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RESUMO

Introducéo: A pandemia de COVID-19, doenga causada pelo virus SARS-CoV-2, afetou
globalmente mais de 650 milhGes de pessoas até final de 2022, causando mais de 6,5
milhdes de obitos. Embora a maioria dos infectados apresente quadros clinicos brandos,
outros tendem a evoluir para estagios mais graves da doenca. Torna-se essencial, portanto,
conhecer preditores precoces de gravidade, visando otimizar o atendimento e fornecer
subsidios para decisdes baseadas em evidéncia. Do ponto de vista laboratorial, o hemograma
aponta achados cardinais da infecdo pelo SARS-CoV-2, como a reducdo de linfocitos e
aumento dos neutrofilos. Esses achados poderiam fundamentar a utilizacdo da relacéo
neutrdfilos-linfocitos (RNL), j& aplicada em outras patologias, como potencial biomarcador
de mau progndstico na COVID-19. Objetivo: Avaliar a RNL como preditor precoce da
necessidade de intubacdo orotraqueal (I0T) e 6bito em pacientes admitidos no ambiente
hospitalar por COVID-19, além de estabelecer correlagdo entre a RNL e citocinas
envolvidas na resposta imune ao virus. Método: Estudo de coorte retrospectivo, realizado
com prontudrios eletrénicos de pacientes internados por COVID-19 no Hospital Marcelino
Champagnat, entre margo/2020 e agosto/2021. Foram incluidos >18 anos, com RT-PCR
reagente para SARS-CoV-2 e que possuiam coleta de hemograma admissional.
Posteriormente, foram selecionados aqueles com dosagem sérica de uma ou mais citocinas
durante o internamento. Curvas ROC definiram pontos de corte para RNL. A medida de
associacao estimada foi Risco Relativo (RR). Correlagbes entre as variaveis foram
estimadas por coeficientes de Spearman. Aplicou-se a regressdo de Poisson com variancia
robusta e o nivel de significAncia adotado foi de 5%. Resultado: Participaram do estudo
955 pacientes. O acréscimo de cada unidade na RNL resultou no aumento de 2% no risco
de necessitar de IOT e 2% no risco de 6bito. Pacientes com valores de RNL > 7 na admissao
apresentaram 2,09 vezes mais risco de necessitar de IOT. Medidas de RNL > 8 sinalizaram
1,93 vezes maior risco de 6bito. Por fim, 245 pacientes compuseram a analise das citocinas,
que evidenciou fraca correlagdo da RNL com IL-4, IL-6, IFN-y e IL-1b. Conclusdo: A RNL
obtida de hemograma inicial de pacientes admitidos com COVID-19 é preditora de maior
risco de evolucdo para intubacdo orotraqueal e 6bito. A fraca correlacdo entre RNL e
diversas citocinas envolvidas na resposta inflamatoria ao SARS-CoV-2 abre caminho para
novos estudos sobre os mecanismos associados a hiperinflamagdo na COVID-19.

Palavras-Chave: SARS-CoV-2; COVID-19; Relagdo neutrdfilos-linfocitos (RNL);
Hemograma; Citocinas
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ABSTRACT

Introduction: The SARS-CoV-2 virus has caused the global pandemic of COVID-19,
affecting over 650 million individuals, and leading to over 6.5 million deaths by the end of
2022. While most infected individuals present with mild symptoms, some may progress to
severe disease manifestations. Thus, early markers of disease severity are essential for
optimizing treatment and guiding evidence-based decision making. Blood analysis in
SARS-CoV-2 infection reveals a decrease in lymphocytes and an increase in neutrophils,
which may support the use of the neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) as a prognostic
biomarker for adverse outcomes in COVID-19, similar to its use in other pathological
conditions. Objective: The aim of this study was to assess the utility of NLR as a predictor
of orotracheal intubation (OTI) and death among hospitalized COVID-19 patients, and to
investigate the correlation between NLR and cytokines involved in the immune response to
SARS-CoV-2. Method: This was a retrospective cohort study conducted at Marcelino
Champagnat Hospital from March 2020 to August 2021, including patients aged 18 years
or older with positive RT-PCR for SARSCoV-2 and an admission blood count. Patients
with serum cytokine records were selected for further analysis. ROC curves were used to
determine NLR thresholds, associations were measured using relative risk measures, and
correlations were determined using the Spearman's coefficient. Poisson regression with
robust variance was applied, and a significance level of 5% was adopted. Results: The study
included 955 patients. An increase in NLR by 1 unit was associated with a 2% increase in
the risk of OTI and a 2% increase in the risk of death. Patients with NLR values > 7 at
admission had twice the risk of requiring OTI compared to those with NLR < 7. NLR values
> 8 were associated with a 1.93-fold higher risk of death. The cytokine analysis, which
involved 245 patients, revealed a weak correlation between NLR and IL-4, IL-6, IFN-y, and
IL-1b. Conclusion: The results of this study demonstrate that the NLR obtained from the
initial blood count of hospitalized COVID-19 patients is a predictor of elevated risk for
progression to orotracheal intubation and death. The weak correlation between NLR and
several cytokines involved in the inflammatory response in COVID-19 highlights the need
for further research into the mechanisms of hyperinflammation in COVID-19.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; Neutrophil-lymphocyte ratio (NRL); Blood count;
Cytokines
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RESUMO POPULAR

A COVID-19, doenca causada pelo virus SARS-CoV-2, é responsavel por uma das maiores
crises sanitarias da historia, provocando desde infeccbes leves (ou assintomaéticas) ate
quadros graves, com alto risco de morte. Embora os casos tenham diminuido e existam
avancos em relacdo a vacinacao e tratamentos, os desafios continuam e pesquisas cientificas
sobre a doenca sdo extremamente necessarias. Este estudo propde a utilizacdo da relacéo
neutrofilos-linfécitos (RNL) - obtida pela divisdo entre valor de neutréfilos pelo valor de
linfocitos presentes no hemograma - como possivel preditor da necessidade de intubacao
orotraqueal (IOT) e Obito nos pacientes internados pela COVID-19. Tal descoberta
possibilita que um exame de sangue barato e amplamente utilizado na rotina hospitalar seja
utilizado para identificar o mais rapido possivel pacientes com maior risco de serem
intubados ou morrerem pela doencga. Buscou-se também identificar correlagcbes da RNL com
citocinas - proteinas inflamatérias com papel essencial na resposta imunoldgica. Para isso,
dados de 955 pacientes internados pela COVID-19 em um hospital de Curitiba foram
coletados e analisados estatisticamente, sendo confirmado que individuos com valores da
RNL iguais ou acima de 7 no primeiro exame laboratorial demonstraram 2,09 vezes mais
risco de serem intubados. Aqueles com valores de RNL iguais ou maiores que 8 tiveram
1,93 vezes mais risco de morrer pela doenca. Sendo assim, a incluséo desse marcador em
protocolos para uso na pratica clinica é recomendada, a fim de melhorar o atendimento a
populacdo, identificar casos graves de forma precoce e colaborar no combate a pandemia
da COVID-19.
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INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, um novo coronavirus foi identificado como causador de um
surto de pneumonia grave e sindrome respiratoria em Wuhan, na China. Esse novo virus,
denominado SARS-CoV-2, espalhou-se para o resto do mundo e, em 11 de marc¢o de 2020,
a COVID-19 foi caracterizada pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) como uma
pandemial. Em 30 de dezembro de 2022, dados atualizados revelaram mais de 660 milhdes
de casos e aproximadamente 6,7 milhdes de dbitos acumulados no mundo, segundo Johns

Hopkins Coronavirus Resource?.

No atual momento pandémico, por acdo da vacinacdo contra a doenca, nota-se
reducao expressiva no numero de casos de sindrome respiratdria aguda grave (SRAG), da
demanda por leitos de internacdo e do numero de dbitos pela COVID-19 no Brasil e no
mundo®. Entretanto, o virus permanece em circulacio e possui amplo potencial mutagénico,
com mais de 5 variantes de preocupacdo identificadas, a exemplo da Omicron e suas

subvariantes, com destaque para a mais recente XBB.1.5, também chamada de “Kraken™*.

Essas mutagdes podem conferir ao virus maior capacidade de transmissibilidade e
viruléncia, o que dificulta a identificacdo do padrédo de sazonalidade e pode gerar escape
imunol6gico, mesmo nos individuos com esquema vacinal completo ou infecgdo prévia®*,
Vale ressaltar, ainda, que apesar de 87% da populacgdo brasileira ter recebido pelo menos
uma dose da vacina contra 0 SARS-CoV-2 até final de 2022, essa cobertura é discrepante
pela Optica regional, haja vista o estado de Roraima, Paraiba, Tocantins e Alagoas, nos quais

menos de 60% da populac&o recebeu ao menos uma dose do esquema vacinal preconizado®.
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Além desse contexto, o Brasil apresenta alto indice de mortalidade em excesso
associado a pandemia da COVID-19, calculado pela diferenca entre 0 nimero de mortes
durante um periodo (critico) especifico e 0 nimero esperado para esse mesmo periodo
considerando taxas dos anos anteriores, o que reflete ndo apenas nas mortes causadas
diretamente pelo virus, mas também nas decorrentes dos efeitos colaterais da crise
sanitaria®’. De acordo com o relatério da OMS, estima-se que, até 31 de dezembro de 2021,
tenham ocorrido no Brasil 681.267 mortes em excesso associadas a pandemia da COVID-

195, No mundo, esse niimero foi de 14,91 milhdes no mesmo periodo®.

Tendo em vista a magnitude da pandemia da COVID-19, diversos estudos tém sido
conduzidos para avaliar exames Uteis na previsdo de mortalidade e complicacdes associadas
a infecgdo pelo SARS-CoV-28910111213 " Além disso, pesquisas para identificar tratamentos
eficazes contra a doenca tém sido extensamente realizadas pela comunidade cientifica
mundial**1>1817 O monitoramento de biomarcadores pode ajudar os profissionais de satide
a identificar pacientes que apresentam maior risco de desenvolver complicagdes graves,

possibilitando intervengdes mais precoces e efetivas.

Dos aspectos clinicos da infeccdo, a COVID-19 é considerada uma doenca sistémica,
que pode afetar diversos sistemas além do respiratério, incluindo cardiovascular, renal,
sistema nervoso central e imunoldgico®'®. Os sintomas mais comuns incluem febre, tosse
seca, fadiga e dispneia, mas a apresentacéo clinica pode variar desde quadros assintométicos
até casos graves ou criticos!®%20, Nesse aspecto, embora a maioria dos infectados pelo
SARS-CoV-2 apresentem quadros leves, aqueles que desenvolvem a forma critica da doenca
possuem alto risco de 6bito e tendem a evoluir rapidamente, deixando pouca janela para

intervencdo da equipe de satide?!?2,
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A gravidade da doenca pode ser influenciada por diversos fatores, mas esta bem
definido que a resposta inflamatéria exacerbada, mediada principalmente por citocinas
inflamatorias, desempenha papel fundamental na deterioracdo do estado de salde dos
pacientes infectados pelo SARS-CoV-22324252627 O desequilibrio na produc&o e liberagio
dessas citocinas, especialmente IL-1b, IL-6, TNF-a. ¢ IFN-y, pode levar a ativagdo de
neutrofilos e & deplegdo de linfocitos, caracterizando um ciclo inflamatério responsavel por
danos teciduais e possiveis desfechos negativos da doenga?*?2%, Desse modo, a linfopenia
e a neutrofilia sdo medidas Uteis na avaliacdo dos pacientes com COVID-19, tendo sido

propostas como biomarcadores de pior prognostico da doenga?829.303132,

Diante do exposto, compreende-se o0 embasamento da utilizagdo da relagéo
neutrofilos-linfocitos (RNL) como um marcador de gravidade na COVID-19, bem como sua
possivel correlagdo com a resposta imune ao SARS-CoV-2. Nesse aspecto, vale ressaltar
que, apesar de consagrada na literatura como biomarcador de inflamacéo sistémica, ainda
ndo esta claro se a RNL guarda correlagdo com alguma citocina inflamatéria especifica. Os
mecanismos subjacentes a hiperinflamagdo na COVID-19 também nédo foram totalmente

elucidados!®?223.24,

Esse panorama reforca que embora haja melhoria no cenario pandémico, as
responsabilidades assistenciais em toda a rede de servicos de salde continuam sendo um
desafio de saude global, e esfor¢os precisam ser empreendidos no sentido de suprir essa
demanda. A producdo cientifica é crucial para fortalecer a capacitacdo das equipes de salde,
produzir e melhorar o acesso as modalidades terapéuticas, elaborar protocolos e reduzir
morbimortalidade pela COVID-19. Ferramentas para deteccdo precoce dos casos graves

como a proposta por este estudo vdo ao encontro desse objetivo.
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JUSTIFICATIVA

Ainda que a maioria dos infectados pela SARS-CoV-2 apresente quadros leves e que
existam avancos em relacdo a vacinacdo e tratamentos da doenca, 0s pacientes criticos
possuem alto risco de oObito e, por vezes, apresentam evolucdo clinica desfavoravel muito
rapidamente, o que pode dificultar e limitar as intervencdes da equipe de satude?®?!. Torna-

se essencial, portanto, conhecer preditores de gravidade e mau prognostico dessa condicao.

Em meio ao desafiador cenéario da pandemia e crise sanitaria, a dosagem de um
exame altamente disponivel e de baixo custo no Brasil (R$: 4,11 na tabela SUS), que
demonstre bons valores preditivos, pode ser um novo critério a ser incorporado na pratica
clinica, atuando como ferramenta para intervencdes e abordagens terapéuticas mais

precoces e individualizadas®3.

