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Resumo

INTRODUCAOQ: O novo Coronavirus (SARS-CoV-2) causa uma doenca respiratoria
aguda, que no ultimo ano se disseminou internacionalmente. A maioria dos casos se
apresenta com sintomas respiratorios leves, porém uma pequena parte desenvolve a
forma grave da doenca. Coinfecgdes associadas com a infec¢do por Covid-19 podem
exacerbar a gravidade do quadro clinico, levando ao aumento da mortalidade dos
pacientes. Os Herpesvirus sdo virus prevalentes na populacdo mundial, de relevancia
clinico-laboratorial. Estes virus causam infec¢des oportunistas, devido a reativacao
viral principalmente em individuos imunossuprimidos. OBJETIVO: Avaliar a
presenca de coinfeccdo por Herpesvirus em pacientes internados e positivos para a
infeccdo pelo SARS-CoV-2. MATERIAL E METODOS: Trata-se de um estudo
transversal observacional, que foi realizado com pacientes internados em estado
moderado a critico suspeito de COVID-19. Os pacientes incluidos neste estudo sdo de
ambos 0s sexos, acima de 18 anos. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas da  Universidade Federal Fluminense numero CAAE n°
30623520.5.0000.5243. Amostras de sangue e swabs de orofaringe e/ou nasofaringe
foram coletadas na ocasido da internacdo. Para deteccdo do Coronavirus serd utilizada
a técnica de RT-gPCR, enquanto que para o diagnostico diferencial dos Herpesvirus
utilizamos a qPCR. Os dados clinicos e laboratoriais dos participantes do estudo foram
obtidos por meio da analise dos prontuarios médicos. Os dados laboratoriais foram
analisados em tempo zero (TO) definida como na admissdo do paciente e dia do RT-
gPCR, tempo 1 (T1) definido como 7 dias apds a admissdo e tempo 2 (T2) apés 14
dias da admisséo. Os resultados encontrados foram avaliados utilizando o teste do qui-
quadrado (X?), o teste t de Student, teste de Mann Whitney e ANOVA para analise
pareada longitudinal. O nivel de significancia estatistica foi considerado quando o
valor de p for menor que 0,05, e foi utilizado o intervalo de confianga a 95%.
RESULTADOS: A média de idade da populacdo foi de 60,1 +18,65 anos, com
frequéncia maior do sexo masculino. As principais comorbidades foram: doencas
cardiovasculares (41; 68,3%), cancer (38, 48,7%), diabetes (22; 33,3%) e doenca renal
cronica (11; 18,3%). A prevaléncia de coinfeccdo por Herpesvirus foi de 27/60 (45%),
sendo destes 15 (25%) foram Epstein Barr (EBV), 13 (21,6%) foram Herpesvirus
(HHV-6), cinco (8%) Citomegalovirus (HCMV), dois (3,3%) Virus Varicela Zoster
(VZV) e um (1,6%) Herpesvirus Simples tipo 1 (HSV-1). Além do SARS-CoV-2,
também identificamos nove pacientes com coinfec¢do: dois com Herpesvirus, cinco
com EBV/HHV-6, dois com EBV/VZV e um com EBV/CMV e EBV/VZV cada. Dos
60 pacientes 28 (46,7%) foram a Obito, destes seis (21,45%) tiveram SARS-CoV-
2/EBV, quatro (14,2%) SARS-CoV-2 /HHV-6, dois (7,2%) SARS-CoV-2/CMV e
uma infeccdo por SARS-CoV-2 /EBV/HHV-6(3,5%) e outra por (3,5%) SARS-CoV-
2/ EBV/CMV. CONCLUSAO: A coinfeccio por Herpesvirus mostrou-se presente em
45%dos casos SARS-CoV-2 positivo em estado clinico moderado a critico, sendo a
coinfeccdo mais prevalente pelo EBV e HHV-6, principalmente nos casos de
imunossupressdo, podendo contribuir com agravamento do quadro clinico. Nos
pacientes coinfectados por Herpesvirus pode ser observado nimero maior de Obitos
em pacientes com idade superior a 60 anos. AlteracGes de ferritina, ureia, hemoglobina
e linfopenia podem ser indicativos de agravamento nos pacientes com coinfecgdo por
Herpesvirus.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, Covid-19, Coinfeccéo viral, Herpesvirus, RT-qPCR.



Abstract

INTRODUCTION: The new Coronavirus (SARS-CoV-2) causes acute respiratory disease,
which has spread internationally in the last year. Most cases present with mild respiratory
symptoms, but a small part develops the severe form of the disease. Coinfections associated
with Covid-19 infection can exacerbate the severity of the clinical condition, leading to
increased patient mortality. Herpesviruses are prevalent viruses in the world population, of
clinical and laboratory relevance. These viruses cause opportunistic infections, due to viral
reactivation mainly in immunosuppressed individuals. OBJECTIVE: To evaluate the presence
of herpesvirus coinfection in inpatients and positive for SARS-CoV-2 infection. MATERIAL
AND METHODS: This is an observational cross-sectional study, which was conducted with
patients hospitalized in a moderate state to the suspected critical of COVID-19. The patients
included in this study are of both sexes, above 18 years old. The study was approved by the
Research Ethics Committee of Universidade Federal Fluminense number CAAE n°.
30623520.5.0000.5243. Blood samples and oropharyngeal and / or nasopharyngeal swabs
were collected at the time of admission. For the detection of Coronavirus, the RT-gPCR
technique will be used, while for the differential diagnosis of Herpesviruses, we use qPCR.
The clinical and laboratory data of the study participants were obtained through the analysis
of medical records. Laboratory data were analyzed at zero time (TO) defined as at the patient's
admission and day of RT-qPCR, time 1 (T1) defined as 7 days after admission and time 2
(T2) after 14 days of admission. The results found were evaluated using the chi-square test
(X2), Student's t test, Mann Whitney test and ANOVA for longitudinal paired analysis. The
level of statistical significance was considered when the p value was less than 0.05, and the
95% confidence interval was used. RESULTS: The average age of the population was 60.1 +
18.65 years, with a higher frequency of males. The main comorbidities were cardiovascular
diseases (41; 68.3%), cancer (38, 48.7%), diabetes (22; 33.3%) and chronic kidney disease
(11; 18.3%). The prevalence of Herpesvirus coinfection was 27/60 (45%), of which 15 (25%)
were Epstein Barr (EBV), 13 (21.6%) were Herpesvirus (HHV-6), five (8%) Cytomegalovirus
(HCMV), two (3.3%) Varicella Zoster Virus (VZV) and one (1.6%) Simples Herpesvirus type
1 (HSV-1). In addition to SARS-CoV-2, we also identified nine patients with co-infection:
two with Herpesvirus, five with EBV/ HHV-6, two with EBV/ VZV and one with EBV/
CMV and EBV/ VZV each. Of the 60 patients 28 (46.7%) died, of these six (21.45%) had
SARS-CoV-2/ EBV, four (14.2%) SARS-CoV-2/ HHV-6, two (7.2%) SARS-CoV-2 / CMV
and one SARS-CoV-2/ EBV/HHV-6 infection (3.5%) and one by (3.5%) SARS-CoV-
2/[EBV/CMV. CONCLUSION: Herpesvirus coinfection was present in 45% of SARS-CoV-2
positive cases in moderate to critical clinical status, being the most prevalent coinfection by
EBV and HHV-6, especially in cases of immunosuppression, which may contribute to
worsening the condition. clinical. In patients co-infected with Herpesvirus, a greater number
of deaths can be observed in patients aged over 60 years. Changes in ferritin, urea,
hemoglobin and lymphopenia may be indicative of worsening in patients with Herpesvirus
co-infection.

