencao 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:

- Obtencéo do aspirado de fluido pulmonar.

3. CRONOGRAMA DE EXECUCAO - “Cronograma_de_execEMENDAZ2_versaolimpa.docx” postado na
Plataforma Brasil em 16/07/2020.

Alteragao:

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

4. INCLUSAO DE PESQUISADOR NA EQUIPE
- Marcelo Dias Baruffi

5. INCLUSAO 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 Ribeirdo Preto Cooperativa de Trabalho Médico.
Pesquisadora Responsavel: Karen Morejon.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Verificar item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes".

Recomendacoes:

Quanto ao Termo Consentimento Livre e Esclarecido referente ao arquivo
“TCLE_EMENDAZ2_versaolimpa.docx” postado na Plataforma Brasil em 16/07/2020, na pagina 2 de 3, |1é-se:
“[...] também DOARA 20 ml de aspirado de fluido pulmonar, que é uma secregdo que os
médicos/enfermeiros retiram do pulméo de quem esta intubado, para melhorar a respiracdo (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,
itens 9 e 9.1).

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Nao foram observados ébices éticos nesta emenda.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

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

Situagdo: Emenda aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_158407| 23/07/2020 Aceito
do Projeto 7 E2.pdf 14:32:02
Outros 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
odestaques.docx 19:39:16  |Russo

Qutros criacao_biorrepositorioEMENDA2_versa| 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
olimpa.docx 19:38:26  |Russo

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

Cronograma Cronograma_de_execEMENDA2_versa | 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
olimpa.docx 19:32:21 Russo

Cronograma Cronograma_de_execEMENDA2_versa | 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito
odestaques.docx 19:31:45 |Russo

Projeto Detalhado / |ProjCOVID_EMENDAZ2_versaolimpa.dod 16/07/2020 |Elisa Maria de Sousa| Aceito

Brochura X 19:31:11 Russo

Investigador

Projeto Detalhado / |ProjCOVID_EMENDAZ2_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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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

Declaragéo de AnuenciaUNIMED.pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

concordancia 09:22:01 | Barros Cardoso

Declaragéo de AnuenciaDraKarenUNIMED .pdf 26/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 09:20:37 |Barros Cardoso

TCLE / Termos de | AssentimentoCONEPIimpo.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 Marzocchi| Aceito
14:34:21 Machado

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

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

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

Pesquisadores 18:47:10 |Barros Cardoso

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

Pesquisadores 18:05:10 |Barros Cardoso

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

Pesquisadores 18:01:30 | Barros Cardoso

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

Pesquisadores 18:00:48 | Barros Cardoso

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

Pesquisadores 18:00:31 Barros Cardoso

Declaragéo de AnuenciaLilian.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 18:00:14 | Barros Cardoso

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

Pesquisadores 17:59:55 |Barros Cardoso

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

Pesquisadores 17:52:20 |Barros Cardoso

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

Pesquisadores 17:52:04 |Barros Cardoso

Declaragéo de AnuenciaFabiani.doc 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:51:47 |Barros Cardoso

Declaracéo de AnuenciaElisa.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:51:12 _[Barros Cardoso

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

Declaragéo de AnuenciaAugusto.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:48:03 |Barros Cardoso

Declaragéo de AnuenciaAngelina.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:47:47 |Barros Cardoso

Declaragéo de AnuenciaAnaPaulaMoraisFernandes.pdf| 01/06/2020 |Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:47:32 | Barros Cardoso

Declaragéo de AnuenciaThais.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:47:16 | Barros Cardoso

Declaragéo de AnuenciaNayore.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:47:04 |Barros Cardoso

Declaragéo de AnuencialLuanaUfscar.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:46:46 |Barros Cardoso

Declaragéo de ANUENCIAJamille.docx 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:46:29 |Barros Cardoso

Declaracéo de AnuencialngrydCarmona.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:46:12 |Barros Cardoso

Declaragéo de AnuenciaGiovanna.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:45:54 |Barros Cardoso

Declaragéo de AnuenciaCaroline.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:44:10 |Barros Cardoso

Declaragéo de AnuenciaANGELO.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:42:40 | Barros Cardoso

Declaracéo de AnuenciaAnaFlavia.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:40:56 [ Barros Cardoso

Declaracéo de AnuenciaAnaCarolinaXavier.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Pesquisadores 17:40:31 [Barros Cardoso

Declaragéo 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

Instituicao e 17:29:04 |Barros Cardoso

Infraestrutura

Outros Questionario_online_Chamada_Publica.| 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

pdf 17:19:29 |Barros Cardoso

Outros QuestionarioG3G4.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
17:17:07 _[Barros Cardoso

Outros QuestionarioG1G2G5.pdf 01/06/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito
17:02:55 [Barros Cardoso

Declaragéo de Anuencia_Hospital.pdf 05/04/2020 | Cristina Ribeiro de Aceito

Instituicéo e 17:32:02 |Barros Cardoso

Infraestrutura

Declaragéo 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

Declaragdo 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

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

Pesquisadores 17:05:00 |Barros Cardoso

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

Pesquisadores 17:04:33 | Barros Cardoso

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

Pesquisadores 17:04:08 | Barros Cardoso

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

Pesquisadores 17:03:55 [Barros Cardoso

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

Pesquisadores 17:03:42 [Barros Cardoso

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

Pesquisadores 17:03:14 [Barros Cardoso

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

Pesquisadores 16:59:04 [Barros Cardoso

Situagao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 28 de Julho de 2020

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))
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