Destaca-se, ainda, que apesar do papel da tempestade de citocinas na resposta imune
ao SARS-CoV-2 estar bem estabelecida, as vias relacionadas a esse fendmeno ainda nédo
foram totalmente elucidadas?® 24 2627 Sendo assim, a hipdtese da existéncia de correlagéo
entre a RNL e citocinas especificas, se confirmada, colabora na compreensdo de tais
mecanismos e possibilita o desenvolvimento de novos métodos de predicdo de gravidade,

além da identificacdo de possiveis alvos de tratamento.
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ESTADO DA ARTE

Avaliacdo de gravidade de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2

A escala de gravidade proposta pela OMS categoriza a COVID-19 em quatro niveis:
leve, moderada, grave e critica?®. A classificacio é baseada essencialmente na avaliagio de
sintomas respiratdrios, pneumonia, hipoxemia, insuficiéncia respiratdria, choque ou faléncia
de mdltiplos 6rgdos?. Sao classificados como leves os pacientes que apresentam sintomas
respiratorios leves, sem evidéncia de pneumonia ou hipoxemia; como moderados aqueles
que apresentam sintomas respiratorios, evidéncia clinica ou radiografica de pneumonia, mas
sem hipoxemia grave; graves 0s que apresentam hipoxemia grave (PaO2/FiO2 < 200 mmHg)
elou insuficiéncia respiratdria e/ou choque ou faléncia de maltiplos 6rgdos?°. Por fim, séo
classificados como criticos os pacientes que apresentam insuficiéncia respiratoria aguda

grave (PaO2/FiO2 <100 mmHg) e/ou choque séptico ou faléncia de multiplos 6rgdos.

Marcadores inflamatorios como a elevacéo da proteina C reativa (PCR), interleucina-
6 (IL-6) e marcadores de dano celular, como a creatinofosfoquinase (CPK) e a lactato
desidrogenase (LDH), foram apontados como indicadores de gravidade e complicacdes da
doenca®101112 Alteracdes radioldgicas na tomografia de torax também foram relacionadas
a um maior risco de mortalidade e mau progndstico, possibilitando uma classificacdo da
doenga com base no grau de acometimento pulmonar, considerando opacidade em vidro
fosco, consolidacdes e espessamento dos septos: leve se <25%, moderada de 25% a 50% e

grave se 0 acometimento for >50%°%12,
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Achados laboratoriais de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2

O hemograma, principal exame laboratorial utilizado neste estudo, oferece
informagdes clinicas relevantes sobre os pacientes por meio da analise clinica de trés
grandes séries celulares: o eritrograma, que avalia a chamada “série vermelha”, composta
pelos eritrocitos, hemoglobina e seus repetidos célculos; o leucograma, representado pelas
“células brancas” compostas por neutréfilos, eosinofilos, basofilos, linfocitos, mondcitos e
suas células jovens precursoras - por meio do qual se observam as caracteristicas da resposta
imune a organismos invasores; e, por ultimo, o plaquetograma, que possibilita a avaliagao
quantitativa das plaquetas, células que desempenham papel fundamental na coagulacéo

sanguinea®.

O perfil laboratorial dos pacientes pode variar de acordo com a severidade da doenca,
comorbidades pré-existentes e outros fatores individuais. De acordo com dados da literatura,
nas infeccOes pelo SARS-CoV-2, os achados mais comuns incluem a redugdo do nimero
de linfocitos, chamada linfopenia, e 0 aumento do nimero de neutréfilos, conhecido como
neutrofilia®1%112332_ Além disso, os pacientes podem apresentar elevacio de marcadores de
inflamacdo sistémica, como a proteina C reativa (PCR), a velocidade de
hemossedimentacéo (VHS) e a ferritina sérica®1%11:3232 Também pode haver elevagéo de
marcadores de dano celular, como a lactato desidrogenase (LDH), as enzimas hepaticas
alanina e aspartato aminotransferase (ALT e AST), a creatinofosfoquinase (CPK) e a
troponinat®1231  Qutros achados incluem anemia, diminuicdo da albumina sérica e

distarbios hidroeletroliticos, como hiponatremia e hipocalemia!?18:32:3,

Observa-se, ainda, impacto significativo do SARS-CoV-2 na hemostasia, com

frequente consumo plaquetario (trombocitopenia), reducdo da atividade fibrinolitica,
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elevacdo do tempo de ativacdo da protrombina (TAP) e aumento do produto da degradagéo
da fibrina — expresso por valores de D-dimero®3738%° Tais alteracOes estdo associadas ao
maior risco de complica¢Bes tromboembdlicas, desde trombose venosa profunda (TVP) e
tromboembolismo pulmonar (TEP) até disturbios extremamente graves, como a coagulacao
intravascular disseminada (CIVD)3%3° Um estudo que comparou a COVID-19 com
outros coronavirus (SARS-CoV-1 e MERS-CoV) em relacdo as alteracGes na hemostasia,
concluiu que as infeccdes pelo SARS-CoV-2 cursam mais frequentemente com tais
complicacdes, além de serem mais graves e generalizadas®®. Vale ressaltar que a avaliagéo

quantitativa seriada do D-dimero se mostrou Util na predicéo de gravidade da doenga®®'.

Linfopenia

A linfopenia pode ser considerada um sinal laboratorial cardinal dos pacientes com
COVID-19 sintomatica, tendo sido consistentemente associada a gravidade da doencgal® 12
28,30, 32,40, 4142 \/3rjos estudos relataram associagao entre a linfopenia e desfechos clinicos
negativos, a exemplo do aumento do tempo de internamento; necessidade de suporte
ventilatério invasivo; admissdo em unidade de terapia intensiva (UTI); maiores taxas de
evolucdo para SDRA (sindrome do desconforto respiratorio agudo) e aumento do risco de

mortalidade304041,

Essas alteracdes expressam uma disfungdo na reacdo imune ao virus, uma vez que
os linfocitos sdo fundamentais na defesa contra infeccbes virais, atuam na modulagdo da
resposta imunolégica e produzem citocinas anti-inflamatorias - como a interleucina-10 (IL-
10) e fator de crescimento transformador-beta (TGF-B) -, as quais desempenham papel
essencial no controle de respostas exacerbadas, a exemplo da tempestade de citocinas

observada nos casos graves de COVID-19%42627,
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No que tange as subpopulaces linfocitérias envolvidas nesse processo, 0s pacientes
com COVID-19 apresentam significativa diminui¢do de células TCD4, TCDS8, células B e
NK?42  Os individuos com quadros mais graves apresentam linfocitos totais
significativamente mais baixos, assim como células TCD4, CD8 e células B. Por outro lado,
pacientes responsivos ao tratamento ou que evoluem com melhora clinica tendem a
apresentar elevacdo dos linfocitos totais, bem como das células T CD8 e células B,

evidenciando sinais de imunidade adaptativa antiviral de células T e B?342,

Cabe salientar que o valor de referéncia para a contagem de linfocitos varia de
acordo com o laboratorio, mas em geral utiliza-se a faixa de 1.000 a 4.800 células/pL no
sangue periférico*®. Uma contagem de linfocitos abaixo de 1.000 células/uL € geralmente
classificada como linfopenia®®. Valores abaixo de 800 células/pL, no contexto da COVID-
19, caracterizam linfopenia grave, podendo variar de acordo com método de anélise e

populacéo avaliada?® 3 4,

Os mecanismos exatos envolvidos nessa redugdo do numero de linfocitos nas
infeccOes pelo SARS-CoV-2 ainda ndo sdo plenamente compreendidos, mas existem
possiveis explicagdes descritas na literatura. Uma hipétese é que o SARS-CoV-2 seja capaz
de infectar diretamente os linfdcitos, especialmente T e B, uma vez que proteina spike do
virus se liga ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECAZ2) para invadir as
células humanas?®*'. Esse receptor possui alta expressdo no trato respiratorio, mas 0s
linfocitos também o expressam, o que pode explicar a infeccdo direta dessas células de
defesa. Alguns autores sugerem que SARS-CoV-2 pode aumentar a apoptose (morte celular

programada) de células linfoides304144,
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Além disso, sabe-se que alguns pacientes apresentam resposta imunoldgica
exacerbada a infeccdo, podendo evoluir com sindrome da resposta inflamatéria sistémica
(SIRS) que, consequentemente, eleva a destruicdo de linfdcitos. Esse mecanismo é mediado
principalmente pela liberagdo excessiva de citocinas pro-inflamatdrias, tais como
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral TNF-a, que estdao diretamente associados a
ativacdo de neutrdfilos e macrofagos, levando a morte celular indiscriminada®**°. Ademais,
linfocitos podem ser recrutados para os pulmdes e outros tecidos infectados e, quando
ativados, também resultam na producéo e liberacdo de citocinas inflamatorias, resultando na

queda da contagem de linfocitos®®4L,

Por fim, algumas medicagdes usadas no tratamento da COVID-19, como corticoides,
podem causar linfopenia como efeito colateral®®. Nesse aspecto, vale ressaltar que no estudo
RECOVERY, realizado com o objetivo de investigar o uso da dexametasona, definiu-se que
0 tratamento na dose de 6mg da medicacdo a ser administrada uma vez ao dia, durante 10
dias, reduziu mortalidade em pacientes com maior gravidade da doenca, 0s quais tendem a
apresentar niveis mais baixos de linfécitos'®. Outros fatores como desnutrigcdo, idade
avancada e presenca de doengas concomitantes também podem contribuir para a linfopenia

em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2193040,

Neutrofilia

Os neutrdfilos sdo celulas do sistema imunoldgico que tém como principal funcéo a
eliminacdo de patdgenos celulares por meio da fagocitose, representando entre 40-70% dos
leucdcitos circulantes®. Embora os neutréfilos sejam geralmente associados as infeccdes
bacterianas, evidéncias sugerem que essas células também desempenham um papel

importante em infeccOes virais, a exemplo do virus da influenza, da dengue e da
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imunodeficiéncia humana (HIV)®. Isso ocorre porque os neutréfilos produzem proteinas
que recrutam outras células do sistema imunoldgico para o local de infeccdo, como células
dendriticas e células T?. No entanto, ainda que essas interagdes sejam apontadas como
benéficas para a coordenacdo da resposta imunolégica, € importante considerar o potencial

de desregulagio causado por essa alteracéo, além da possibilidade de infecgOes secundarias?.

No contexto da COVID-19, estudos apontam a neutrofilia como um achado comum
nos pacientes infectados, estando associada a maior risco de doenga grave e
mortalidade?*2627:314647 Qs mecanismos envolvidos na ativagdo dos neutréfilos durante a
infeccdo pelo SARS-CoV-2 ainda ndo foram totalmente elucidados, mas autores sugerem
que a neutrofilia observada em pacientes com COVID-19 pode estar relacionada a um estado
de hiperinflamag&o, no qual ha uma producéo excessiva de citocinas pré-inflamatorias, tais
como a IL-6, ciclicamente estimulando a producéo e liberacdo de neutrdfilos a partir da
medula dssea e sua migracdo para os tecidos infectados?>24262748 \/ale destacar que, nas
infeccbes pelo SARS-CoV-2, observou-se que a maioria dos pacientes apresentava
neutrofilia j& na admissdo hospitalar, no estagio inicial da doenca, sem outras infec¢des

bacterianas associadas*.

Somado a esses fatores, os neutrdfilos podem contribuir para a inflamacéo excessiva
por meio da formac&o de armadilhas extracelulares de neutrofilos, chamadas de NETs*"48,
Esse fenbmeno foi pesquisado em pacientes com COVID-19, e pesquisadores
demonstraram que 0 SARS-CoV-2 é capaz de induzir diretamente a liberagdo das NETS, as
quais se comportam como redes, aprisionando e eliminando possiveis microrganismos
invasores num processo denominado “NETose*. O problema esta no fato de que, quando
esse processo ocorre de forma intensa, acaba por elevar os niveis das chamadas “Espécies

Reativas de Oxigénio (ROS) intracelulares em neutréfilos”, as quais modulam a cascata de
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coagulacdo e do sistema complemento, desempenhando importante papel na inflamacéo e

trombogénese— complicagdo frequentemente relatada nas infeccdes pelo SARS-CoV-24748,

Por fim, o papel dos neutréfilos na patogénese da sindrome do desconforto
respiratdrio agudo (SDRA), discutido em artigo de revisao, consiste na liberacdo de enzimas
proteoliticas e radicais livres, que danificam o epitélio alveolar e aumentam a
permeabilidade capilar®®. Esse dano pode resultar em acimulo de liquido nos espacos
intersticiais e alvéolos, levando a edema pulmonar, incompatibilidade ventilagdo/perfusdo
e insuficiéncia respiratoria*®*°. Em pacientes com COVID-19, laudos de necropsia
identificaram infiltracGes de neutréfilos nos capilares pulmonares, associados a presenca de
inflamagdo e microtrombos. Além desse achado, observou-se uma maior quantidade de
neutréfilos nas areas de lesdo. Tais achados reforcam o papel relevante da neutrofilia na

gravidade das infecgdes pelo SARS-CoV-2°1%2,

Utilizacdo da RNL na COVID-19

Estudos internacionais

As infecgdes pelo SARS-CoV-2 podem cursar com um estado hiperinflamatorio,
desencadeado pela tempestade de citocinas e pelo aumento dos niveis de neutrofilos
sanguineos?32426.2748 De forma concomitante, a linfopenia ¢ frequentemente observada em
pacientes acometidos pela COVID-19, tornando a RNL um indicador relevante na
mensuracao da resposta inflamatdria e gravidade da doenca doenga® 2% 31:324041.4246 Devido
a sua possivel aplicabilidade como biomarcador da doenca, a RNL tem sido objeto de estudo

em varias pesquisas cientificas.
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Uma revisdo sistematica e metanélise que incluiu 32 artigos, totalizando 8120
pacientes, indicou que a RNL possui desempenho razoavel como marcador diagnostico e de
gravidade da infeccdo pelo SARS-CoV-2, e um 6timo desempenho na previsdo da
mortalidade?®. Niveis mais elevados da RNL foram associados ao 6bito pela COVID-19
com razdo de chance de 18,69, sensibilidade de 83% e especificidade de 80%2°. O artigo
destaca que ao definir valores de RNL > 3,63 para gravidade, houve reducdo da
sensibilidade para 70% e aumento da especificidade para 86%, mas ndo especifica quais
valores de RNL devem ser utilizados como preditores dos desfechos propostos®. E
importante destacar que a utilidade da RNL para o diagnostico da COVID-19 em momentos
futuros deve ser desconsiderada, uma vez que a constatagdo do autor foi realizada em um
contexto pandémico, com viés de amostragem e sem comparagdo com outros virus que

podem, eventualmente, cursar com a elevagdo da RNL.