Keywords: SARS-CoV-2, Covid-19, Viral coinfection, Herpesvirus, RT-qPCR.
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1 INTRODUCAO

Na provincia de Wuhan, na China, em dezembro de 2019, foi descrito o aumento de
casos de pneumonia com causa desconhecida. (MALIK et al., 2020; WANG et al., 2020g;
WU; CHEN; CHAN, 2020) Amostras de lavado broncoalveolar foram coletadas dos pacientes
que apresentavam histérico em comum, estas amostras foram testadas por meio de métodos
de biologia molecular e identificaram um novo virus no dia 7 de janeiro de 2020.(PEERI et
al., 2020; WANG et al.,, 2020b) Este novo virus pertence a familia Coronaviridae, de
patdgenos responsaveis por causar doengas respiratorias, 0 novo Coronavirus (SARS-CoV-2,
primeiramente denominado 2019-nCoV) foi caracterizado como o agente etioldgico do
Coronavirus disease 2019 (COVID-19) notada na China.(MALIK et al., 2020; WANG et al.,
2020b)

Os coronavirus sdao virus envelopado com material genético composto por fita de
RNA de polaridade positiva.(WU; CHEN; CHAN, 2020) Os coronavirus humanos
frequentemente infectam pessoas em todo o mundo, acarretando uma infeccdo do trato
respiratorio superior, que se manifesta por sintomas comuns de resfriado. (BORDI et al.,
2020) Porém os coronavirus de origem zoonética, como 0 SARS-CoV-2, podem evoluir para
cepas mais agressivas e infectar seres humanos, levando a doencas fatais.(HABIBZADEH,;
STONEMAN, 2020) Os coronavirus sdo transmitidos de  forma interpessoal, pela
contaminacdo por particulas virais eliminadas através de tosse e/ou espirros, podendo
contaminar também superficies de uso comum.(WU; CHEN; CHAN, 2020)

O diagnostico de um novo coronavirus acompanha diversos desafios, porém tem sido
considerado padrdo ouro para detecgdo de RNA viral métodos moleculares, como a reacéo de
cadeia de polimerase (PCR).(WANG et al., 2020b) O diagndéstico é realizado a partir de
amostras de swab do trato respiratorio, mas estudos ja identificaram presenca do RNA viral
em amostras de fezes e sangue.(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020; WU; CHEN;
CHAN, 2020) Os pacientes diagnosticados com COVID-19 apresentam alta carga viral,
mesmo em individuos assintomaticos ou com sintomas leves, ao contrario do que observado
na sindrome respiratdria aguda grave por coronavirus (SARS-CoV) e na sindrome respiratoria
por coronavirus do Oriente Meédio (MERS) (WANG et al., 2020b), tornando as técnicas
moleculares de diagndstico de extrema relevancia para o contexto atual. Atualmente, a
recomendacdo da Organizacdo Mundial de Satude (OMS) é realizar diagndstico laboratorial
em todos os casos suspeitos. (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020)



16

A infeccéo pelos Coronavirus causa um desequilibrio no trato respiratorio e no trato
gastrointestinal, principalmente como ja observado anteriormente nos casos de SARS e
MERS. (PEERI et al., 2020) Porém em relacdo ao Covid-19, em poucos casos foi observado
sintomas relacionados com o trato gastrointestinal (como diarreia), o que temos relatos até o
momento sdo 0s sintomas respiratérios como a pneumonia e uma “tempestade” de
citocinas.(SAGHAZADEH; REZAEI, 2020) Com a tempestade de citocina pode haver um
desequilibrio do sistema imune, ou mesmo pela imunossupressdo causada devido a infeccao
por SARS-CoV-2 poderia levar a reativacdo de Herpesvirus em laténcia.(KIM et al., 2020;
MCGONAGLE et al., 2020)

A coinfecgdo pode ocorre devido a resisténcia a drogas antibacterianas, inibi¢éo de
resposta imune do hospedeiro, e mau prognéstico da doenca.(ZHU et al., 2020) O virus
Epstein Barr (EBV), outros Coronavirus e alguns virus respiratdrios entre 0s quais 0 virus
influenza A e o rinovirus / enterovirus podem ser os copatégenos mais comuns.(CHEN et al.,
2020; LAI; WANG; HSUEH, 2020b) Um estudo demonstrou que 94,2% das pessoas com
COVID-19 podem apresentar coinfec¢des por outros microrganismos, como virus, bactérias e
virus influenza A e B, rinovirus / enterovirus, virus parainfluenza, metapneumovirus, virus
sincicial respiratorio, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus da dengue (DENV),
virus da hepatite B (HBV), citomegalovirus (CMV).(ZHU et al., 2020)

Os pacientes internados em estado grave com COVID-19 positivo poderiam
apresentar coinfeccdo por Herpesvirus, através de reativacdo viral, podendo aumentar a
morbidade e/ou da mortalidade.(DRAGO et al., 2020; HUANG et al., 2020) A determinacéo
da coinfeccdo por Herpesvirus com alta sensibilidade e especificidade através do diagndstico
molecular, podera auxiliar no manejo clinico dos pacientes COVID-19 positivo. Assim nossa
hipdtese cientifica € de que os pacientes internados em quadro clinico moderado a critico que
tenham RT-gPCR COVID-19 positivo podem apresentar coinfeccdo por Herpesvirus, que
ocasiona o0 aumento da morbidade e/ou da mortalidade. Este trabalho poderad contribuir na
identificacdo de pacientes de risco, direcionando esses pacientes para aplicagdo de tratamento
mais adequado e consequentemente diminuindo o tempo de hospitalizacdo e a taxa de

morbidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O NOVO CORONAVIRUS E SUA ESTRUTURA VIRAL

Os coronavirus podem infectar uma grande variedade de hospedeiros. A infeccao
pelos coronavirus pode ser observada em camundongos, ratos, galinhas, perus, suinos, cées,
gatos, coelhos, cavalos, gado e humanos, e podem causar uma variedade de doengas graves,
incluindo gastroenterite e doencas do trato respiratorio.(CUI; LI; SHI, 2019; GUY et al.,
2000) No meado da década de 1960 foram identificados e estudados trés coronavirus
humanos HCoV-229E e HCoV-OC43 e podem acarretar o resfriado comum.(LAU et al.,
2006; PYRC; BERKHOUT; VAN DER HOEK, 2007)

Nos anos de 2002 e 2003 houve a incidéncia do SARS - CoV (Sindrome Respiratoria
Aguda Grave - coronavirus) e em 2012 do MERS - CoV (Sindrome Respiratéria do Oriente
Meédio - coronavirus) ambas epidemias mostraram o potencial para a transmissdo de CoVs
emergentes de animais para humano e de pessoa para pessoa.((DE GROOT et al., 2013;
KSIAZEK et al., 2003; PETROSILLO et al., 2020) Ao todo existem sete coronavirus
humanos (HCoVs) com potencial de infectar os seres humanos, entre eles estdo: HCoV229E,
HCoV - OC43, HCoV - NL63, HKU1, SARS - CoV, MERS - CoV e SARS - CoV - 2.

O novo Coronavirus foi identificado como agente etioldgico de casos de pneumonia
de etiologia desconhecida ocorridos em dezembro de 2019, na provincia de Wuhan, na cidade
de Hubei, China.(CHAKRABORTY et al., [s.d.]) Inicialmente foi classificado um novo
Betacoronavirus sendo primeiramente nomeado como 19-nCoV. Porém apds identificacéo
viral e a identificacdo dos 6rgdos alvos o Comité Internacional de Taxonomia (ICTV) —
classificou em uma nova nomenclatura passando a ser: sindrome respiratéria aguda grave
coronavirus 2 (SARS- CoV-2) e a doenga foi denominada: COVID-19 (do inglés Coronavirus
disease 2019). (BENVENUTO et al., 2020; WANG et al., 2020a) Na China nos anos de
2002 e 2003 foi identificado casos de SARS-CoV e, outra epidemia alguns anos depois, a
MERS-CoV foi observada em paises do Oriente Médio.(HABIBZADEH; STONEMAN,
2020; PEERI et al., 2020)

O virus SARS-CoV-2 pertence a familia do Coronaviridae, ao subgénero
Sabercovirus e género Betacoronavirus (ICTV,2020) (Fig.1). Os Betacoronavirus séo
originados do mesmo ancestral comum, que infectam morcegos. O SARS-CoV-2 possui uma
semelhanca de 88% com o genoma de dois outros betacoronavirus que séo derivados de
morcegos (bat-SL-CoVZC45 e bat-SL-CoVZXC21), sendo mais parecido filogeneticamente
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com estas espécies do que com os virus SARS-CoV (79% de semelhanca) e do MERS-CoV
(50% de semelhanca).(TANG et al., 2020)

Figura 1 - Classificacdo dos Coronavirus Humanos
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Fonte: Baseado no International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)

O coronavirus é um virus de RNA fita unica e polaridade positiva, com forma
esférica que recorda a aparéncia de “coroa”. A estrutura viral ¢ composta por envelope (E),
membrana (M), proteina da espicula (S), nucleocapsideo (N) e RNA genémico. (LU et al.,
2020) A proteina da espicula S e proteina N do nucleocapsideo dao estabilidade a particula
viral. Além disso, a proteina N esta envolvida com a montagem do virido, € uma proteina
estrutural que desempenha uma acdo fundamental na transcricdo e montagem do virus.
(BENVENUTO et al., 2020)

2.2 CICLO DE MULTIPLICACAO VIRAL

O ciclo de multiplicacdo viral do SARS-CoV-2 ainda ndo é bem elucidado. Porém,
segundo o trabalho de QIN et al., 2020, ha uma ligagdo entre a proteina S e os receptores da
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) das células respiratorias do hospedeiro.
Segundo o trabalho, as proteases da superficie celular clivam a subunidade da proteina S, que
faz a mediacdo da fusdo do virus com a membrana da célula. Isto gera uma série de mudancas
conformacionais, resultando na fusdo do virus com a célula do hospedeiro e

consequentemente a liberacdo do material genético do virus. Depois da liberacdo do material
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genético, o virus utiliza o maquinério celular para fazer copias do RNA viral, que serdo

posteriormente liberados para infectarem em outras células.(QIN et al., 2020)

2.3 EPIDEMIOLOGIA DO SARS-CoV-2

No final de janeiro de 2020, segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), havia
notificados 2.798 casos de COVID-19 confirmados, sendo 98,7% dos casos presentes na
China. (JIN et al., 2020) Devido ao grande nimero de casos notificados, no dia 30 de janeiro
de 2020 a OMS declarou que o surto do novo coronavirus se tratava de Emergéncia de Saude
Publica de Importancia Internacional (ESPII) com intuito de interromper a propagacdo do

virus. Em 11 de marco de 2020 a OMS anunciou a COVID-19 como uma pandemia, pois a

No inicio da pandemia o aumento do nimero de casos era significativo na China,
com sua rapida disseminacao para outros paises como Japdo, Tailandia, Singapura, Estados
Unidos da América e Alemanha.(WU; CHEN; CHAN, 2020) Segundo o documento da
OMS, até o dia 22 de abril de 2020 o nimero total de casos de COVID-19 foi de 2.471.136
casos confirmados em todo mundo, com 169.134 morte. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020)Ao comparar com SARS e MERS, o SARS-CoV-2 se espalhou
ligeiramente mais rapido, devido ao aumento da globalizacdo e ao foco da epidemia,
superando 0 nimero de casos e mortes pela doenca.(PEERI et al., 2020)

No Brasil em janeiro de 2020 a COVID-19 vinha sendo considerada uma epidemia
de "perigo iminente", porem apos a notificacdo de dez casos relevantes, foi considerado caso
suspeito com exigéncia de atencdo imediata. (Ministério da Saude, Boletim 01, 2020) Entre o
periodo de 18 de janeiro a 21 de fevereiro de 2020, ocorreram notificacdo de 51 casos
suspeitos, com manifestacdo de sintomas leves e dentre estes 49 possuiam historico de
viagens a China. (Ministério da Saude, Boletim 03, 2020) Assim, o Ministério da Saude
declarou COVID-19 como Emergéncia em Salde Publica de Importancia Nacional.
(Ministério da Saude, Boletim 02, 2020) O Brasil foi o primeiro pais na América Latina com
caso de COVID-19 confirmado em 26 de fevereiro de 2020. (RODRIGUEZ-MORALES et
al., 2020) Com diagnéstico confirmado do primeiro caso houve o aumento dos casos de
COVID-19, desde entdo o numero de casos a cada dia aumenta exponencialmente. Ao inicio
do més de marco de 2021, o Brasil apresentava 13.599.994 casos confirmados (fig.2),
358.425 6bitos (fig.3), Incidéncia/100 mil habitantes de 6471,7 e mortalidade/100mil
habitantes € de 170,6. (“Coronavirus Brasil”, 2021)
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Figura 2 - Incidéncia de casos por COVID-19 no Brasil no periodo de fevereiro a abril de
2021
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Fonte: https://covid.saude.gov.br/

Figura 3- Incidéncia de ébitos por COVID-19 no periodo de fevereiro a abril de 2021
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Data da notificagio

Fonte: https://covid.saude.gov.br/

O municipio do Rio de Janeiro pode ser dividido em 160 bairros, com populacéo
estimada de 6.752.339 habitantes em 2020. (CAVALCANTE; ABREU, 2020; “Data Rio”,
2020) No Rio de Janeiro podemos observar desigualdades sociais, com um grande nimero de
pessoas em pobreza extrema, que moram em conglomerados habitacionais podendo ter
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do RJ no ano de 2020 foram confirmados 212.090 casos, deste 41.970 tiveram casos graves,
com 18.851 dbitos, a taxa de incidéncia foi de 3.183,9 por 100mil habitantes, a taxa de
mortalidade é de 283,0 por 100 mil habitantes e com taxa de letalidade de 8,9. Enquanto que
no municipio de Niterdi no ano de 2020 foram confirmados 25.637 casos, com 1.092 dbitos, e
estado do RJ teve 684.758 casos confirmados com 39.791 obitos, Incidéncia/100mil
habitantes de 3966,2 e 230,5 de mortalidade/100mil habitantes (“Coronavirus Brasil”, 2021),
dentre estes dados no municipio de Niter6i apresentava dados como: o numero de casos

2.4 FORMAS DE TRANSMISSAO E SINTOMAS

A transmissdo do SARS-CoV-2 inicialmente foi de origem zoonotica, sendo de baixa
gravidade comparado a epidemia de SARS.(TANG et al., 2020) Estudos mostram que
mutacBes possam ter ocorrido devido a pressdo seletiva positiva, conforme evolugdo da
epidemia, podendo favorecer o aprimoramento da patogenicidade e transmissdo desse novo
virus.(BEREKAA, 2021) O modo de transmissdo acontece de pessoa a pessoa através do
contato de goticula de saliva, espirros, tosse e contato com superficies
contaminadas.(BENVENUTO et al., 2020; LU et al., 2020)

O periodo de incubacdo médio da COVID-19 é de 3 a 5 dias , porém pode se estender
até 20 dias ap0Os o contato, pode ser classificada com base na gravidade dos sintomas em
doenca leve, moderada, grave e critica.(ZHOU et al., 2020) Os sintomas mais comuns sdo
febre (cerca de 85% dos casos), tosse (cerca de 80% dos casos) e falta de ar (30-50% dos
casos). (BORDI et al., 2020; GUAN et al., 2020) Os pacientes com doenca leve apresentam
sintomas comuns de resfriado e a doenga moderada pode apresentar quadros de febre e
sintomas respiratorios.(GUAN et al., 2020) Enquanto o0s pacientes graves podem apresentar
dispneia e diminuicdo da saturacdo de oxigénio e 0s casos criticos se apresentam com
insuficiéncia respiratoria, choque séptico e insuficiéncia de maultiplos 6rgdos. (WANG et al.,
2020b; ZHANG et al., 2020)

O estudo epidemioldgico realizado na China apontou que dos 4.672 casos
confirmados, 86,6% dos pacientes tinham entre 30 e 79 anos, sendo 13,8% casos graves e
4,7% casos criticos.(ZHOU et al., 2020) Todavia, pacientes com comorbidades doenca

cardiovascular, diabetes, doenca respiratoria cronica, hipertensdo e cancer) apresentaram
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maiores taxas de mortalidade do que aqueles sem comorbidades. (HUANG et al., 2020;
ZHANG et al., 2020)

2.5 DIAGNOSTICO E ALTERACOES LABORATORIAIS

O diagnostico laboratorial € de suma importancia para detectar a infeccdo COVID-19.
Existem questdes importantes no ramo do diagndstico molecular nelas estdo: a diminuicdo de
resultados falsos negativos através da detec¢do de quantidades minimas de RNA viral; evitar
resultados de falsos positivos e otimizar testes rapidos para serem precisos e de alta
capacidade num namero grande de amostras em curto espaco de tempo.(BORDI et al., 2020;
MOHAMADIAN et al., 2021; YIP et al., 2017)

O padréo ouro para o diagndstico COVID-19 inicialmente era por meio do isolamento
viral em tecido, porém esta sendo substituido pela técnica de biologia molecular a RT-qPCR.
(WANG et al., 2020b) O RT-PCR é uma reacdo de cadeia de polimerase que detecta 0 RNA
viral por meio dos primers especificos. (CORMAN et al., 2020a; JIN et al., 2020)

Os protocolos mais utilizados pelo mundo ocidental para o RT-PCR de SARS-CoV-2
foram desenvolvidos por Charité, Hospital Germany (CORMAN et al., 2020b) e Centers for
Disease Control and Preventione - CDC (USA). (CDC, 2020) O protocolo de diagndstico
molecular para 0 COVID-19 se baseia na deteccdo de trés marcadores: genes N, E e RdRP.
Os ensaios para 0s genes E e N sdo destinados para os protocolos de triagem, pois detectam
qualquer betacoronavirus associados ao morcego. Enquanto o gene RdRp é especifico para
coronavirus SARS (incluindo SARS-CoV-2). Na rotina se sugere fazer uma triagem com
ensaio do gene N ou E, depois disto segue-se realizando testes confirmatérios com testes para
0 gene RdRp. (CORMAN et al., 2020a; MOHAMADIAN et al., 2021)