Outra metanalise que analisou 19 artigos, sendo 15 realizados na China, 1 na Turquia,
1 no Paquistdo, 1 na Espanha e 1 nos Estados Unidos, concluiu que o RNL possui bons
valores preditivos de gravidade e mortalidade em pacientes com COVID-193L. No entanto,
os valores de corte para RNL encontrados nos artigos incluido na revisao variaram de forma
consideravel, sendo categorizados pelos autores em subgrupos de “alto valor de corte”, 0S
quais utilizaram RNL >4,5 para gravidade e >6,5 para mortalidade, e “baixo valor de
corte”, com limites definidos abaixo desses valores. A AUC combinada para prever a
gravidade e mortalidade da doenga nos subgrupos de “alto valor de corte” foi de 0,86 (IC

95% 0,83-0,89) € 0,92 (95 % CI 0,89-0,94), respectivamente®!.

Um estudo de coorte prospectivo realizado em um hospital de Pequim, incluiu 61
pacientes com COVID-19 e estratificou a gravidade da doenga em leve, moderada, grave

ou critica, ainda na admiss&o®. Os resultados indicaram que a RNL foi um preditor precoce
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independente de risco para doenca critica. Os pesquisadores também propuseram uma
"escala progndstica" para auxiliar na tomada de deciséo clinica sobre o ambiente de manejo
do paciente, sugerindo que pacientes com 50 anos ou mais e valores de RNL > 3,13 possuem
maior risco de evoluir para doenga critica e, portanto, devem ser atendidos onde tenham
acesso rapido a UTI%. As limitagGes deste estudo incluem o niimero relativamente pequeno
da amostra avaliada, além da falta de definicdo do desfecho clinico final, uma vez que a

maioria dos participantes permanecia internado na data de publicagio do artigo®.

Outra coorte semelhante, realizada no Hospital Geral de Cuautitlan, no México,
incluiu 125 pacientes e buscou descrever a utilidade das relagbes neutrofilos-linfdcitos,
mondcitos-linfécitos (RML) e plaquetas-linfdcitos (RPL) para o prognéstico de mortalidade
e necessidade de suporte ventilatorio nas infecgdes pelo SARS-CoV-2%2. Como conclusio,
viu-se que valores de RNL>13 (OR: 2,750, p = 0,001) e de RML >0,5 foram associados ao
desfecho de 6bito, ao passo que a RPL n&o demonstrou impactar sobrevida®2. Vale ressaltar
que, no estudo, valores de RNL >13 n&o foram relacionados a necessidade de suporte
ventilatorio (p = 0,178), o que pode sugerir alguma inconsisténcia nos dados®. Idade >50
anos e linfopenia foram as variaveis associadas a necessidade de suporte ventilatorio na

populacdo do estudo®.

Por fim, em estudo transversal retrospectivo conduzido no Hospital da Universidade
de Wuhan, na China, pesquisadores buscaram avaliar o valor preditivo da RNL admissional
de 1004 pacientes internados com COVID-19, para o desfecho de mortalidade intra-
hospitalar por todas as causas®. A analise mostrou um valor mediano de RNL de 49,06
(intervalo: 25,71-69,70) em ndo sobreviventes, em comparagdo a um valor mediano de RNL
igual a 4,11 (intervalo: 2,44-8,12) em sobreviventes, com diferenca significativa entre os

dois grupos (p<0,001)%. Medidas admissionais de RNL>11,75 foram significativamente
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correlacionadas com morte intra-hospitalar nos pacientes acometidos pela COVID-19, com
sensibilidade de 97,5% e especificidade de 78,1%°. Vale ressaltar que a utilizagio da RNL

para outros desfechos clinicos ndo foi avaliada®.

Estudos brasileiros

Um estudo realizado com 121 pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, internados
em um hospital terciario de alta complexidade na cidade de Curitiba, encontrou que a RNL
foi significativamente maior nos pacientes graves (definidos na pesquisa como aqueles que
necessitaram de intubacdo orotraqueal (IOT) e ventilagdo mecanica invasiva (VMI) ou néo
invasiva (VNI) durante a internacdo) em comparagdo com 0s grupos moderados (que
receberam apenas suplementacdo de oxigénio via cateter nasal) e os controles (com SRAG
de diferentes etiologias)®*. A média dos valores de RNL foi de 22,29 nos pacientes
graves versus 6,3 nos grupos moderados (p< 0,001)**. Além disso, foi proposto que um

ponto de corte de 15,2 para RNL estaria associado a um maior risco de morte>.

Outro estudo brasileiro realizado em um hospital de Sao Paulo, incluiu 524 pacientes
com COVID-19 e analisou como diferentes fatores de risco impactaram a mortalidade em
28 dias durante sua hospitalizacdo, tanto na admisséo quanto ao longo do tempo (com base
em medidas de sinais vitais clinicos e exames laboratoriais realizados durante o 3°, 8° e 14°
dias de internacdo), e comparou os resultados obtidos entre modelos incorporados na
admissdo e acompanhamento®. Os pesquisadores encontraram que 0s marcadores
laboratoriais LDH, ureia, proteina C reativa e a RNL permaneceram associados a
mortalidade apds ajuste para fatores clinicos no acompanhamento, e podem ajudar no
progndstico desses pacientes®. N&o foram propostos valores de corte para RNL no estudo

em questio™.
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E possivel inferir, portanto, que diversas pesquisas ja demostraram que casos graves
de COVID-19 tendem a apresentar valores elevados da RNL, especialmente quando
associados a uma resposta inflamatoria exacerbada. Porém, ndo ha uma definicao clara de
quais valores de corte para RNL devem ser valorizados na pratica clinica. As propriedades
do teste para desfechos especificos, como 6bito, tempo de internacdo e necessidade de
intubacéo, ainda ndo foram bem definidas, prejudicando a aplicabilidade desse biomarcador.

Além disso, pesquisas brasileiras sobre a teméatica também séo escassas.

Utilizacdo da RNL como marcador de gravidade em outras patologias

Biomarcadores de inflamacg&o sdo rotineiramente solicitados e avaliados na préatica
médica, com o objetivo de elucidar a condicao clinica do paciente que esta sendo assistido.
Uma curva ascendente da dosagem de Proteina C reativa, por exemplo, levanta um alerta
sobre deterioracéo clinica ou infeccdo®®. Nesse mesmo contexto, a RNL jé foi sugerida como
possivel biomarcador progndstico Util e de baixo custo ndo somente em doencas infecciosas
como pneumonia, tuberculose e endocardite, mas também nas sindromes coronarianas
agudas (SCA), miopatias inflamatérias como polimiosite/dermatomiosite e em algumas

neoplasias como o cancer colorretal e tumores solidos®’°8:59.606162.63

Um estudo retrospectivo realizado com 121 pacientes acometidos por endocardite
infecciosa demonstrou que valores admissionais de RNL >7,1 foram preditores de
mortalidade intra-hospitalar e eventos do sistema nervoso central, com sensibilidade de 80%
e especificidade de 83%°’. Da mesma forma, uma andlise retrospectiva que incluiu 91
criangas internadas por pneumonia grave em um hospital na China concluiu que RNL
(medida 24 horas ap0s a admissao) possui valor preditivo para mau prognostico da doenga,

mas reitera que a combinacio de indicadores possui maior valor nessa avaliago®. Ainda
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no contexto das doencas infecciosas, um estudo comparou Vvarios parametros em pacientes
com tuberculose e sarcoidose e encontrou diferengas significativas na RNL, com valores
maiores que 2,55 predominando em pacientes com tuberculose, o que sugere utilidade da

aplicacdo da RNL na distingéo entre as duas patologias®®.

Nos quadros de SCA, um estudo brasileiro apontou que a existe correlagdo direta
entre valores da RNL e o diagnostico de isquemia miocardica aguda, podendo ser utilizada
como ferramenta de identificacdo precoce dos pacientes admitidos com suspeita de SCA
nos servicos de salide®. Foram evidenciados menores valores de RNL em individuos com
dor toracica de origem ndo-cardiaca (3,0 + 1,6), em oposicdo a valores mais elevados da
RNL (>5,7) em pacientes que fecharam o diagnostico final de SCA, tendo esse biomarcador
uma especificidade de 91,1%, com odds ratio de 4,51 (intervalo de confianca de 95% - 1,51

a 13,45) para tal desfecho®.

O uso da RNL nas miopatias inflamatérias, por sua vez, foi evidenciado em um
estudo retrospectivo que contemplou 197 pacientes com polimiosite/dermatomiosite recém
diagnosticados e buscou identificar caracteristicas laboratoriais dos sobreviventes e ndo
sobreviventes em 5 anos®®. Os resultados indicaram que valores elevados da RNL estdo
independentemente associados a uma pior sobrevida global nesses individuos. O valor de
corte 6timo que maximizou a sensibilidade e especificidade para este desfecho foi de RNL

igual a 4,7755. Entretanto, o intervalo de referéncia ndo foi extensivamente estudado.

Por fim, uma revisdo sistematica e meta-analise que contemplou 71 artigos,
compreendendo 32.788 pacientes em estagios iniciais e terminais do cancer colorretal,
avaliou a utilidade progndstica da RNL pré-tratamento e, apesar do viés de publicacéo

significativo, concluiu que valores elevados desse biomarcador estdo relacionados a pior
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sobrevida global, sobrevida livre de doenca e recorréncia no contexto do cancer colorretal®?.
Nessa mesma linha de pesquisa, uma outra metanalise contemplou 100 estudos com um
total de 40.559 pacientes portadores de tumores sélidos para avaliar o efeito progndstico da
RNL e demonstrou que valores de RNL> 4 estdo associados a piores taxas de sobrevida
global, sobrevida especifica do cancer, sobrevida livre de progresséo e sobrevida livre de
doenca em muitos tumores solidos®®. Os autores destacam, porém, que o método de selecéo

de pontos de corte para RNL permaneceu obscuro em muitos estudos®?.

Em resumo, a RNL j& foi apontada como biomarcador progndstico de fécil acesso e
baixo custo em diversas doencas, destacando o papel fisiopatoldgico da hiperinflamacéo e
desequilibrio na resposta imune, os quais estdo intimamente relacionados com evolugdes
clinicas desfavoraveis. No entanto, mais estudos sdo necessarios para estabelecer valores de

referéncia para RNL e sua aplicabilidade na pratica dos profissionais de saude.

RNL e citocinas inflamatorias na resposta imune ao SARS-CoV-2

As citocinas desempenham importante papel na fisiopatologia da COVID-19, uma
vez que modulam a inflamag&o em diferentes etapas da doenga®®232"%4 O pico de liberagio
de citocinas pro-inflamatérias ocorre entre 0 7° e 0 14° dia de infeccdo, e este processo visa
garantir uma resposta imunoldgica eficiente, atraindo células como macréfagos, linfécitos,
neutrofilos e mondcitos para o tecido afetado, com objetivo de combater a infeccdo pelo
SARS-CoV-222276485 No entanto, quando essa resposta é exacerbada, ocorrem efeitos
oxidativos e danos secundarios aos tecidos saudaveis - mecanismo responsavel pelas

disfuncdes organicas vistas nos casos graves da doengal®232765,

Com base na literatura publicada até o momento, enfatiza-se o papel da TNF-a, IFN-

v, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 na resposta ao SARS-CoV-2, as quais foram observadas em niveis
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séricos elevados nos pacientes com a doenga em curso**6465667 ‘Destacam-se, porém, as
citocinas IL-6 e IL-10, consideradas preditores da mau progndstico da doenga, uma vez que
se apresentam maiores niveis nos pacientes com COVID-19 grave quando comparados

aqueles com quadros leves ou moderados*6465,

Nesse aspecto, ndo foram encontradas pesquisas que correlacionaram diretamente a
RNL e cada uma das citocinas envolvidas na resposta imune ao SARS-CoV-2. Entretanto,
visto que a gravidade da doenga esta associada tanto a RNL quanto a tempestade de citocinas
inflamatorias, e que o desequilibrio na producdo e liberacdo dessas citocinas pode levar a
ativacdo dos neutréfilos e a deplecdo dos linfocitos, a possivel associacdo entre a elevacdo
da RNL e maiores niveis séricos das citocinas inflamatdrias foi comentada por alguns autores,

com destaque para IL-2, IL-4, IL-6, 1L-8, IL-10, TNF-a & IFN-y?3 65 66,68

Da mesma forma, uma outra linha de pesquisa buscou compreender a ativagdo imune
em resposta a0 SARS-CoV-2, dividindo 222 pacientes em fen6tipos, com base na RNL e
nos valores de 1gG (anticorpos contra o virus)®. Os fendtipos foram definidos da seguinte
forma: RNL elevado + 1gG elevado; RNL elevado + IgG baixo; RNL baixo + 1gG elevado;
RNL baixo + 1gG baixo®. Os resultados indicaram que os pacientes com valores de RNL
alto e IgG alto OU baixo apresentaram niveis mais elevados de citocinas inflamatdrias, bem
como reducdo de TCD4+ quando comparados a individuos com fen6tipo RNL baixo e 1gG
baixo (p <0,05)%°. Além disso, o estudo apontou que a taxa de recuperacio de pacientes
graves foi inversamente proporcional aos valores de RNL e 1gG, ou seja, quanto menores

esses valores, maiores foram as chances de recuperagdo clinica®.