Os testes sorologicos sdo utilizados para vigilancia epidemiologica, pois estes testes
detectam anticorpos IgM e IgG especificos para o virus na populacdo ja exposta e
assintomética. Também pode ser utilizado em pacientes com infecgdo com carga viral baixa e
RT-PCR negativo. (JIN et al., 2020; SBAC,2020) No COVID-19 tem sido observado que 0s
anticorpos IgM e IgG surgem quase simultaneamente e podendo ter inicio aproximadamente
apos a primeira semana da infeccéo e sendo detectavel a partir da segunda semana.(ZHAO et
al., 2020) Sendo semelhante com a cinética de anticorpos de infeccGes por SARS-CoV.
(HSUEH et al., 2004) Os titulos de anticorpos variam de acordo com a gravidade dos
sintomas, sendo os niveis mais elevados nas infeccdes mais graves.(OKBA et al., 2020;
YONGCHEN et al., 2020)
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Os exames de tomografia computadorizada (TC) em pacientes com COVID-19
apresentam opacidades em vidro fosco multiplas, bilaterais, posteriores e periféricas, com ou
sem consolidacdo pulmonar e, em casos graves, sombras infiltrantes, essas caracteristicas
sdo semelhante a quadros de pneumonia viral. (BAI et al., 2020; CORMAN et al., 2020a)
Entre os achados menos comuns compreendem o espessamento pleural, derrame pleural e
linfadenopatia. A TC do tdrax pode ser bastante util ao diagnostico, porém nenhum achado
pode excluir a possibilidade de COVID-19 (BAI et al., 2020; DI GENNARO et al., 2020)
Em analise de autopsia de um paciente COVID - 19 observaram o acumulo de fluido e
formagdo de membrana hialina nas paredes alveolares, podendo ser o principal fator
patoldgico da opacidade em vidro fosco.(PAN et al., 2020)

Algumas evidéncias apontam que a TC de torax no inicio dos sintomas pode
apresentar taxa de deteccdo mais alta (aproximadamente 98%) ao comparar com a rea¢do em
cadeia da polimerase transcriptase reversa (RT-PCR) (aproximadamente 70%) nos pacientes
infectados.(MOHAMADIAN et al., 2021) O estudo de Xie et al.(2020) evidenciaram que
cerca de 3% dos pacientes ndo apresentam RT - PCR positivo, mas apresentam TC de torax
positiva; sendo assim ambos os testes sdo recomendados para pacientes COVID - 19. A TC
de térax, pode ter alta sensibilidade para diagnostico imediato e monitoramento da
progressdo da doenca em pacientes.(CORMAN et al., 2020b; MOHAMADIAN et al., 2021)

AlteracBGes laboratoriais hematoldgicas e bioquimicas podem ser observadas em
pacientes COVID-19 positivo conforme o quadro 1. As alteraces mais frequentes séo
linfocitopenia, aumento da proteina C reativa (Ptn C reativa), aumento da albumina, da
desidrogenase lactica (LDH), da aspartato aminotransferase (AST), e alanina
aminotransferase (ALT) e da velocidade de hemossedimentacdo (VHS). (GAO et al., 2020;
GUAN et al., 2020)
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Quadro 1- Alteragdes laboratoriais em pacientes COVID-19

Hematoldgicas

Aumento de dimero-D Marcador de degradacao de fibrina

Aumento do VHS Marcador de deteccdo de inflamacgdo e infec¢Ges
Leucocitose Marcador de detec¢do de inflamagdo e infec¢Ges
Linfopenia Marcador de deteccao de inflamacao e infeccdes
Microcitose Alteracao no tamanho dos eritrdcitos

Plaquetopenia Marcador de integridade vascular

Prolongamento do PT Marcador de disturbios de coagulacdo

Bioquimicas

Aumento de bilirrubinas  |Marcador de fun¢do hepatica

Aumento de creatinina Marcador de fungdo renal

Aumento de cTn Marcador de lesdo cardiaca

Aumento de LDH Marcador de lesdes pulmonares

Aumento de Ptn Creativa |Marcador de fase aguda da reacdo inflamatoria e
infeccdo.

Aumento de procalcitonina | Marcador de resposta imunoldgica a infecgdo.

Diminuicdo da albumina |Marcador de fase aguda da reagdo inflamatéria

LDH: lactato desidrogenase; Ptn C reativa: proteina C reativa; PT: tempo de
protrombina; cTn: troponina cardiaca; VHS: velocidade de hemossedimentagdo. Fonte:
SBAC,2020

26 TRATAMENTO DOS PACIENTES SARS-COV-2 INTERNADOS

O tratamento dos pacientes com SARS-CoV-2 é um grande desafio, mas existem
diferentes abordagens terapéuticas sendo desenvolvidas. (LI; DE CLERCQ, 2020)A forma de
tratamento depende da manifestacdo clinica que varia de quadros assintomatico a quadros
criticos com a necessidade de suporte a vida.(DHAMA et al., 2020)

Na tentativa de formular uma diretriz de tratamento para COVID-19 foram iniciados
estudos para desenvolver novos agentes ou redirecionar medicamentos conhecidos como:
Remdesivir, Oseltamivir, ASC09 F (inibidor de protease do HIV), Lopinavir, Ritonavir
presentes nos estudos de fase I — Ill. (DHAMA et al., 2020; HABAS et al., 2020) Também
vem sendo testadas para SARS-CoV-2 algumas drogas desenvolvidas para SARS-CoV e
MERS-CoV.
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Nos casos graves o uso de remdesivir vem se mostrando potencial agente antiviral de
amplo espectro com alta eficacia para o tratamento de SARS-CoV-2.(ANKA et al., 2021)
Para controle dos efeitos das complicacdes da COVID-19 podem serem utilizados corticoides,
antimalaricos, anticoagulantes (eventos trombaticos), plasma convalescente. (HABAS et al.,
2020)

2.7 VACINAS PARA COVID-19

No desenvolvimento de vacinas para 0 COVID-19, diversas estratégias estdo sendo
adotadas, como a utilizacdo de virus inativos ou vivos atenuados, particulas semelhantes a
virus (VLPs), vetores virais e baseados em proteinas, baseados em DNA e mRNA a base de
vacinas. A maioria da candidata da vacinas vem apresentando como alvo a proteina da
espicula viral que podem ser o principal indutor de anticorpos neutralizantes.(SHANG et al.,
2020) Acredita-se que as vacinas baseadas na proteina S podem induzir anticorpos que
blogueiam a ligacdo ao receptor viral, e remo¢do do genoma do virus.(DHAMA et al., 2020)

Normalmente o desenvolvimento de uma vacina pode se estender de 10-15 anos, porém
com a rapidez no sequenciamento do gene SARS-CoV-2, o desenvolvimento para uma
vacina eficaz logo avancou.(SHANG et al., 2020) Em junho de 2020, havia 124 vacinas
candidatas para profilaxia da COVID-19 em desenvolvimento. Entretanto um ndmero
reduzido de vacinas candidatas entrara na fase 1, fase combinada 1/2 ou fase 2 dos ensaios
clinicos em humanos adultos, podemos observar algumas vacinas em desenvolvimento e sua
estratégia utilizada no quadro 2. (KOIRALA et al., 2020; O°’CALLAGHAN; BLATZ; OFFIT,
2020)

Alguns estudos estdo observando as vacinas ja utilizadas podem ser reaproveitadas. Nos
Estados Unidos da América, uma vacina oral contra a poliomielite vem sendo investigada
como possivel candidata. (BONTEN, 2021; MURDOCH CHILDRENS RESEARCH
INSTITUTE, 2021; TASK APPLIED SCIENCE, 2020) Em paises como Holanda, Australia e
Africa do Sul estdo sendo realizados ensaios clinicos randomizados multicéntricos a respeito
da administracdo da vacina BCG. (CURTIS et al., 2020) Ja no Egito foi registrado um ensaio
de vacina contra sarampo para a profilaxia de COVID-19. (KOIRALA et al., 2020)
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Quadro 2 — Vacinas em desenvolvimento e suas respectivas metodologias

Local e desenvolvedor Tecnologia

Sinovac Life Science (China) Virus inativado + hidroxido de aluminio

AstraZeneca e Universidade de Oxford (Reino )
Vetor adenovirus (ChAdOx1)

Unido)
Moderna/Biotech/ Pfiezer (Estados Unidos) Vacina de mRNA
Jassen- Johnson & Johnson (Estados Unidos) Vetor adenovirus (Ad26)

Sinopharm — Instituto de produtos bioldgicos L )
Virus inativado (Células Vero)

(China)

Curevac- (Bélgica) Vacina de mRNA

Novavax (Estados Unidos) Subunidade de proteina de matrix +adjuvante
Vaxine PTY Ltd (Australia) Subunidade de proteina da espicula +adjuvante

) ) ) Subunidade de proteina recombinante da
Clover Biopharmaceuticals/GSK e Dynavax(China)

espicula + adjuvante

2.8 COINFECCOES NOS PACIENTES COVID-19

A infeccdo pelo coronavirus SARS-CoV-2 pode evoluir para quadros mais graves com
complicacdes de sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA), lesdes cardiacas e
infeccbes secundarias (bacteriana, fungica, outros virus).(CHEN et al., 2020) As coinfec¢des
por outros patdgenos (de origem viral, bacteriana e fungica) séo observadas em 50% entre os
casos graves de COVID-19. (HASHEMI et al., 2020; LAI; WANG; HSUEH, 2020a).

O diagnostico diferencial de coinfeccdo para outros patdgenos virais é imprescindivel
para os pacientes com infeccdo por COVID-19, pois ajudar a evitar o agravamento e a
progressao das doengas ou mesmo até a morte do paciente.(LIN et al., 2020) Para diminuir a
taxa de morbidade e/ou mortalidade da COVID-19 faz-se fundamental prestar atencdo a
possiveis coinfecgdes, garantindo um tratamento abrangente e seguro aos pacientes. (HUANG
etal., 2020; ZHU et al., 2020)

2.9 VIRUS DA FAMILIA HERPESVIRIDAE

Os Herpesvirus humanos (HHV) integram a familia Herpesviridae, sdo virus ubiquo,
uma vez que a primo-infecgdo ocorra, esse virus permanece em laténcia no organismo do
individuo afetado durante toda a vida. (ROIZMANN et al., 1992; ROMANOS; SANTOS;

WIGG, 2015) Geralmente em individuos saudaveis estes virus provocam infeccOes
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frequentemente benignas, porém em individuos imunodeprimidos, a infeccdo pode causar
manifestaces clinicas de gravidade variada.(DEBAUGNIES et al., 2014; FATAHZADEH,;
SCHWARTZ, 2007)

A familia Herpesviridae pode ser dividida em 3 subfamilias (Alfaherpesvirus,
Betaherpesvirus e Gamaherpesvirus). Todos os virus desta familia sdo virus de DNA com
cadeia dupla. As subfamilias se diferenciam pela sua patogenia e caracteristicas virais e
estruturais. (ROMANOS; SANTOS; WIGG, 2015) A subfamilia Alfaherpesvirus é composta
pelo Herpes simples tipol, Herpes simples tipo 2 e o virus Varicela Zoster. Na subfamilia
Betaherpesvirus temos o citomegalovirus, Herpesvirus 6 e o Herpesvirus 7, ja a
Gamabherpesvirus temos o Epstein-Bar e o Herpesvirus associado ao Sarcoma de Kaposi
(HHV-8). (ROIZMANN et al., 1992) O ciclo viral dos HHV € composto de 5 etapas, sendo
estas a entrada do virus na célula hospedeira, expressdo dos genes virais, replicacdo do
genoma viral, montagem da progénie e saida da célula hospedeira.(FLEMINGTON, 2001).

O diagnostico laboratorial para os Herpesvirus pode ser realizado por meio do
isolamento viral por cultura de células, da técnica da PCR e da sorologia.(DEBAUGNIES et
al., 2014; TANAKA et al., 2009) A PCR ¢ a mais realizada, devido a alta sensibilidade e
especificidade, na deteccdo do genoma viral. Este método pode diferenciar as espécies e cepas
virais. (RECHENCHOSKI et al., 2017; SAFRONETZ; HUMAR; TIPPLES, 2003) Os testes
soroldgicos podem demonstrar infeccdo recente ou mesmo imunizagdo prévia, estes podem
ser realizados pelas técnicas de Western blotting (WB), ELISA e reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIF), porém apresentam muita reacdo cruzada.(ANDERSON;
BUCHAN; LEDEBOER, 2014; DOBEC et al., 2008; ENGELMANN et al., 2011)

2.9.1 Herpes simples tipo 1

O Herpesvirus simples tipo 1 (HSV-1) foi um dos primeiros Herpesvirus descrito na
literatura, classificado na subfamilia Alfaherpesvirus, género Simplex virus. (ARDUINO;
PORTER, 2007) A infeccdo primaria pelo HSV-1 ocorre normalmente na fase da infancia ou
adolescéncia, com manifestacdes na regido oral/facial. Esse virus estabelece a laténcia no sitio
dos géanglios trigémeos.(WHITLEY; ROIZMAN, 2001) A transmissdo viral € por meio do
contato com goticulas respiratorias, saliva e secreces mucocutdneas de uma pessoa
infectada.(ARDUINO; PORTER, 2007) A reativacdo do virus latente ocorre através de
diversos estimulos como estresse e imunossupressdo. (OAKLEY; EPSTEIN; SHERLOCK,
1997)
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A primo-infeccdo em 90% dos casos pode ndo apresentar manifestagdes clinicas,
ocorrendo uma infeccdo assintomética, sendo detectdvel através da presenca de
anticorpos.(KOLOKOTRONIS; DOUMAS, 2006) Porém quando ha sintomatologia pode se
observar quadros de gengivoestomatite com presenca de adenopatia regional,balanite,
ceratoconjuntivite e herpes cutaneo.(LIMA et al., 2017) E podem ocorrer complicagcbes como
meningoencefalite herpética ou erupgdo variceliforme dependente do estado de
imunossupressdo. (ARDUINO; PORTER, 2007) « As infeccbes pelo HSV-1 pode ser tratado
com aciclovir tdpico, oral ou intravenoso ou outros antivirais como valaciclovir, famciclovir,
foscarnet IV:e cidoclovir.O tratamento é recomendado ser iniciado na fase prodrémica da
doenga, devido a janela terapéutica estreita.(SIMMONS, 2002)

O diagnéstico laboratorial para HSV-1 pode ser realizado através de swab para estudo
citoldgico,técnicas de sorologia e PCR.(ENGELMANN et al., 2011) O swab para estudo
citologico é feito pelo método de Tzanck, uma técnica citoldgica que utiliza o raspado da base
da vesicula na pele e coloracdo pela HE, a fim de pesquisar células gigantes multinucleadas
com corpos de inclusdo (virions).(SIMMONS, 2002) Esse método possui baixa
especificidade, pois ndo distingue o HSV de outras espécies de herpesvirus,feito em casos
atipicos e pacientes imunocomprometidos.(ARDUINO; PORTER, 2007) A sorologia
demonstra exposi¢do anterior ao virus é indicada quando houver queixas de desconforto
genital ou labial recorrente, porém sem presenca de lesGes.(KOLOKOTRONIS; DOUMAS,
2006; WHITLEY; ROIZMAN, 2001)

2.9.2 Virus Varicela Zoster

O Virus Varicela Zoster (VZV, também chamado de Herpesvirus 3) teve seu genoma
de DNA descrito por SCOTT & DAVISON, 1986. Esse virus infecta 0os humanos através do
ar e contato com as lesdes cutaneas de um individuo infectado, o sitio alvo viral sdo linfocitos
T, células epiteliais e os ganglios.(JIH et al., 2009)

A infeccdo primaria causa a varicela (catapora), posteriormente o VZV torna-se
latentes nos neurdnios ganglionares.(MAIA et al, 2015) Fatores como estado
imunossupressdo, avango da idade podem contribuir com a reativagdo do VZV causando o
herpes zoster, com complicacfes como: dor crénica (neuralgia pos-herpética-NPH), distdrbios
neuroldgicos, oculares graves, viscerais e gastrointestinais multiplos.(JUNG et al., 2004; LAI
etal., 2016)

Existe uma vacina atenuada para o VZV formulada no Japdo em 1974, para

imunizacdo de criangas menores de 12 anos. A vacina é autorizada para uso em alguns paises
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do mundo, abrangendo Australia, Brasil, Canada, China, Alemanha, Grécia, Israel, Italia,
Japdo, Uruguai, Catar, Coreia do Sul, Espanha e Taiwan. (MARIN et al., 2007)

Inicialmente, o tratamento é realizado com a administracdo de antivirais e analgésicos,
nas primeiras 72 horas ap0s o diagnostico, com o objetivo de reduzir a duracdo e intensidade
da dor (ARVIN, 1996; KOSHY et al., 2018; SCHMADER, 2018) J4 foi observado que o
tratamento com Aciclovir, Valaciclovir e Fanciclovir, pode acelerar o processo de cicatrizagéo
das lesdes cutaneas e mucosas.(GERSHON et al., 2015; HAYDEN et al., 2016) Porém
neuropatia pds-herpética vem sendo tratada de diversas maneiras, incluindo analgésicos,
narcoticos, antidepressivos triciclicos, anticonvulsivantes, estimulagdo nervosa elétrica
percutanea, blogqueio nervoso e anestésicos topicos.(GARCIA-GONZALEZ; ROSAS-
CARRASCO, 2017; JUNG et al., 2004)