Sendo assim, os dados apresentados corroboram a hipotese de que existe correlagdo

direta entre valores de RNL e algumas citocinas inflamatorias especificas envolvidas na
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resposta imune ao SARS-CoV-2. No entanto, sdo necessarias pesquisas adicionais para
confirmar essa hipdtese e compreender de maneira mais detalhada os mecanismos de

hiperinflamagao envolvidos na resposta imune a doenca.

Medicamentos propostos para tratamento da COVID-19

Em relacdo as pesquisas sobre medicamentos potencialmente eficazes no tratamento
da COVID-19, o estudo "RECOVERY" incluiu 6.425 pacientes hospitalizados pelo SARS-
CoV-2, e demonstrou que a dexametasona, corticosteroide que atua como anti-inflamatério
e imunossupressor, reduziu mortalidade naqueles que necessitaram de oxigenioterapia ou
ventilagdo mecanical®. Além disso, o Tocilizumabe, anticorpo monoclonal que bloqueia a
acdo da IL-6, mostrou-se eficaz na reducdo do suporte ventilatério em pacientes com

infecces graves pelo SARS-CoV-2%°,

O Remdesivir, por sua vez, € um antiviral que atua inibindo a replicacdo do virus e,
conforme estudo publicado no New England Journal of Medicine, demonstrou ser eficaz na
reducdo do tempo de recuperacdo dos pacientes que necessitaram de suplementacdo de
oxigénio devido a pneumonia pelo SARS-CoV-2'®. Nessa mesma linha, o Paxlovid
(nirmatrelvir + ritonavir) mostrou reduzir hospitalizacdo e morte por COVID-19 em

pacientes de alto risco®’.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o papel preditor da RNL obtida em hemograma de pacientes admitidos no

ambiente hospitalar por COVID-19 quanto a possivel evolucdo para intubacao e/ou ébito.

Objetivo secundério

Estabelecer a correlacdo entre os valores da relacdo neutréfilos-linfocitos com as
citocinas envolvidas na resposta inflamatéria a0 SARS-CoV-2 (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10,

IL-15 e IL-1b).
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MATERIAIS E METODOS

Esta dissertacdo de Mestrado pelo PIBIC Master ¢ uma analise complementar do
estudo denominado “COVID 19: Caracterizagdo clinica ¢ epidemioldgica de pacientes
atendidos em Curitiba PR”, o qual foi devidamente aprovado pela Comissio de Etica e
Pesquisa (CEP) da Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUC-PR), com o Numero

do Parecer: 3.944.734.

Foram incluidos neste estudo participantes que leram e assinaram o termo de
consentimento informado (TCLE), demonstrando compreensdo das informacgoes
apresentadas e concordancia da utilizacdo dos dados em prontuérios eletrdnicos para fins de

pesquisa, conforme resolucéo n° 466/12 do Conselho Nacional de Satde (CNS) - em anexo.

Delineamento e populagéo do estudo

Estudo de coorte observacional retrospectivo de pacientes infectados pelo SARS-
CoV-2, internados no Hospital Marcelino Champagnat (HMC), em Curitiba, entre marco

de 2020 e agosto de 2021.

Critérios de selecéo

A selecdo dos participantes do estudo respeitou os seguintes critérios de inclusdo:
Idade maior de 18 anos; admissao hospitalar por quadro clinico compativel com COVID-
19 (febre, dispneia, hipoxemia - SpO2<95%, e/ou tosse) entre marco de 2020 e agosto de
2021; infeccdo aguda pelo SARS-CoV-2 comprovada pelo método do RT- PCR, (Real Time
Polymerase Chain Reaction); possuir registro dos dados do hemograma coletado na

admisséo hospitalar.
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Foram excluidos os pacientes que apresentaram RT-PCR ndo reagente para COVID-
19; pacientes com histéria de transplante hematoldgico ou de 6rgéos solidos; pacientes que

ndo coletaram hemograma na admisséo - ou sem registro dos resultados em prontuério.

Coleta de dados

Foram coletados dados clinicos dos pacientes por meio da revisdo de prontuarios
eletronicos do banco de dados do hospital Marcelino Champagnat (sistema de prontuario
eletronico Tasy®). As informacbes dos pacientes foram identificadas retrospectivamente,
incluindo dados referentes a idade; sexo; comorbidades referidas; valor da saturacdo de
oxigénio na admissdo (de acordo com o 1° registro da anamnese do pronto socorro); nimero
de dias de sintomas gripais referidos que precederam a admissdo hospitalar; desfechos
clinicos com énfase na necessidade de IOT e Gbito. Todas as informacdes foram organizadas

em planilha de excel® para posterior analise.

Da mesma forma, foram coletados e planilhados os dados do hemograma
admissional de cada paciente, destacando os valores totais de neutréfilos e linfdcitos para
posterior calculo do produto da divisdo entre eles, definindo assim o resultado da relagdo

neutrdfilos-linfocitos - principal variavel de interesse desta pesquisa.

Citocinas inflamatérias

A coleta de dados relacionada as citocinas, por sua vez, foi realizada em conjunto
com integrantes do “Projeto de Pesquisa COVID-19: Caracterizagdo clinica e
epidemioldgica de pacientes atendidos em Curitiba-PR”, 0s quais conduziram um estudo de
coorte prospectivo e realizaram coletas das citocinas entre abril de 2020 e agosto de 2021,

de 390 pacientes contemplados na mesma amostragem e submetidos aos mesmos critérios
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de inclusédo aplicados nesta pesquisa. Foram excluidos, porém, pacientes imunodeprimidos

e os que fizeram uso de tocilizumabe.

As citocinas foram quantificadas utilizando Kkits de ELISA disponiveis
comercialmente para IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a, I1L-15 e IL-1b (ImmunoTools,
Friesoythe, Alemanha) e todos os testes foram realizados de acordo com as instrugdes do
fabricante. A coleta do material bioldgico ocorreu durante trés periodos: de abril a outubro
de 2020; de novembro de 2020 a fevereiro de 2021 e de maio a agosto de 2021. A

quantificacdo da absorbancia foi realizada pelo leitor de microplaca Versamax.

Os resultados laboratoriais foram identificados retrospectivamente e organizados em
planilha de Excel®, a fim de estabelecer associacdes entre os valores da relacédo neutrofilos-
linfdcitos e as citocinas envolvidas na resposta inflamatéria ao SARS-CoV-2 - analise que

compde o0 objetivo secundario desta dissertacéo.

Para isso, foram selecionados, dentro da amostra inicial, pacientes que possuiam
registro dos resultados de dosagens séricas de pelo menos uma das interleucinas (IL-4, IL-
6, IL-10, IFN-y, TNF-qa, IL-15, IL-1b). VValores provenientes da primeira coleta de citocinas
de cada paciente - que variou entre 0 1° e, no maximo, 7° dia de internacdo - foram
considerados, uma vez que essa dosagem ndo faz parte dos exames hospitalares
admissionais padronizados e foi objetivamente realizada por membros da equipe de

pesquisa na qual se insere este projeto.
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ANALISE ESTATISTICA

RNL x Desfechos de IOT e OBITO

As informagdes coletadas foram analisadas descritivamente no programa SPPS® e 0s
resultados de variaveis quantitativas foram descritos por média, desvio padrdo, minimo e
maximo. Variaveis categoricas foram descritas por frequéncias e percentuais e, para definir
0s pontos de corte da RNL associados aos desfechos de necessidade de 10T, 6bito e
IOT/OBITO combinados, foram ajustadas curvas ROC, calculados valores da area abaixo
da curva (AUC) e avaliadas a sensibilidade e especificidade indicados utilizando o critério
de Youden®. Outras propriedades do teste como acuracia, valor preditivo positivo (VPP) e
valor preditivo negativo (VPN) foram calculadas com base na prevaléncia dos desfechos

estimada pela amostra do estudo.

Inicialmente, para cada um dos desfechos, foi ajustado um modelo de Regressdo de
Poisson univariado, considerando-se o desfecho como varidvel dependente e cada uma das
variaveis como variavel independente (explicativa). Testou-se a hipotese nula de que nao
ha associacdo entre a RNL e a probabilidade de 10T 6bito e IOT/OBITO combinados,

versus a hipotese alternativa de que ha associacéo.

Em seguida, para cada um dos desfechos, foi ajustado um modelo de Regressdo de
Poisson multivariado, incluindo-se como variavel independente a RNL e como covariaveis
a idade (anos); dias de sintomas referidos antes da admissao (< 7 dias ou >7 dias); nimero
de comorbidades referidas (<3 ou 3 ou mais); saturacdo de oxigénio (SpO2) na admissao
(%), realizada de forma néo invasiva por oximetria de pulso, de acordo com registro da 12
anamnese de entrada no pronto socorro. Os pontos de corte para dias de sintoma antes da

admissdo e do numero de comorbidades foram definidos pelo ajuste de curvas ROC.



41

Considerando-se cada desfecho como variavel dependente para a varidvel RNL,
ajustada para as demais variaveis incluidas no modelo, testou-se a hipdtese nula de que néo
h& associacdo entre a RNL e a probabilidade de ocorréncia do desfecho, versus a hipotese
alternativa de que ha associacdo. Os modelos foram ajustados ponderando os pontos de
corte obtidos dos ajustes de curvas ROC, considerando a RNL como varidvel continua e
categdrica. Aplicou-se a regressao de Poisson com variancia robusta e o teste de Wald para
avaliar a significancia das variaveis. A condicdo de normalidade das variaveis quantitativas

foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

A medida de associacdo estimada foi o risco relativo (RR), para a qual foram
apresentados intervalos de confianga de 95%. Valores de p<0,05 indicaram significancia
estatistica. Os dados foram analisados com o programa computacional IBM SPSS Statistics

v.28.0. Armonk, NY: IBM Corp.

RNL x Citocinas inflamatérias

Para a analise da correlacdo entre RNL e as variaveis relativas as citocinas, foram
estimados coeficientes de correlacdo de Spearman, com intervalos de confianca de 95%. A
condi¢do de normalidade das variaveis quantitativas foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e os dados foram analisados com o programa computacional IBM SPSS Statistics

v.28.0. Armonk, NY: IBM Corp.

Inicialmente, testou-se a hipotese nula de que o coeficiente de correlagdo entre
valores de cada uma das citocinas e valores da RNL quantitativos é igual a zero, versus a
hipdtese alternativa de que o coeficiente de correlacdo é diferente de zero. Diagramas de

Disperséao foram utilizados para ilustrar as analises e cada ponto correspondeu a um paciente
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da amostra, sendo as coordenadas de cada ponto os resultados classificados pela formula do

Ranking de Besson. A linha tracada representou a tendéncia de correlagdo entre as variaveis.

Valores de p<0,05 indicaram existéncia de correlacdo entre as variaveis e o grau de
associacédo foi classificado em: muito forte - | p | > 0,90; forte - | p | entre 0,71 e 0,90;
moderado - | p | entre 0,51 ¢ 0,70 ou fraco - | p | < 0,501, Paravalores de p>0,05, concluimos
que ndo ha evidéncia de que o coeficiente de correlacdo seja diferente de zero, o que

significa que ndo se pode afirmar a existéncia de correlacdo entre as duas variaveis avaliadas.

Por fim, ajustou-se o modelo com base nos valores de corte para RNL provenientes
da curva ROC nos desfechos combinados de IOT/OBITO. Para cada uma das variaveis de
citocinas, testou-se a hipotese nula de que os resultados sdo iguais para casos com RNL <
valor de corte e casos com RNL > valor de corte, versus a hipétese alternativa de que os
resultados sao diferentes. O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney foi usado na

comparacado dos dois grupos definidos pela RNL em relacéo as citocinas.
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RESULTADOS

FIGURA 1 - Fluxograma de selecéo dos pacientes para inclusao no estudo

e
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1. PAPEL PREDITOR DA RNL NOS DESFECHOS PROPOSTOS

1.1 Amostra final

Inicialmente, foram selecionados 985 pacientes, maiores de 18 anos, internados no
HMC por COVID-19 (RT- PCR reagente) no periodo entre marco de 2020 e agosto de 2021.
No entanto, 30 pacientes foram excluidos do estudo por ndo possuirem dados do hemograma
admissional, totalizando um n = 955, os quais compuseram efetivamente a avaliagcdo do
papel preditor da RNL em pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 quanto a possivel

evolugdo para intubag&o e/ou dbito, conforme fluxograma de selecéo (figura 1).

1.2 Estatisticas descritivas de variaveis demogréficas e clinicas

Dos 955 pacientes, 64,6% eram do sexo masculino, com média de idade de 58 +
16,6, sendo 46,2% idosos (60 anos ou mais). Na populacédo estudada, 30,1% possuiam 3 ou
mais comorbidades. A hipertensdo arterial foi mais prevalente (52,6%), seguida por
obesidade (29,9%), diabetes (24,8%) e dislipidemia (24,5%). Asma e doenca pulmonar

obstrutiva cronica (DPOC) foram relatadas por 3,7% e 3,6% dos pacientes, respectivamente.

Quanto aos dias de sintomas que antecederam a admissdo hospitalar, 56,4%
referiram que j& apresentavam sintomas gripais ha mais de 7 dias antes do internamento pela
COVID-19. Por fim, pouco mais de 67% dos pacientes apresentaram SpO2 <95% na
afericdo de entrada no pronto socorro hospitalar. As caracteristicas clinicas e demais

comorbidades da populacéo estudada estdo demonstradas na tabela 1.