O diagnéstico do virus varicela zoster inicialmente pode ser realizado baseado na
observacdo do quadro clinico, porém se a infeccdo/reativacdo do VZV ndo apresentar
nenhuma erupcdo cutanea requerem confirmacdo viro l6gica. (GILDEN et al., 2010) Para a
identificacdo viroldgica requer técnica de deteccdo de carga viral PCR e sorologia IGM anti-
VZV positiva. (GERSHON et al., 2015)

2.9.3 Virus Eptein-Barr

O virus Eptein-Barr (EBV ou HHV-4) é um virus de DNA linear, com 172 quilobases,
que codifica aproximadamente 100 proteinas virais, seu genoma situa-se dentro de um
envelope. (SCHEFFEL et al., 2015) O EBV é um virus oncogénico, pode causar 0 carcinoma
de nasofaringe, linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin e linfoma de células B
difusas.(FATTAL et al., 2014) A transmissdo do EBV ocorre principalmente pela saliva, no
entanto pode haver transmissao por meio de hemoderivados e 6rgdos transplantados.(EVANS,
1972; LOSSIUS et al., 2012)

Este virus é extremamente comum, apresentando anticorpos para quase 90% da
populacdo na fase adulta. (KERR, 2019; RASMUSSEN et al.,, 2015) Nos paises
desenvolvidos, a primo-infec¢do ocorre, geralmente, na adolescéncia ou até mesmo na fase
adulta, causando a  mononucleose infecciosa, que € uma  doenca
linfoproliferativa.(DUNMIRE; VERGHESE; BALFOUR, 2018) Porém nos paises em
desenvolvimento, geralmente a infeccdo primaria ocorre nos primeiros cinco anos de
vida.(KERR, 2019) O numero de casos na infancia € maior do que o numero de casos na

adolescéncia e na fase adulta, e, principalmente, nas regides sem saneamento basico e de alta



30

densidade populacional.(EVANS, 1972) O Brasil é considerado um pais de endemicidade
intermediaria. (EVANS, 1972; KAFUKO et al., 1972)

Nos pacientes imunossuprimidos causa infeccdo oportunista, sendo realizado
diagnostico para monitoramento. As manifestagdes clinicas da infec¢do EBV incluem anemia,
trombocitopenia, linfoadenonopatia, rash, pneumonia, sindrome hemofagocitica e
linfoma.(COHEN, 2009; LAU et al., 2017)

O tratamento para EBV nos casos de imunodepressao, necessita da administracao de
drogas, como o Aciclovir, Ganciclovir e Foscarnet, Corticoides orais, como Prednisona.
(CARBONE; GLOGHINI; DOTTI, 2008; POOLE; JAMES, 2018)0O uso de corticoesteroides
devem ser administradas com precaucdo. Em caso de envolvimento tonsilar, deve-se evitar
Ampicilina ou Penicilina devido a alta prevaléncia de erupcdes cutaneas. (KERR, 2019)

O diagnostico laboratorial para 0 EBV pode ser feito por meio da serologia, do RT-
gPCR, de bidpsia utilizando técnica de hibridizagdo in situ.(NILLER; BAUER, 2017,
OKANO et al.,, 2005) As técnicas de biologia molecular como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) ou a PCR quantitativa (qPCR) sdo realizadas no diagnostico e o
progndstico das infeccdes por EBV em amostras de sangue e/ou soro.(KARADAG GECGEL
et al., 2012; LUDERER et al., 2005; NILLER; BAUER, 2017) Enquanto que a técnica de
imunofluorescéncia e ensaios imunoenzimatico (ELISA) podem detectar anticorpos
especificos induzidos pelo EBV.(DEVANTHERY; MEYLAN, 2010; NYSTAD; MYRMEL,
2007; OKANO et al., 2005)

2.9.4 Citomegalovirus Humano

O Citomegalovirus humano (HCMV) é um virus membro da familia Herpesviridae, de
DNA cadeia dupla de aproximadamente 236 kpb, apresenta soroprevaléncia mundial entre 55
a 100%. (SCHEFFEL et al., 2015) Posteriormente a infecgdo priméaria, o genoma dos
Herpesvirus persiste no corpo ao longo da vida, em determinadas células entrando em periodo
de laténcia. Esse periodo pode ser interrompido pela reativacdo da infeccdo devido a varios
fatores. A reativacdo do virus permite sua disseminacdo com replicacdo ativa e 0 aumento da
carga viral, uma vez que se verifica liberagdo de virions extracelulares. (CROUGH,;
KHANNA, 2009; HAGE et al., 2017)

Cerca de 90% da populacdo mundial apresenta infeccdes causadas por algum virus da
familia Herpesviridae. Nos individuos imunocompetentes, a infec¢do causada pelo HCMV é,
em sua maioria, assintomatica. (LACHMANN et al.,, 2018)Em imunossuprimidos, o

Herpesvirus reativa podendo causar doenca grave, o que leva o aumento da morbidade e
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mortalidade desses individuos. (HAGE et al., 2017)A infec¢do por HCMV pode apresentar
manifestacdes clinicas/ laboratoriais como: citopenia, nefrite, pneumonia, retinite, colite e
Ulceras no es6fago.(CROUGH; KHANNA, 2009; HAGE et al., 2017)

Como primeira escolha para o tratamento de infeccdo / reativacdo por CMV estdo 0s
compostos antivirais como: Ganciclovir (GCV), Foscarnet (FOS) e Cidofovir (CDF), porém
estes possuem muitos efeitos colaterais.(JUNG; DORR, 1999; RAZEGHI et al., 2007,
RAZONABLE; PAYA, 2004) Novos medicamentos anti-CMV vem sendo investigados em
ensaios clinicos randomizados de fase Il e Ill, podendo serem promissores sdo estes:
Maribavir, Letermovir e Brincidofovir ambos ndo apresentam propriedades
mielossupressoras ou efeitos toxicos renais.(MAFFINI et al., 2016) O diagndstico laboratorial
do HCMV ¢ obtido por técnicas diferentes, como PCR, antigenemia pp65 (monitoramento
precoce da fosfoproteina 65).(LINO et al., 2018; TOMTISHEN 111, 2012)

2.9.5 Herpesvirus 6

O Herpesvirus 6 pertence ao género Roseolovirus, é conhecido por causar roséola
infantil, convulsdes febris e outras sindromes febris em criangas, tem sua replicacédo viral em
linfocitos T. Sua aquisicdo é principalmente sintomatica, principalmente na infancia,
resultando em febre alta, diarreia, prurido e erupgdo cutanea subita (SE).(ABLASHI et al.,
2014) Na infecgdo primaria, pode causar convulsdes febris, encefalite ou convulsdes. Os
sintomas tém duracdo média de 9 dias, podendo causar uma sindrome semelhante a
mononucleose infecciosa causada pelo EBV. (GERAUDIE et al., 2012) Esse virus pode
causar uma infeccdo congénita, que é assintomatica e ndo apresenta complicacdes para a
crianga. (CLARK; GRIFFITHS, 2003)

As reativacdes pelo Herpesvirus 6 causam manifestacGes cutaneas (pitiriase résea) e
doenca de Kawasaki principalmente em criancgas.(AGUT et al., 2017) Os fatores de risco para
reativacdo do Herpesvirus 6 podem incluir: idade avangada, condi¢cdes imunossupressoras,
fatores ambientais, como estresse.(ABLASHI et al., 2014) Nos casos de transplante de
células-tronco, transplante de 6rgédo sélido ou imunossupressao por outras causas, a reativacao
viral € comum, mas assintomatica na maioria dos casos, em outros pode causar encefalite ou
doenca grave em outros 6rgdos. (CLARK, 2002)

Infeccdes por herpesvirus 6 possuem manifestagOes clinicas geralmente leves e nédo
requerem terapia.(ELIASSEN; HEMOND; SANTORO, 2020) Entretanto para o tratamento
de infecgdo/reativacbes de HHV-6 had algumas recomendacgdes, porém ndo ha diretrizes
padrdo amplamente adotadas contendo abordagens de tratamento ideais. (PRICHARD;
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WHITLEY, 2014; TOMBLYN et al., 2009)Mas drogas virais anti-CMV como ganciclovir,
aciclovir, foscarnet e cidofovir parecem ter acdo de inibicdo da replicacdo viral de maneira
eficiente.(DE CLERCQ; NAESENS, 2006; REYMEN et al., 1995)

O diagnéstico laboratorial de HHV-6 pode ser feito por meio de cultura, sorologia e
reacdo em cadeia de polimerase (PCR). (AGUT et al., 2017) Em adultos, 95% tém sorologia
positiva para HHV-6. (CLARK, 2002; YAMANISHI et al., 1988) A cultura viral do HHV-6
pode ser realizada na fase aguda isolado a partir de PBMC de doentes com exantemas.
(YAMANISHI et al., 1988) O DNA do HHV-6 pode ser detectado na saliva, em esfregacos
de garganta e na mucosa nasal de criangas e adultos. A PCR detecta 0 DNA do HHV-6 tem
sido utilizado no diagndstico de receptores de transplantes de 6rgdos solido.(SEDLAK et al.,
2014)
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3 JUSTIFICATIVA

Diante da situacdo de pandemia que esta se vivenciando, o diagnostico de COVID-19
e o diagnostico diferencial para possiveis coinfeccbes é de suma relevancia. Com o
agravamento do quadro clinico por conta da infeccdo por SARS-CoV-2, lesbes pulmonares,
renais e/ou no trato gastrointestinal, podem ser um fator de risco para desenvolvimento de
coinfeccdes (bacterianas, virais e fungicas).