TABELA 1 - VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E CLINICAS - RNL

Variavel n Classificacdo n %
Idade 955 58,0 £ 16,6 514 <60 anos 53,8%
(anos)* 441 > 60 anos 46,2%
F 4
Sexo 955 em 338 %,
Masc 617 64,6
909170
Saturagdo na admisséo* 955 <95% 643 67,3
>95% 312 32,7
. . <7 416 43,6
Tempo de sintomas (dias)** 950 -
>7 539 56,4
<
Numero de comorbidades** 955 3 668 69.9
>3 287 30,1
Hipertensdo arterial sistémica .
955 S 453 47,4%
(HAS) m °
Diabetes mellitus .
237 24,8%
(DM) 955 Sim 3 ,8%
Insuficiéncia cardiaca 954 Sim 53 5,6%
Doenca arterial coronariana .
4 7 7,7%
(DAC) 95 Sim 3 1%
Infarto agudo do miocérdio .
4 42 4,4%
(IAM) 95 Sim A%
Acidente vascular encefalico .
0,
(AVE) 954 Sim 25 2,6%
Doencga arterial periférica 954 Sim 15 1,6%
Arritmia 953 Sim 62 6,5%
Asma 955 Sim 35 3,7%
Doenga pulmonar
obstrutiva crbnica 955 Sim 34 3,6%
(DPOC)
Anemia 952 Sim 30 3,2%
Deméncia 955 Sim 39 4,1%
Dislipidemia 954 Sim 234 24,5%
Obesidade 954 Sim 285 29,9%

*média * desvio padrdo
**Pontos de corte para dias de sintoma antes da admissao e nimero de comorbidades foram definidos por
ajustes de curvas ROC.
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Quanto aos valores séricos obtidos para o biomarcador proposto, viu-se que a
mediana da RNL na populacdo estudada foi de 6,8, atingindo valor maximo de 44,5 e
minimo de 0,4. Em relacdo aos desfechos, 32,8% dos pacientes necessitaram de intubacdo
orotraqueal e 22,3% faleceram no internamento pela COVID-19, conforme descrito na

tabela 2.

TABELA 2 - VARIAVEIS DESCRITIVAS — RNL E DESFECHOS CLINICOS

Variavel N Classificacao n %
Neutréfilos/ Linfocitos™ 955 6,8 (0,4 — 44,5)
Necessidade de 10T 955 Nao 642 67,2
Sim 313 32,8
Desfecho 955 Alta 742 77,7
Obito 213 22,3

*mediana (min-maxima)

1.3 RNL como preditor da necessidade de IOT

Dos 955 pacientes da amostra, 313 foram intubados durante a internagéo. (Tabela 2)

* Anélise quantitativa

Houve associacgdo direta entre valores da RNL e o desfecho de IOT (p <0,001) na
populacdo estudada, independentemente da idade (anos), da saturacdo de oxigénio na
admissao (%), dos dias de sintomas antes da admissao (< 7 dias ou >7 dias) ou do nimero

de comorbidades (até 3; 3 ou mais).

O acréscimo de cada unidade na RNL resultou no aumento de 2% no risco de
necessitar de IOT durante o internamento hospitalar pela COVID-19 (RR=1,02; p<0,001),

conforme descrito na tabela 3.
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TABELA 3-RNL X DESFECHO DE IOT - QUANTITATIVA

10T
Variavel Classif n
. p* p**
Descritiva . .+ | RR (1C95%)
(univ) | (multiv)
Néo 10T 642 556171 1,009
Idade (anos) (1,003-1,015)
10T 313  63,1+147 <0,001 0,003
Saturagdo O2 na N&o 10T 643 91,8%6,2 0,98
admissao™ (0,97 - 0,99)
10T 312 89+£8,2 <0,001 0,001
Dias de sintomas >7 536 138 (25,7%) 1,57
antes da admissao*** (1,30 - 1,89)
<7 414 172 (415%) <0,001 <0,001
Numero de <3 668 178 (26,6%) 1,37
comorbidades (1,13 -1,68)
3 ou mais 287  135(47%) <0,001 0,002
Neutrofilos/ Nao 10T 642 8,1+7,6 1,02
Linfécitos (1,01-1,03)
10T 313 13+12 <0,001  <0,001

*Média = desvio padrdo ou frequéncia (percentual)

**Modelo de Regressao de Poisson e teste de Wald, p<0,05

**Pontos de corte para dias de sintoma antes da admissdo e nimero de comorbidades foram definidos por
ajustes de curvas ROC.

» Avaliacao de pontos de corte para RNL associados a necessidade de I0OT

O ponto de corte de RNL indicado pela curva ROC para o desfecho de 10T foi igual
a 7. Valores da RNL <7 corresponderam a nao necessidade de IOT e valores > 7

corresponderam a necessidade de IOT. A érea sob a curva ROC (AUC) foi 0,68.

Quanto as propriedades do teste, o ponto de corte de 7 para RNL mostrou-se 67,7%
sensivel e 60% especifico na predicdo do risco de IOT. A acuracia foi de 62,5% e o valor
preditivo positivo (VPP) de 45,2%. O valor preditivo negativo (VPN), por sua vez, foi de

79,2%, conforme descrito na tabela 4.



FIGURA 2 - CURVA de ROC - Sensibilidade x Especificidade — 10T
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TABELA 4 - PROPRIEDADES DO TESTE — RNL (>7) NA PREDICAO DE 10T

Neutrdéfilos/Linfocitos (>7)
para o desfecho 10T Resultado 1IC 95%
Propriedades do teste
Sensibilidade 67,7% 62,6% - 72,9%
Especificidade 60,0% 56,2% - 63,8%
Acuracia 62,5% 59,4% - 65,6%
Valor preditivo positivo (VPP) 45,2% 40,7% - 49,7%
Valor preditivo negativo (VPN) 79,2% 75,6% - 82,8%

Para os calculos de VPP e VPN foi considerada a prevaléncia de 10T estimada pela amostra do estudo.

* Analise categorica

O risco relativo de necessitar de intubacdo orotraqueal, considerando os valores de

corte para RNL indicados pelas curvas ROC (<7 ou >7) foi de 2,09 (p<0,001).

Tal resultado permite afirmar que, na populacéo estudada, valores admissionais de

RNL iguais ou maiores do que 7 marcaram 2,09x mais risco 10T quando comparados as

medidas da RNL menores do que 7, conforme evidenciado na tabela 5.
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TABELA 5 - RNL X DESFECHO DE IOT - CATEGORICA

10T
Variavel Classif n o o
- 0
Descritiva (univ) | (multiv) RR (1C95%)

Néo 10T 642 55,6+17,1
Idade (anos) <0,001 0,008
10T 313 63,1+147

1,008
(1,002 - 1,014)

Néo 10T 643 918+%6,2

Saturacdo O2 na 0,988
admissao™ <0,001 0,019 (0,978 - 0,998)
10T 312 89 18,2
Dias de sintomas >7 536 138 (25.7%) 1,64
antes da admissao*** <0,001 <0,001 (1,37 - 1,96)
<7 414 172 (41,5%)
NUmero de <3 668 178 (26,6%) 1,39
comorbidades*** . <0,001 0,001 (1,147- 1,70)
3 ou mais 287 135 (47%)
Neutrdfilos/ < 486 119 (22%) 2,09
Linfécitos @ <0001 <0001 ;7" 2 57)
>7 469 194 (46,7%) ’ ’

*Média * desvio padrdo ou frequéncia (percentual)

**Modelo de Regressdo de Poisson e teste de Wald, p<0,05

**Pontos de corte para dias de sintoma antes da admiss&o e niumero de comorbidades foram definidos por
ajustes de curvas ROC.

@ Pontos de corte definidos pelo ajuste de uma curva ROC (area abaixo da curva: 0,66, p<0,001)

1.4 RNL como preditor de OBITO

Dos 955 pacientes analisados, 213 faleceram no internamento.

* Analise quantitativa

Houve associacdo direta entre valores da RNL e o desfecho de 6bito (p <0,001) na
populacdo estudada, independentemente da idade (anos), da saturacdo de oxigénio na
admisséo (%), dos dias de sintomas antes da admissao (< 7 dias ou >7 dias) ou do niimero

de comorbidades (até 3; 3 ou mais).
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O acréscimo de cada unidade na RNL resultou no aumento de 2% no risco de 6bito

durante o internamento pela COVID-19 (RR=1,02; p <0,001).

TABELA 6 — RNL X DESFECHO DE OBITO - QUANTITATIVA

Obito
Variavel Classif n . p* p**
Descritiva : . RR (1C95%)
(univ) | (multiv)
Idade (anos) Né&o 6bito 742 54,8 + 15,7 1,030
Obito 213 695+15  <0,001  <0,001 (1,021 -1,038)
Sawragdo 02na  \a0 ghitg 742 92,2452 098
admisséo ;
Obito 213 88,69 <0,001 <0,001 (0,97 - 0,99)
Dias de sintomas 0
antes da admisséo > 7 536 89 (16,6%) 1,51
<7 414 120 (29.0%) <0001  <0,001 (1,20-1,91)
Numero de 0
comorbidades <3 668 94 (14.1%) 1,66
3oumais 287 119 (41,5%)  <0,001 <0,001 (1,29 - 2,13)
Neutrofilos/ .
Linfécitos N&o o6bito 742 8,7+8,7 1,02
Obito 213 131+114  <0,001 <0,001 (1,01-1,03)

*Média * desvio padrdo ou frequéncia (percentual)

**Modelo de Regressao de Poisson e teste de Wald, p<0,05

***Pontos de corte para dias de sintoma antes da admissdo e nimero de comorbidades foram definidos por
ajuste de ROC.

+ Avaliacéo de pontos de corte para RNL associados ao desfecho de OBITO

O ponto de corte de RNL indicado pela curva ROC para o desfecho de 6bito foi igual

a 8. Valores <8 corresponderam ao néo obito e valores > 8 corresponderam ao obito. A area

sob a curva ROC (AUC) foi 0,66.

Em relacdo as propriedades do teste, 0 ponto de corte de 8 para RNL mostrou-se
63,8% sensivel e 62,4% especifico na predicao de obito. A acurécia foi de 62,7% e o valor
preditivo positivo (VPP) de 32,8%. O valor preditivo negativo (VPN), por sua vez, foi de

85,7%, conforme descrito na tabela 7.
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TABELA 7 - PROPRIEDADES DO TESTE - RNL (>8) NA PREDICAO DE OBITO

Neutréfilos/Linfocitos (=8)
para o desfecho OBITO

Resultado IC 95%
Propriedades do teste
Sensibilidade 63,8% 57,4% - 70,3%
Especificidade 62,4% 58,9% - 65,9%
Acurécia 62,7% 59,7% - 65,8%
Valor preditivo positivo (VPP) 32,8% 28,3% - 37,3%
Valor preditivo negativo (VPN) 85,7% 82,8% - 88,7%

Para os calculos de VPP e VPN foi considerada a prevaléncia de dbito estimada pela amostra do estudo.

* Analise categdrica

Dos modelos ajustados considerando os valores de corte para RNL indicados (<8 ou

>8), obtivemos um RR = 1,93 (p<0,001), evidenciando que valores admissionais de RNL

iguais ou maiores do que 8 sinalizaram 1,93 vezes mais risco de falecer pela doenca quando

comparados a valores menores do que 8, conforme evidenciado na tabela 8.
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TABELA 8 - RNL X DESFECHO DE OBITO - CATEGORICA

Obito

Variavel Classif | n - >
Descritiva| , P. P* | RR (1C95%)

(univ) | (multiv)

X .
Nao 6bito 742 54,8 +15,7 1029

Idade(anos) (1,021 - 1,037)

Obito 213 69,5+ 15 <0,001 <0,001

Né&o obit 742 22+52
Saturagdo O2 na o obito 92.2£5, 0,98

admissdo Obito 213  886+9 <0001 0,003 (0.97-0,99)
> 0,
Dias de sintomas ! 536 89 (16,6%) 1,55
issd 1,24 -1,94
antes da admissao =7 414 120(29%) <0001  <0,001 (1, ,94)
< 0,
Numero de 3 668 94 (14,1%) 1,66

. - 1,3-2,12
comorbidades Soumais 287 119 (415%) <0001 <0001 (13 )

<8 540 77 (14,3%) 103

(1,52 - 2,47)

Neutrofilos/

Linfocitos @ <0,001 <0,001

>8 415 136 (32,8%)

*Média = desvio padrdo ou frequéncia (percentual)

**Modelo de Regressdo de Poisson e teste de Wald, p<0,05

***Pontos de corte para dias de sintoma antes da admisséo e nimero de comorbidades foram definidos por
ajuste de curvas ROC

@ Ponto de corte definido pelo ajuste de uma curva ROC (area abaixo da curva: 0,68, p<0,001).

1.5  RNL como preditor de IOT/OBITO COMBINADOS

Dos 955 pacientes analisados, 35,7% necessitaram de IOT e/ou faleceram. 64,3%

ndo foram intubados nem faleceram no internamento hospitalar pela COVID-19.

. Analise quantitativa

Houve associacéo direta entre valores da RNL e 0 ao desfecho de necessidade e 10T
e/ou OBITO combinados, independentemente da idade (anos), da saturagio de oxigénio na
admisséo (%), dos dias de sintomas antes da admissao (< 7 dias ou >7 dias) ou do numero

de comorbidades (até 3; 3 ou mais).
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O acréscimo de cada unidade na RNL resultou no aumento de 2% no risco de

necessitar de 10T e/ou falecer pela doenca (tabela 9).

TABELA 9 - RNL X DESFECHO COMBINADO IOT/OBITO - QUANTITATIVA

Desfecho combinado (10T e ébito)
Variavel Classif n p* p* RR

Descritiva (univ) | (multiv) (1C95%)

Idade (anos) N&o I0T/ébito 615 54,4 + 16,2

1,015

I0T/6bito 340 64,7 £ 15,6 <0,001 <0,001 (1,009 -1,021)

SaWraGao O2Na g 10T/ebito 618 92,2452

admissdo
IOT/6bito 337 88,6 +9 <0,001 <0,001 0,98
T ' ' (0,97 - 0,99)
Dias de sintomas
antes da <7 536 151 (28,2%)
admissdo
1,49
0 1
>7 414 185 (44,7%)  <0,001 <0,001 (126 - 1.77)
Numero de 0
comorbidades <3 668 188 (28,1%)
. 1,34
0 1
3 ou mais 287 152 (53%) <0,001 <0,001 (1,12 - 1,60)
Neutréfilos/ Nao 10T/6bito 615 80176 000 000 1,02
Linfécitos ' ' (1,01 -1,03)

10T/bbito 340 12,7+117

*Média * desvio padrdo ou frequéncia (percentual)

**Modelo de Regressao de Poisson e teste de Wald, p<0,05

***Pontos de corte para dias de sintoma antes da admissao e nimero de comorbidades foram definidos por
ajuste de curvas ROC

. Avaliacéo de pontos de corte para RNL associados aos desfechos combinados

O ponto de corte indicado pela curva ROC para o desfecho IOT/OBITO combinados
foi igual a 7. Valores <7 corresponderam a “ndao IOT e ndo obito” e valores > 7

corresponderam a “IOT e/ou 6bito”. A area sob a curva ROC foi igual a 0,68.

Em relacdo as propriedades do teste, 0 ponto de corte de 7 para RNL mostrou-se
67,1% sensivel e 60,8% especifico na predicdo de IOT e/ou dbito. A acuracia foi de 63% e
o valor preditivo positivo (VPP) de 48,6%. O valor preditivo negativo (VPN), por sua vez,

foi de 77%, conforme descrito na tabela 10.
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FIGURA 4 - CURVA DE ROC - Sensibilidade x Especificidade - IOT/OBITO
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TABELA 10 - PROPRIEDADES DO TESTE - RNL (>7) PREDICAO DE 10T E/OU
OBITO

Neutrofilos/Linfdcitos (>7)
para o desfecho OBITO Resultado IC 95%
Propriedades do teste
Sensibilidade 67,1% 62,1% - 72,1%
Especificidade 60,8% 57% - 64,7%
Acuracia 63,0% 60% - 66,1%
Valor preditivo positivo (VPP) 48,6% 44,1% - 53,1%
Valor preditivo negativo (VPN) 77,0% 73,2% - 80,7%

Para os céalculos de VPP e VPN foi considerada a prevaléncia de 10T e/ou Obito estimada pela amostra do estudo.

. Anélise categorica

Conforme analise ajustada para valores de RNL segundo pontos de corte
provenientes das curvas ROC (<7 ou >7) para os desfechos combinados, pacientes cujos
valores admissionais de RNL foram iguais ou maiores do que 7 sinalizaram 1,93 vezes mais
risco de evoluir com necessidade IOT e/ou 6bito quando comparados aqueles com RNL <7

(RR =1,93; p<0,001), de acordo com resultados descritos na tabela 11.
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TABELA 11 - RNL X DESFECHO COMBINADO IOT/OBITO - CATEGORICA

Desfecho combinado (IOT e 6bito)

Variavel Classif n p* p*
Descritiva . (multi | RR (1C95%)
(univ) V)

N&o IOT/6bito 615 54,4+ 16,2

Idade(anos) 1014

I0T/6bito 340 64,7+156  <0,001 <0,001 (1,008-1,020)

x s +
Saturagéio O2 na N&o IOT/6bito 618 92,2+5.2

admissdo IOT/6bito 337 886+90 <0001  <0,001 0,99

(0,98 - 0,99)
< 0
Dias de sintomas =7 536 151 (28.2%)
antes da admisséo 1,55
0 1
>7 414 185 (44,7%) <0,001  <0,001 (131-183)
0
NGmero de <3 668 188 (28,1%)
comorbidades . 1,36
0 1
3 ou mais 287 152 (53%) <0,001  <0,001 (1,14 - 1,62)
0,
Neutrofilos <7 540 132 (24.4%) 1,93
/Linfécitos @ <0001 <0001 ) 59" 5 33)
>7 415 208 (50,1%) ’ :

*Média * desvio padrdo ou frequéncia (percentual)

**Modelo de Regressdo de Poisson e teste de Wald, p<0,05

***Pontos de corte para dias de sintoma antes da admisséo e nimero de comorbidades foram definidos por
ajuste de curvas ROC

@ Ponto de corte definido pelo ajuste de uma curva ROC (area abaixo da curva: 0,68, p<0,001).

2. CORRELA(;AO DA RNL E VARIAVEIS RELATIVAS AS CITOCINAS
2.1 Amostra final

A partir da selecdo dos 955 pacientes previamente descrita, foram excluidos aqueles
que ndo possuiam informacdes referentes a dosagem de citocinas séricas em prontuarios
eletrénicos. Ao final, 245 pacientes foram incluidos por apresentarem registros sobre a
coleta e resultados laboratoriais de pelo menos uma citocina (I1L-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-
a, IL15, IL-1b), os quais compuseram a amostra final para analise da correlacdo entre a

RNL e as variaveis relativas as citocinas, conforme fluxograma de selecao (figura 1)
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2.2  Estatisticas descritivas de variaveis demograficas e clinicas

Participaram 245 pacientes, sendo 64,1% do sexo masculino, com média de idade
de 55,3 + 16,2 anos. 38,3% eram idosos (60 anos ou mais). Na populagéo estudada, 43,3%
possuiam 3 ou mais comorbidades. A hipertensdo arterial foi mais prevalente (39,6%),
seguida por obesidade (31,6%), diabetes (21,6%) e dislipidemia (20,1%). Asma e doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) foram relatadas por 4,9% e 3,7% dos pacientes,

respectivamente.

Quanto aos dias de sintomas que antecederam a admissdo hospitalar, 51,2% dos
pacientes afirmaram que ja apresentavam sintomas gripais ha mais de 7 dias antes do
internamento pela COVID-19. Ainda, quase 70% dos pacientes apresentaram saturacao de

oxigénio (Sp02) <95% na admissdo hospitalar.

Em relacdo aos desfechos clinicos, dos 245 pacientes desta amostra, 33,6%
necessitaram de intubacdo orotraqueal, ao passo que 23,3% faleceram no internamento

hospitalar, conforme sumarizado na tabela 12.

TABELA 12 - VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E CLINICAS — CITOCINAS

Variavel n Classificacéo n %
Idade (anos)* 151<60 anos 61,6%
+
245 %53+ 162 94> 60 anos 38,3%
245 Feminino 88 35,9
Sexo
Masculino 157 64,1
245 90,6+7,0
Saturagdo na admissdo* <95% 171 69,6
>95% 74 30,4
) ) 245 <7 119 48,8
Tempo de sintomas (dias)**
>7 126 51,2
245 Nao 163 66,4

Necessidade de IOT
Sim 82 33,6
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245 Alta 188 76,7
Desfecho o
Obito 57 23,3
<
Ndmero de comorbidades** 245 3 ) 139 26,7
3 ou mais 106 43,3
Hipertens&o arterial sistémica . 0
(HAS) 245 Sim 97 39,6%
Diabetes mellitus .
245 Sim 53 21,6%
(DM) i 0
Insuficiéncia cardiaca 245 Sim 12 4,9%
Doenga arterial coronariana . 0
(DAC) 245 Sim 13 5,3%
Infarto agudo do miocardio .
245 Sim 11 4,5%
(IAM) ! 0
Acidente vascular encefalico .
24 4 1,6%
(AVE) 5 Sim ,6%
Doenca arterial periférica 245 Sim 6 2,4%
Arritmia 245 Sim 12 4,9%
Asma 245 Sim 12 4,9%
Doenga pulmonar
obstrutiva crbnica 245 Sim 9 3,7%
(DPOC)
Anemia 245 Sim 9 3, 7%
Deméncia 245 Sim 7 2,9%
Dislipidemia 244 Sim 49 20,1%
Obesidade 244 Sim 77 31,6%

*média + desvio padrdo; valor minimo-valor maximo
**Pontos de corte para dias de sintoma antes da admissdo e nimero de comorbidades definidos pelo ajuste de
curvas ROC.

Em relacdo aos resultados laboratoriais identificados retrospectivamente para RNL
e as citocinas inflamatorias IL-6, I1L-10, IFN-y, IL-4, TNF-a, IL-15 e IL-1b, viu-Se que a
mediana da RNL na populacdo estudada foi de 6,75, atingindo valor maximo de 44,5 e
minimo de 0,41. Os valores séricos obtidos para cada uma das citocinas estdo descritos na

tabela 13.
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TABELA 13 - VARIAVEIS DESCRITIVAS — RNL E CITOCINAS - SERICOS

Variavel n Mediana (min - max)

Neutrofilos/Linfécitos 245 6,75 (0,41 - 44,5)
IL-6 (pg/mL) 243 9,73 (2,14 - 88,6)
IL-10 (pg/mL) 241 7,13 (1,88 - 183,3)
IFN-y (pg/mL) 243 6,04 (0,74 - 84,5)
IL-4 (pg/mL) 241 5,93 (2,52 - 48,2)
TNF-a (pg/mL) 244 7,45 (1,72 - 75,6)
IL-15 (pg/mL) 231 7,67 (1,60 - 37,9)
IL-1b (pg/mL) 226 8,45 (4,98 - 41,3)

*Mediana (minimo-maximo)

Destaca-se que, assim como na primeira analise, a medida de RNL considerada foi
a resultante da coletada na admissdo hospitalar. Para valores séricos das citocinas,

consideramos a primeira coleta do paciente no respectivo internamento por COVID-19.

2.3 Correlagdo entre a RNL x IL-6; IL-10; IFN-y; 1L4-; TNF-a, IL-15e IL-1b

« Anélise quantitativa

As citocinas inflamatorias positivamente correlacionadas com a RNL foram: IL-6;
IFN-y; IL-4 e IL-1b (p<0,05). No entanto, tais correlagdes foram classificadas como fracas,
de acordo com valores de | r | <0,50 resultantes. N&o foram identificadas correlagdes entre

a RNL e as citocinas IL-10; TNF-a e IL-15 (p>0,05).

Os coeficientes de correlacdo de Spearman estimados e os valores de p dos testes

estatisticos estdo descritos na tabela 14.
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TABELA 14 - CORRELACAO ENTRE RNL X CITOCINAS - QUANTITATIVA

Coeficiente de
Variaveis n correlagéo de p*

Spearman**
Neutrofilos/Linfécitos x 1L-6 pg/mL 243 0,28 <0,001
Neutrofilos/Linfdcitos x 1L-10 pg/mL 241 -0,10 0,106
Neutrdéfilos/Linfocitos x IFN-y pg/mL 243 0,15 0,020
Neutrofilos/Linfécitos x 1L-4 pg/mL 241 0,17 0,008
Neutrofilos/Linfdcitos x TNF-a pg/mL 244 0,05 0,403
Neutréfilos/Linfécitos x 1L-15 pg/mL 231 0,05 0,469
Neutrofilos/Linfécitos x 1L-1b pg/mL 226 0,21 0,002

*Modelo de Regressao de Poisson e teste de Wald, p<0,05
** Coeficiente de correlagdo de Spearman (cs)

Para cada uma das analises descritas, foram tracados Diagramas de Dispersao
(Tabela 15), nos quais cada ponto correspondeu a um paciente avaliado na amostra. As
coordenadas sdo os resultados classificados de cada variavel, sendo o eixo horizontal
representado pelos valores de RNL e o eixo vertical pelos valores séricos da citocina em

questdo. A linha tracada representa a tendéncia de correlacdo entre as variaveis.

TABELA 15 - DIAGRAMAS DE DISPERSAO RNL X CITOCINAS

VARIAVEIS

CORRELACIONADAS DIAGRAMAS DE DISPERSAO
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. Analise categorica

Utilizou-se o ponto de corte encontrado para RNL nos desfechos de I0T/OBITO
combinados (<7 ou >7) para categorizar dois grupos de acordo com tais intervalos e

compara-los a cada uma das citocinas inflamatorias.

A andlise comparativa demonstrou diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos definidos pela variavel RNL (<7 ou > 7) e as citocinas IL-6; IFN-y; IL-4 e IL-1b
(p<0,05), conforme demonstrado na tabela 16.

TABELA 16 - COI\/IPARAC}/ELO DOS GRUPOS DEFINIDOS PELA VARIAVEL
RNL (<7 OU >7) EM RELACAO AS CITOCINAS

Variavel n 3 SLEIE &
RNL® (min - max) b
IL-6 (pg/mL) <7 123 8,3(2,1-70)

<0,001

>7 120 11,8 (2,2 - 88,6)

IL-10 (pg/mL) <7 123 7,9 (1,9 - 183,3)
>7 118 6,5 (1,9 - 74,3) 0,227

IFN-y (pg/mL) <7 123 4,8 (0,7 - 50,0)
0,005

>7 120 7,5 (2,5 - 84,5)

IL-4 (pg/mL) <7 124 55 (2,5-34,5)
0,016

>7 117 6,2 (2,8 -48,2)

TNF-o (pg/mL) <7 124 7,2(2,3-756)
>7 120 7,6 (1,7-715) 0,449

IL-15 (pg/mL) <7 119 7,6 (1,6 -37,9)
>7 112 8,0 (1,6 - 34,6) 0,336

IL-1b (pg/mL) <7 116 79 (5,0-354)
0,011

>7 110 9,5 (5,6 - 41,3)

*Média + desvio padrdo; valor minimo-valor maximo

**Modelo de Regressdo de Poisson e teste de Wald, p<0,05
@ Ponto de corte definido pelo ajuste de uma curva ROC (area abaixo da curva: 0,68, p<0,001)
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DISCUSSAO

Em nosso estudo, a analise multivariada confirmou o papel da RNL como preditor
independente do risco de intubacdo orotraqueal e/ou Obito nos pacientes infectados pelo
SARS-CoV-2, internados no Hospital Marcelino Champagnat, em Curitiba, entre mar¢o de
2020 e agosto de 2021. Cabe salientar que o HMC foi o primeiro hospital a receber pacientes
graves com COVID-19 no Paran4, e possui 126 leitos de internacdo e 70 leitos de UTI, sendo

considerado um servico de referéncia no estado.