Com a sobrecarga das celulas imunes associadas com comorbidades pré-existentes
(diabetes, doencas autoimunes, uso de imunossupressores) pode ocorrer deficiéncias na
capacidade de eliminacao de patdgenos, podendo desencadear reativacdo de virus em laténcia.
Os Herpesvirus sdo agentes infecciosos oportunistas, acomete principalmente
imunossuprimidos, promovendo aumento na morbidade e mortalidade. Sendo assim, o estudo
da prevaléncia de coinfeccdo por Herpesvirus pode auxiliar ao tratamento e manejo clinico
dos pacientes criticos. Além disso, alguns estudos demonstraram uma prevaléncia elevada de

reativacdo de Herpesvirus nos pacientes internados em unidades de Terapia Intensiva.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de coinfeccdo por Herpesvirus em pacientes internados com

COVID-19, relacionando-o com a mortalidade.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Rastrear casos suspeitos de COVID-19 internados no HUAP.
- Determinar a frequéncia de coinfeccdo de Herpesvirus por meio de g°PCR em amostras de

pacientes internados com COVID-19;

- Caracterizar e correlacionar os achados clinico-laboratoriais com a coinfeccdo por
Herpesvirus e COVID-19;

- Verificar se a presenca de coinfec¢bes por Herpesvirus € um fator preditor de agravamento

do quadro clinico;
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional, longitudinal, a partir de amostras de sangue total
e amostras do trato respiratorio (swabs /aspirado traqueal) que foram coletadas de uma série
de casos de pacientes internados no HUAP no periodo de abril a julho de 2020. Todos os
pacientes encontravam-se internados, e evoluiram para o quadro de insuficiéncia respiratoria,
com necessidade de graus progressivos de suporte, até intubacdo orotraqueal e a adaptacdo do

paciente a ventilacdo mecanica.

5.2 LOCAL DO ESTUDO

As amostras e os dados dos prontuarios foram coletados no HUAP e os experimentos
foram realizados no Laboratorio Multiusuario de Apoio a Pesquisa em Nefrologia e Ciéncias
Meédicas (LAMAP).

5.3 CRITERIO DE INCLUSAO
Pacientes internados no Hospital Universitario Antonio Pedro, maior de 18 anos e

independente do género.

5.4 CRITERIO DE EXCLUSAO

N&o houve critério de exclusao.

5.5 COLETA DAS AMOSTRAS

Com base nas diretrizes do Ministério da Salude e do Centro de Controle de Doencas
(CDC), estéa previsto a coleta de material das vias respiratorias superiores e/ou inferiores para
0 exame diagnostico do SARS-CoV-2. Desta maneira foram coletados swabs de nasofaringe/
aspirado traqueal para deteccdo do material genético viral, que foram enviados ao LAMAP.
Além disso, material biolégico (sangue total, soro e plasma) foram coletados para exames
proximo da data da admissdo, enviados ao Servi¢co de Patologia Clinica (SPC). Apés a
realizacdo dos exames prescritos pela equipe médica, quando possivel, foram recolhidas
aliquotas para serem armazenadas em biorrepositorio, e para as analises do presente estudo.

O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisas da Universidade Federal
Fluminense nimero CAAE n°. 30623520.5.0000.5243. O Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE) foi explicado de forma clara e detalhado aos participantes selecionados
para pesquisa, e estes foram incluidos no estudo apos assinatura do TCLE.

Os pesquisadores dessa pesquisa tém o compromisso de atuar no decorrer do trabalho

segundo as diretrizes e as normas da Resolugdo CNS n° 466/12, que regulamenta as pesquisas
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com seres humanos, a metodologia que sera empregada foi planejada visando proporcionar
condigdes que ndo gerem efeitos negativos aos participantes. As amostras estdo mantidas em
biorrepositério no LAMAP/HUAP segundo a Resolugdo CNS 441/2011 durante a pesquisa e

serdo descartadas ap0s o término desta.

5.6 ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DE AMOSTRAS

As amostras do trato respiratorio superior e inferior foram mantidas refrigeradas (4 a 8
°C) e enviadas ao LAMAP, onde foram processadas dentro de 24 a 72 h ap0s a coleta. Se as
amostras ndo pudessem ser enviadas dentro desse periodo, recomendou-se o congelamento a -
80°C. A embalagem para o transporte de amostras de casos suspeitos de COVID-19 seguiu 0s

regulamentos de remessa para Substancia Biologica UN 3373, Categoria B (OPAS, 2019).

5.7 AVALIACAO CLINICA, HEMATOLOGICA E BIOQUIMICA

A avaliacdo dos pardmetros hematoldgicos, bioquimicos e radioldgicos foi baseada a
partir dos exames de realizados na rotina laboratorial no SPC, HUAP/UFF. Com relagéo aos
resultados de exames laboratoriais assistenciais do HUAP, o acesso aos dados foi via consulta
dos prontuarios dos pacientes internados e, ao final, foi montado um banco de dados para as
analises estatisticas dos parametros. Para a coleta destes dados foi elaborado uma ficha para
preenchimento, conforme Apéndice 1. As coletas de dados laboratoriais foram obtidas em trés
tempos para analise TO (ha admissao), T1 (7 dias apds a admissdo) e T2 (14 dias apds a

admisséo).

5.8 INVESTIGACAO DE INFECCAO VIRAL

5.8.1 Extracéo e quantificacdo de RNA

Para o isolamento do RNA viral foi utilizado o QlAamp RNA mini kit (QIAGEN,
Hilden, Germany), de acordo com as instru¢Ges do fabricante. Adicionamos 140 pL de
amostra respiratoria no tampdo de lise, homogeneizamos aguardamos 10 minutos.
Adicionamos 560 pL de etanol homogenizamos e colocamos na coluna centrifugamos.
Colocamos o buffer AW1 centrifugamos, ap6s adicionamos o buffer AW2 e centrifugamos, e

seguida eluimos as amostras com 80uL da solucdo AE.

5.8.2 Real-time PCR (RT-qPCR) para detec¢éo do SARS-CoV-2

As reacOes de RT-gPCR foram baseadas no protocolo do Centers for Disease Control
and Preventione - CDC (USA), sendo realizadas utilizando como alvo os genes N1 e N2

SARS-CoV-2, além disso o gene humano RNAase P (controle interno). As reacGes foram



37

realizadas utilizando os primers e sondas IDT (lote # 0000510908) e GoTaq® Probe 1-Step
RT-qPCR (catalogo Promega No A6121),0 mix com 20 uL constituido de 10 pL de
GoTag®gPCR Master Mix- 2X (com CXR), 1,5 uL do Mix de Primers e Sonda 2019-nCov,
0,4 uL GoScript™ RT Mix for 1-Step RT-qPCR- 50X, 3,1 uL agua livre de nuclease e 5 uL
de RNA extraido. A reacdo foi feita no equipamento 7500 systems (Applied Biosystems),
segindo as instrugdes do fabricante. Os dados de ciclagem estdo representados no quadro 3.

Quadro 3- Ciclagem de amplificacdo do RT-qPCR SARS-CoV-2

Etapa Ciclos Temperatura Tempo
Transcriptase Reversa 1 45°C 15 minutos
Ativacdo RT e Gotaq HotStart 1 95°C 2 minutos
Desnaturagéo 40 95°C 3 segundos
Anelamento e Extensao 55°C 30 segundos

Segundo o protocolo do CDC o limite de detec¢do do teste deve ser estabelecido por
cada laboratdrio levando em consideracdo todas as varidveis. Portanto foi estabelecido o cut-
off de Ct < 38, dependendo do perfil do perfil da curva de amplificacdo. A interpretacdo dos

resultados foi realizada de acordo com os critérios descritos no quadro 4.