Os resultados demonstraram que, independentemente das varidveis clinicas
consideradas, o acréscimo de cada unidade na RNL resultou no aumento de 2% no risco de
IOT e em 2% no risco de 6bito. O valor mediano de RNL na populacdo estudada foi de 6,8,
resultado considerado elevado se comparado aos intervalos de corte utilizados na predicéo
de desfechos negativos em outras patologias, a exemplo da pior sobrevida em algumas
neoplasias e miosites/dermatomiosites, marcadas respectivamente por RNL>4 e RNL >4,7,
além de mortalidade intra-hospitalar e complica¢@es no sistema nervoso central em pacientes

com endocardite, sinalizada por valores de RNL >7,157:59,6162.63

Destaca-se, ainda, que o valor maximo da relagdo neutrdfilos-linfécitos encontrado
em nossa amostra foi de 44,5, refletindo o alto grau de inflamacdo e a expressiva reducéo de
linfocitos e elevacdo dos neutrofilos caracteristicos da doenca, alteragdes previamente

correlacionadas a desfechos negativos nos pacientes infectados pelo SARS-CoV-

230,31,40,41,47,48

Nesse aspecto, quando pensamos na utilizagdo de um exame laboratorial na pratica
médica, é necessario que exista um valor de referéncia a ser aplicado e interpretado. Na

revisdo de literatura que permeou esta dissertacdo, foram encontrados, para o contexto da
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COVID-19, valores de RNL estimados entre 3,13 e 4,5 para predizer gravidade, e entre 6,5
e 15,2 na predicdo de mortalidade pela doenga?®31465253% 'N3o constava na bibliografia,

porém, uma definigdo precisa de valores de corte a serem incorporados na rotina clinica.

Dessa forma, nossa pesquisa preencheu uma parte da lacuna identificada nos estudos
ja publicados sobre o tema e propds valores de corte precisos para 0 RNL a serem aplicados
em dois importantes desfechos da doenca. Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar
que, para pacientes maiores de 18 anos admitidos no ambiente hospitalar com COVID-19,
valores admissionais de RNL > 7 sinalizam um risco duas vezes maior de necessitar de IOT
em comparacao aos pacientes cujos valores de RNL foram menores do que 7, com VPP de
45,2% e VPN de 79,2%. Da mesma forma, valores de RNL > 8 no hemograma admissional
marcaram 1,93 vezes mais risco de obito pela doenca, com VPP e VPN de 32,8% e 85,7%,

respectivamente.

Ao comparar 0s resultados deste estudo com a bibliografia ja publicada, viu-se que
0 ponto corte de 7 encontrado para RNL na predicdo de 10T foi significativamente mais
elevado do que os propostos por outros autores. Isso pode ser explicado pelo numero de
pacientes, perfil populacional da amostra, definicao de gravidade e metodologia utilizada em
cada pesquisa. O estudo que propds valores de RNL >4.5 para gravidade, por exemplo,
consiste em uma metanalise com 19 estudos significativamente heterogéneos, englobando
diferentes populacdes expostas a variaveis distintas, tornando os valores definidos para RNL
propensos a maltiplos fatores de confusdo®’. Da mesma forma, o estudo que sugeriu a
utilizacdo de valores de RNL >3,13 em maiores de 50 anos como preditor de risco para
doenca critica - caracterizada pela presenca de insuficiéncia respiratoria com necessidade de

suporte ventilatdrio invasivo, choque/faléncia de maltiplos 6rgéos e/ou admissdo em UTI -,
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acrescentou o fator da idade ao critério de avalicdo, o que pode justificar resultados mais

baixos para o biomarcador,

Os valores de corte para RNL > 8, definidos como preditores de mortalidade em
nossa analise, por sua vez, foram mais baixos do que os sugeridos pela maioria dos estudos
publicados. No entanto, os artigos que propuseram valores de RNL > 13 e RNL >15,2 para
esse mesmo desfecho avaliaram, respectivamente, 125 e 121 pacientes, amostras
significativamente menores do que a de nosso estudo. Essa diferenca no intervalo de corte

para RNL na predicdo de mortalidade pode ser justificada por esse fato®2°4,

Sendo assim, tal descoberta possibilita a incorporacdo da relacdo neutrofilos-
linfécitos na pratica clinica como um biomarcador precoce independente para tais desfechos
na COVID-19 para pacientes internados em ambiente hospitalar. Destaca-se, ainda, que a
obtencdo da RNL depende unicamente do hemograma, um exame laboratorial altamente

disponivel, de rapido resultado e baixo custo no Brasil®3,

RNL x Citocinas

Em relacdo a associagdo entre a RNL e as citocinas inflamatodrias, os resultados desta
pesquisa indicaram fraca correlagéo positiva entre a RNL e as citocinas IL-6, IFN-y, IL-4 e
IL-1b, enquanto nenhuma correlagdo significativa foi encontrada entre a RNL e as citocinas
IL-10, IL-15 e TNF-a. Entretanto, tendo em vista que a tempestade de citocinas desempenha
um papel crucial na gravidade da doenca e seu desequilibrio pode levar a ativagdo dos
neutrofilos e a deplecao dos linfocitos — e consequente elevacdo da RNL -, o baixo grau de
correlagcdo encontrado entre as duas variaveis ndo correspondeu ao resultado esperado e

requer melhor compreenséo.
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Nesse aspecto, é importante considerar a possibilidade de interferéncia do momento
da doenca em que as interleucinas foram interpretadas, uma vez que o pico de acdo das
citocinas ocorre entre 0 7° e 0 14°, e as coletas de material biol6gico dos pacientes incluidos
em nossa amostra foi realizada entre o 1° e o 7° dia de internamento, sendo que pouco mais
da metade referiu inicio dos sintomas h& 7 ou mais dias antes do internamento pela COVID-
192487 Apesar de ser uma medida subjetiva, pode-se considerar que 43,5% dos pacientes
ainda nao estavam dentro da janela na qual as citocinas atingem seus valores maximos, o

que pode prejudicar os resultados e subestimar o grau de correlacdo entre as variaveis.

Com o objetivo de aprimorar a analise, realizamos uma comparagdo entre grupos
definidos pelos valores de corte de RNL (< 7; > 7) em relagdo as citocinas, a qual demonstrou
resultados estatisticamente significativos para I1L-6, IFN-y, IL-4 e IL-1b. Esses achados
permitem afirmar que valores de RNL menores que 7 estdo associados a menores niveis
séricos de IL-4, IL-6, IFN-y e IL-1b, enquanto valores admissionais de RNL maiores ou
iguais a 7 associam-se a niveis mais elevados dessas citocinas inflamatdrias. A correlacdo
mais expressiva encontrada nesta anélise foi entre a RNL e IL-6, o que corrobora com o
mecanismo de acdo do Tocilizumabe, que atua como inibidor competitivo da sinalizagao
mediada pela IL-6. Nosso achado pode, eventualmente, sugerir o uso deste medicamento

para pacientes com valores admissionais de RNL superiores a 7.

Ainda sobre o papel das citocinas na COVID-19, dados na literatura destacam a a¢édo
fundamental de IL-6 e IL-10 na mediagéo da resposta de fase aguda, sugerindo a utilizagéo
de seus valores séricos como biomarcadores precoces de gravidade e mau prognostico da
doenca** 5485 No entanto, adentrando ao cenario brasileiro, a utilizagdo de citocinas como
biomarcadores de gravidade na pratica clinica nem sempre é vidvel, uma vez que suas

dosagens séricas dessas sdo complexas, ndo estdo contempladas pela tabela SUS e a maioria
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dos servigos de saude no Brasil ndo possui recursos ou laboratérios equipados para realiza-
las. Além disso, as citocinas sdo moléculas de meia-vida curta e exigem coletas minuciosas,
nem sempre expressando resultados precisos sobre o estado inflamatério do paciente
submetido ao exame!%11:223344687 Djante do exposto, nosso estudo destaca a importancia de
novas pesquisas que visem a identificagdo de biomarcadores acessiveis que estabelecam
correlagdo com as citocinas inflamatorias e, consequentemente, permitam a identificagdo

indireta de proteinas e possiveis alvos de tratamento da COVID-19.

Consideracdes finais

Vale ressaltar que durante o periodo analisado em nosso estudo (mar¢o/2020 a
agosto/2021), houve dois momentos distintos da pandemia, diferenciados pelo inicio da
vacinacdo e pela aprovacdo do uso emergencial de algumas medicacdes para o tratamento
da COVID-19. Em Curitiba, a campanha de vacinacdo contra a doenca foi oficialmente
iniciada em 20 de janeiro de 2021 e, até 31 de agosto do mesmo ano, pouco mais de 67% da
populacdo havia recebido pelo menos uma dose do imunizante®. Com relagdo aos
medicamentos que poderiam interferir na RNL, a dexametasona comecou a ser empregada
em pacientes com COVID-19 a partir de junho de 2020, enquanto o Tocilizumabe obteve
aprovacdo emergencial da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 12 de
janeiro de 2021415, Em nossa amostra, entretanto, o biomarcador foi avaliado no momento
da admissdo hospitalar, antes de qualquer intervencdo, 0 que nos permite prever que ndo
houve interferéncia significativa de tratamentos especificos nos resultados da analise
proposta. Do ponto de vista da vacinacdo, uma avalicdo comparativa entre 0s periodos sera

realizada futuramente em estudos complementares.
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Ao final desta pesquisa, 0s objetivos propostos foram atingidos e a RNL foi
identificada como um preditor de desfechos negativos na COVID-19 a ser incorporado na
prética clinica, estando fracamente correlacionado, no momento da admisséo hospitalar, a
via de resposta imune ao virus mediada por citocinas inflamatorias. Esses resultados
permitem que novos estudos complementares sejam realizados, possibilitando a
compreensdo cada vez mais apurada sobre os mecanismos de patogenicidade das infec¢bes
pelo SARS-CoV-2, a fim de propor terapias que reduzam morbimortalidade e,

consequentemente, custos sociais e econdmicos a saude da populacéo.

Limitacdes do estudo

Este estudo apresenta limita¢6es que devem ser consideradas, como o viés de selecéo,
visto que a amostra € proveniente de um unico centro hospitalar privado e conveniado, o
qual ndo contempla o Sistema Unico de Satde (SUS) e pode ndo representar a populacéo
geral de individuos infectados pelo SARS-CoV-2, embora esse fato possa tornar a amostra

mais homogénea em relacdo a renda e acesso a salde.

Ademais, em nossa analise multivariada, ndo foram consideradas as medicacdes de
uso continuo prévias ao internamento, o que pode eventualmente ter afetado os valores de
neutrdfilos e linfocitos basais dos pacientes. Nessa mesma logica, a vacinagdo contra a
COVID-19 pode desencadear a ativacdo de linfocitos T e B, alterando a contagem de
linfocitos e, consequentemente, o valor da NLR. Vale destacar que 0s nossos dados
representam um momento de surto inicial da pandemia, e o0 viés temporal e possiveis
interferéncias das variantes de preocupacdo (VOCs) do SARS-CoV-2 devem ser

consideradas.
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Outra limitacdo diz respeito a falta de controle sobre as intervengdes realizadas pelos
profissionais de satde durante o internamento, bem como a impossibilidade de estabelecer
correlagBes entre todas as variaveis. E importante salientar que estudos observacionais como

este ndo estabelecem causalidade, mas podem identificar associagdes entre variaveis.

Dos pontos positivos do estudo, destacamos a amostra expressiva de 955 pacientes,
a quantidade relevante de informacGes coletadas sobre cada individuo, as analises estatisticas
uni e multivariada detalhadamente realizadas e a definicdo de pontos de corte para predicao
precoce de intubacdo orotraqueal e dbito, dois desfechos de grande relevancia nas infec¢bes

pelo SARS-CoV-2.
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CONCLUSAO

Apesar da reducdo substancial nos casos de infeccdo e das melhorias significativas
no cenario pandémico, o0 SARS-CoV-2 permanece em circulacdo e vem sofrendo mutagdes
constantes. Portanto, € crucial identificar os preditores de gravidade da doenca, que
permitam a identificacdo precoce dos pacientes com maior risco de desfechos clinicos
desfavoraveis e possibilitem intervencdes terapéuticas precoces e baseadas em evidéncia.

Em nosso estudo, a relacdo neutréfilos-linfécitos obtida no hemograma admissional
de pacientes internados pela COVID-19 foi identificada como preditor independente da
possivel evolucdo para intubacdo orotraqueal e 6bito. Valores de corte foram propostos e
medidas da RNL maiores ou iguais a 7 apontaram maior risco de necessitar de ventilagéo
mecanica, enquanto medidas de RNL > 8 sinalizaram maior risco de mortalidade pela
doenca. A incorporacdo desse biomarcador como preditor precoce de desfechos negativos
na COVID-19 foi recomendada e pode auxiliar os profissionais de salde nas tomadas de

decisédo, permitindo intervencdes mais assertivas e melhor gestao dos recursos hospitalares.

Determinou-se a existéncia de fraca correlacdo positiva entre a RNL e as citocinas
inflamatorias 1L-6, IFN-y, IL-4 e IL-1b. Valores de RNL<7 foram associados a menores
valores de tais citocinas, enquanto valores iguais ou superiores a 7 demonstraram associacao
com valores mais elevados das citocinas. Esses resultados abrem caminho para novas linhas
de pesquisa e reiteram a necessidade de aprimorar o entendimento sobre as particularidades
da resposta imune ao SARS-CoV-2, com destaque para identificagdo de biomarcadores
acessiveis que guardem correlacdo com uma ou mais interleucinas especificas, podendo
auxiliar na descoberta de alvos terapéuticos e no desenvolvimento de medicamentos para

tratamento da COVID-19.
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PERSPECTIVAS E CONTRIBUICAO ORIGINAL PARA A CIENCIA

O presente estudo, estruturado em uma coorte observacional retrospectiva com 955
pacientes hospitalizados, foi um dos pioneiros no Brasil a propor a utilizacdo da relagédo
neutrofilos-linfécitos na COVID-19, tendo sido o primeiro a buscar correlacGes entre este
biomarcador e as citocinas inflamatdrias envolvidas na resposta imune ao SARS-CoV-2.
Como resultado, comprovamos que a relacdo neutrofilos-linfécitos pode ser utilizada como
um preditor precoce do risco de 6bito e da necessidade de ventilacdo mecanica em pacientes

internados com a doenca.

Nesse aspecto, a utilizacdo da RNL como um biomarcador precoce de gravidade
muito contribui para a ciéncia, especialmente por ser resultado da dosagem de um exame
altamente disponivel e de baixo custo no Brasil, podendo ser facilmente incorporado nos
servicos publicos e privados, atuando como ferramenta para defini¢des de condutas mais

assertivas e baseadas em evidéncia.

Aliado a isso, com base na detalhada analise estatistica realizada, propusemos
valores de corte para RNL a serem aplicados na prética clinica, colaborando para avaliacdo
precoce do risco de IOT e 6bito dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2. Esse achado

preenche uma lacuna evidenciada na revisdo de literatura sobre a temética.

Por fim, a identificacdo da fraca correlacdo entre a RNL citocinas inflamatdrias abre
caminho para novas linhas de pesquisa sobre 0s mecanismos associados a hiperinflamacéo
na COVID-19. Apesar do papel da tempestade de citocinas na destruicdo tecidual e
gravidade das infeccGes por SARS-CoV-2 estar bem definido, as vias de ativagdo que levam
a producdo destas citocinas e, consequentemente, ao desenvolvimento de formas graves da

doenca ainda n&o foram totalmente elucidados.
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APENDICES

ANALISES ESTATISTICAS COMPLEMENTARES

1. Avaliacédo de pontos de corte para dias de sintomas antes da admissdo e numero de

comorbidades associados ao desfecho de 6bito
- Dias de sintomas antes da admissao

Para investigar a existéncia de um ponto de corte para dias de sintomas antes da
admissdo que esteja associado ao desfecho de Obito foi ajustada uma curva ROC
considerando o numero de dias de sintomas antes da admissao e obito (ndo ou sim). A area
abaixo da curva é igual a 0,63 com significancia estatistica (p<0,001), ou seja, o ajuste é

bom e “dias de sintomas antes da admissdo” esta associada a obito.

O ponto de corte indicado pela curva ROC ¢ igual a 7. Valores < 7 correspondem a
Obito e valores > 7 correspondem a ndo 6bito. A sensibilidade e especificidade deste ponto
de corte sdo iguais a 57,4% e 60,3%, respectivamente.
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- Numero de comorbidades

Para investigar a existéncia de um ponto de corte para nimero de comorbidades que
esteja associado ao desfecho de o6bito foi ajustada uma curva ROC considerando o nimero
de comorbidades e 6bito (ndo ou sim). A area abaixo da curva € igual a 0,72 com
significancia estatistica (p<0,001), ou seja, o ajuste ¢ bom e “niimero de comorbidades” esta

associada a obito.

O ponto de corte indicado pela curva ROC ¢ igual a 3. Valores < 3 correspondem a
ndo Obito e valores > 3 correspondem a 6bito. A sensibilidade ¢ especificidade deste ponto

de corte sdo iguais a 55,9% e 77,4%, respectivamente.
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ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - COPIAS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE | Maior de 18 anos

Estudo: ""Caracterizacao clinica e epidemiologica de pacientes atendidos em Curitiba
PR -COVID.19"

1. Estou sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do estudo “Caracterizacdo clinica e
epidemioldgica de pacientes atendidos em Curitiba PR” e que tem como objetivo descrever a evolugdo dos
casos internados suspeitos e confirmados de COVID-19 em Curitiba durante a pandemia de 2020. Acreditamos
que ela seja importante porque informacBes sobre a evolugdo dos casos suspeitos da doenca sdo de grande
valor clinico e cientifico, ajudando a tomada de decisdo e compreensdo dessa nova doenga que tem afetado o
mundo inteiro. PARTICIPACAO NO ESTUDO Minha participagio no estudo sera de permitir a observagéo e
andlise de meu prontuario medico assim como eventualmente me submeter a exames de imagem ou
laboratoriais como hemogramas (exame de sangue), analise do perfil celular (coleta de sangue), dosagem de
biomarcadores inflamatério (coleta de soro), ecocardiogramas (ultrassom do coracdo), ecocardiografia,
prezando sempre pelo bem-estar do paciente. RISCOS E BENEFICIOS Fui alertado de que, da pesquisa a se
realizar, posso esperar alguns beneficios, tais como beneficios indiretos de contribui¢do para a compreensdo
da pandemia e o enfrentamento de possiveis novas epidemias. Recebi, também que é possivel que acontegam
0s seguintes desconfortos ou riscos como 0s riscos inerentes ao tratamento de rotina do paciente, ou seja 0s
mesmos aos quais o paciente se submete durante o seu tratamento participando ou ndo do estudo, dentre 0s
quais temos flebite, hematomas associados a leve desconforto no local da coleta do hemograma. Dos quais
medidas serdo tomadas para sua reducao, tais como o cumprimento dos protocolos hospitalares instituidos para
a execucdo de cada exame, a coleta dos exames ser feita por pessoal capacitado. SIGILO E PRIVACIDADE
Estou ciente de minha privacidade respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer outro dado ou elemento que
possa, de qualquer forma me identificar sera mantido em sigilo. Os pesquisadores se responsabilizam pela
guarda e confidencialidade dos dados, bem como a néo exposicdo dos dados de pesquisa. AUTONOMIA E
assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido o livre acesso a todas as informagdes
e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo que eu queira saber antes,
durante e depois da minha participacdo. Também fui informado de que posso recusar a participar no estudo,
ou retirar o consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair da pesquisa, este
ndo sofrerd qualquer prejuizo a assisténcia que vem sendo recebida. RESSARCIMENTO E INDENIZACAO
Todas as despesas serdo de responsabilidade dos Pesquisadores. Os participantes da pesquisa bem como seu
acompanhante (se houver) ndo arcardo com nenhum custo referente a procedimento, exames, transporte,
alimentacdo ou outros. Caso ocorra qualquer despesa, havera ressarcimento dos valores gastos na forma
seguinte: depésito em conta. De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha participacdo no
estudo, serei devidamente indenizado. CONTATO Os pesquisadores envolvidos com o estudo sdo Juliano
Gasparetto, Cristina Baena Anna Flavia Miggiolaro, Felipe Tuon, Andrea Moreno, Lucia de Noronha, Thyago
Moraes, Lidia Moura, José Faria, Gustavo Lenci, que sdo pesquisadores e professores na Escola de Medicina
da PUCPR e com eles poderei manter contato pelos telefones (41)3271-2979 . O Conselho Nacional de
Pesquisa (CONEP) é composto por um grupo de pessoas que estdo trabalhando para garantir que seus direitos
como participante de pesquisa sejam respeitados. Ele tem a obrigagéo de avaliar se a pesquisa foi planejada e
se esta sendo executada de forma ética. Se vocé achar que a pesquisa ndo esta sendo realizada da forma como
vocé imaginou ou que estd sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em contato com 0 CONEP
pelo telefone (61)3315-5877 entre segunda e sexta-feira das 08h as 18h ou pelo e-mail conep@saude.gov.br
Endereco: SRTVN 701, Via W 5 Norte, Lote D 3° andar Brasilia.

DISPONIVEL VIA FORMULARIO ONLINE:
https://forms.office.com/Pages/ResponsePage.aspx?id=w YeiiSDAOG ShMoxdw2U1Zjpul ulLdAs9b
HgORV5tpUQUJIJWNFZIWDZLUVIWWEtZRTNVS1pQVzBNNi4u
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE | Menor de 18 anos/Incapaz de
consentir

Estudo: ""Caracterizacao clinica e epidemioldgica de pacientes atendidos em Curitiba
PR - COVID.19"

1.Estou sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do estudo “Caracterizagdo clinica e epidemiolégica
de pacientes atendidos em Curitiba PR” ¢ que tem como objetivo descrever a evolugdo dos casos internados
suspeitos e confirmados de COVID-19 em Curitiba durante a pandemia de 2020. Acreditamos que ela seja
importante porque informagdes sobre a evolucédo dos casos suspeitos da doenca sdo de grande valor clinico e
cientifico, ajudando a tomada de decisdo e compreensdo dessa nova doenca que tem afetado o mundo inteiro.
PARTICIPACAO NO ESTUDO Minha participacdo no estudo sera de permitir a observaco e analise de meu
prontuario médico assim como eventualmente me submeter a exames de imagem ou laboratoriais como
hemogramas (exame de sangue), analise do perfil celular (coleta de sangue), dosagem de biomarcadores
inflamatorio (coleta de soro), ecocardiogramas (ultrassom do coragdo), ecocardiografia, prezando sempre pelo
bem-estar do paciente. RISCOS E BENEFICIOS Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar
alguns beneficios, tais como beneficios indiretos de contribuicdo para a compreensdo da pandemia e o
enfrentamento de possiveis novas epidemias. Recebi, também que € possivel que acontecam os seguintes
desconfortos ou riscos como 0s riscos inerentes ao tratamento de rotina do paciente, ou seja 0s mesmos aos
quais o paciente se submete durante o seu tratamento participando ou ndo do estudo, dentre os quais temos
flebite, hematomas associado a leve desconforto no local da coleta do hemograma. Dos quais medidas serdo
tomadas para sua reducéo, tais como o cumprimento dos protocolos hospitalares instituidos para a execugao
de cada exame, a coleta dos exames ser feita por pessoal capacitado. SIGILO E PRIVACIDADE Estou ciente
de minha privacidade respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer
forma me identificar ser& mantido em sigilo. Os pesquisadores se responsabilizam pela guarda e
confidencialidade dos dados, bem como a n&o exposicdo dos dados de pesquisa. AUTONOMIA E assegurada
a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me € garantido o livre acesso a todas as informaces e
esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo que eu queira saber antes, durante
e depois da minha participagdo. Também fui informado de que posso recusar a participar no estudo, ou retirar
0 consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair da pesquisa, este ndo sofrera
qualquer prejuizo & assisténcia que vem sendo recebida. RESSARCIMENTO E INDENIZACAO Todas as
despesas serdo de responsabilidade dos Pesquisadores. Os participantes da pesquisa bem como seu
acompanhante (se houver) ndo arcardo com nenhum custo referente a procedimento, exames, transporte,
alimentacdo ou outros. Caso ocorra qualquer despesa, havera ressarcimento dos valores gastos na forma
seguinte: depdsito em conta. Caso ocorra algum dano decorrente da minha da minha participagdo no estudo,
serei devidamente indenizado. CONTATO Os pesquisadores envolvidos com o estudo sdo Juliano Gasparetto,
Cristina Baena Anna Flavia Miggiolaro, Felipe Tuon, Andrea Moreno, Lucia Noronha, Thyago Moraes, Lidia
Moura, José Faria, Gustavo Lenci, que sdo pesquisadores e professores na Escola de Medicina da PUCPR e
com eles poderei manter contato pelos telefones 041 3271-2979. O Conselho Nacional de Pesquisa (CONEP)
é composto por um grupo de pessoas que estdo trabalhando para garantir que seus direitos como participante
de pesquisa sejam respeitados. Ele tem a obrigacdo de avaliar se a pesquisa foi planejada e se esta4 sendo
executada de forma ética. Se vocé achar que a pesquisa ndo esta sendo realizada da forma como vocé imaginou
ou que esta sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em contato com o CONEP pelo telefone
(61)3315-5877 entre segunda e sexta-feira das 08h as 18h ou pelo e-mail conep@saude.gov.br Enderego:
SRTVN 701, Via W 5 Norte, Lote D 3° andar Brasilia.

DISPONIVEL VIA FORMULARIO ONLINE:

https://forms.office.com/Pages/ResponsePage.aspx?id=w_YeiiSDAOG ShMoxdw2U1Zjpul ulLdAs9b
HgORV5tpUNzBWUEKXTKkdPWVION1pL RONCR1BOVFo0zSi4u&nocdn=1
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COMPOSICAO DA EQUIPE DO PROJETO

Nome

Formacao/Funcao

Vinculagao
Institucional

Jose Rocha Faria Neto

Médico, Doutor em Cardiologia e
Pés-Doutor em Aterosclerose

Professor da

Graduagdo e do PPG em

Orientador Ciéncias da Salde da
PUCPR
Amanda C. Zanlorenzi Médica Graduada em
Mestranda pelo Medicina pela
PPGCS da PUCPR PUCPR
Aluna do PPGCS
PUCPR
Andrea Novais Moreno Mestre em Biologia Celular e doutora

Cristina Pellegrino Baena

em Imunologia Bésica e Aplicada.
Colaboradora

Professora do PPG em
Ciéncias da Saude

epidemiolégica de pacientes atendidos

Doutora em Ciéncias da Saude,

primaria e secundéria de doencas
cronicas
Coordenadora do estudo multicéntrico
“COVID 19:
Caracterizagdo clinica e

Pds-Doutora em projetos de prevencao

Coordenadora e
Professora do PPG em
Ciéncias da Saude

Rafael Maranhao Fabricio

em Curitiba PR”
Marcia Olandoski Mestre em Estatistica, Doutora em Professora de
Ciéncias da Saude / Colaboradora Bioestatistica da
PUCPR
Gabriella Pereira Médica Graduada pela PUCPR

Aluna do PIBIC do prof. Dr José
Rocha Faria Neto

Aluno do curso de Medicina
Aluno do PIBIC do prof. Dr José

Rocha Faria Neto

Académico do curso de
Medicina na PUCPR
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