Quadro 4 — Interpretacao dos resultados

Interpretacéo dos
2019 nCoV_N1 2019 nCoV_N2 RP resultados
+ + * Detectado
- - + N&o detectado
Apenas uma regido positiva * Inconclusivo
- | - - Resultado Invélido

Quando os resultados do RT-PCR com os alvos N1 e N2 davam indeterminado, ou
seja, s6 amplificava um alvo com CT menor ou igual a 38, realizamos um RT-qPCR com o
Kit de Biomanguinhos com alvo para o gene E, seguindo os protocolos do fabricante. O limite

de deteccdo do kit E é de 50 copias/ reacgéo.
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5.8.3 gPCR para HSV1, Epstein-Bar e Herpesvirus-6

As reacdes de qPCR para os respectivos virus HSV1, EBV e HHV-6 foram feitas a
partir de amostras de nasofaringe extraidas. Com sequéncias de primers e sondas para cada
regido dos virus (quadro 5), conforme previamente descrito nos protocolos de Sassenscheidt
et al., 2006 (HHV-6 — regido U56), Fellner et al., 2014 (EBV- regido EBNA), Weidmann,
Armbruster e Hufert, 2008 (HSV1- regido UL39). A reacéo foi realizada com o kit AgPath-ID
PCR (Life Technologies, Carlsbad, EUA) contendo 20 ul de mix, a mistura € composta por 1
pL de enzima PCR 25x (Mix Life Technologies, Califérnia, EUA), 2,5 pL de cada
oligonucleotideo (1 uM), Sonda 2, 0 puL (0,4 uM) e 12,5 pL de tampao de PCR 1x (Life
Technologies, California, EUA). A quantificacdo absoluta foi realizada com base na curva
padrdo sintética segundo os trabalhos de Raposo et.al,2017(quadro 6). Na placa de 96 pogos
foi posta a mistura de PCR e a amostra extraida, colocamos a placa no equipamento para
realizacdo do PCR em tempo real. O equipamento utilizado foi o 7500 Real Time PCR
System (Life Technologies, Carlsbad, EUA) e método utilizado foi o de sonda de hidrdlise,

sistema Tagman, termociclagem evidenciada no quadro 7.

Quadro 5 - Sequéncias de primers, sondas utilizadas na gPCR para deteccdo e quantificacao
dos Herpesvirus

Sonda - Sequéncia (5°-3") Oligonucleotideos - Sequéncia (5°-3")
Senso-
HSV-1 FAM — CCAACTGCACCATGATCATCGA
CCATACCGACCACACCGACGAACC-MGB* Antisenso-
GATGTTTGTCACCGCAACGAA
Senso-
HHV-6 VIC- AAAGACCTAAATTGCCGCTACCT
TTAGATGGTGGTGAGCTGGGATCGGT Antisenso-
GCAAGCTCATGAACATCGTCA
Senso-
EBV FAM- CCGCTCCTACCTGCAATATCA
TGCAGCTTTGACGATGG-MGB* Antisenso-
GGAAACCAGGGAGGCAAATC

*Sonda MGB marcada com o fluoréforo FAM contendo quencher sem fluorescéncia



Quadro 6 - Sequéncia da curva padrdo sintética utilizado no PCR para quantificacdo dos

Herpesvirus

Herpesvirus Curva padrdo sintética - Sequéncia (5°-3")

ttcgtGATGTTTGTCACCGCAACGAACgtatGACGTGGTGCGCG
GGatgcgtTCGATGATCATGGTGCAGTTGGctgata
ttcgtGCAAGCTCATGAACATCGTCACgtatACCGATCCCAGCT
HHV-6  CACCACCATCTAAatgcgtAGGTAGCGGCAATTTAGGTCTTT
ctgata
ttcgtGGAAACCAGGGAGGCAAAT Ccgtat CCATCGTCAAAGC
TGCAatgcgtTGATATTGCAGGTAGGAGCGGctgata

HSV-1

EBV
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Quadro 7- Termociclagem referente a PCR em tempo real para detec¢do e quantificacdo dos

Herpesvirus

Atividade Temperatura Tempo
Ativacdo da UNG* 50°C 2 minutos
Desnaturagdo e Ativacdo da 95°C 10 minutos
enzima
Desnaturagéo 95°C 15 segundos
Hibridizag&o e Extensdo 60°C 1 minuto

* UNG: Uracil-N-glicosilase

5.8.4 Extracéo de DNA

40 ciclos

Amostras foram extraidas a partir de 200 pL de sangue total com QIAamp DNA mini

kit (QIAGEN, Hilden, Germany ) de acordo com o protocolo do fabricante. A concentracéo e

qualidade do RNA total extraido foram verificadas em espectrofotémetro (Denovix®,

Delaware, EUA).
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5.8.5 gqPCR para Citomegalovirus

Para o gPCR foi utilizado o kit XGEN MASTER DNA/CMV (Biometrix Diagnostica,
Parana, Brasil), que detecta do gene UL 54 (proteina de replicacdo viral, pp65), seguindo o
protocolo do kit utilizando o termociclador 7500 (Applied Biosystems, EUA). Os resultados
das amostras sao referidos a 1 mL de amostra multiplicando o valor obtido por reagdo com
um fator que leva em conta o volume da amostra de partida para a extracdo, o volume de
eluicdo final, e o volume de DNA utilizado para amplificacdo por PCR e classificado como

copias/ mL. O limite de deteccdo do ensaio é de 0,57 copias/ L.

5.8.6 gPCR para Varicela Zoster

As reagdes de gPCR para o VZV foram feitas a partir de amostras de sangue total
extraidas. As sequéncias de primers e sondas para regido pol. do virus, a curva padrdo
sintética utilizadas no PCR estdo descritas na tabela 4. Para a reacdo, utilizou-se o kit AgPath-
ID PCR (Life Technologies, Carlsbad, EUA) contendo 20 pul de mix a mistura é composta por
1 puL de enzima PCR 25x (Mix Life Technologies, Califéornia, EUA), 2,5 pL de cada
oligonucleotideo (1 uM), Sonda 2, 0 puL (0,4 uM) e 12,5 uL de tampdo de PCR 1x (Life
Technologies, Califérnia, EUA. Em seguida, a mistura foi posta na placa especifica de 96
pocos, sendo colocada no equipamento para realizagdo do PCR em tempo real. O
equipamento utilizado foi o 7500 Real Time PCR System (Life Technologies, Carlshad,
EUA) e método utilizado foi o de sonda de hidrdlise, sistema Tagman, termociclagem

evidenciada no quadro 8.

Quadro 8 - Sequéncia primers, sonda e curva padréo para deteccéo e quantificacdo do PCR de

Varicela Zoster

VzZVv Sequéncia (5-3")

NED 5'-
ATTCAGCAATGGAAACACACGACGCC-3'MGB

Senso- CGGCATGGCCCGTCTAT

Sonda

Oligonucleotideos
Antisenso- TCGCGTGCTGCGGC

Curvapadrio  cgataTCGCGTGCTGCGGCctatGGCGTCGTGTGTTTCCATTGC
sintetica TGAATcgtgcATAGACGGGCCATGCCGtactg
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59 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais foram avaliadas utilizando-
se o teste do qui-quadrado (X?), teste t de Student e teste de Mann Whitney. Para a analise
longitudinal pareada utilizamos ANOVA e o teste de Friedman. O nivel de significancia
estatistica foi considerado quando o valor de p for menor que 0,05, e foi utilizado o intervalo
de confianca a 95%. O banco de dados utilizado para a entrada e a analise dos dados do
estudo foi realizado no programa estatistico Graphpad Prism® v.8.0 (Graphpad inc., San
Diego, CA)
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO SARS-COV-2 POSITIVO

No periodo de abril a julho de 2020 foram realizados 250 RT-qPCR para deteccdo do
SARS-CoV-2 em casos suspeitos, dentre eles 117 foram positivos. Conseguimos amostras de
sangue total de 60/117 pacientes, os quais tinham concomitantemente amostras do trato
respiratorio, e onde realizamos PCR para alguns dos Herpesvirus.

Na tabela 5 esta descrito as caracteristicas da populacdo dos pacientes hospitalizados
do Hospital Universitario Antonio Pedro. A média de idade foi de 60,1 anos, e 0 sexo
masculino foi predominante nessa populacdo. As comorbidades observadas foram: doenca
cardiovascular 41 (68,3%), cancer 38 (48,7%), diabetes 22 (33,3), imunossupressdo 12 (20 %)
e doenca renal crénica 11 (18,3%). O RT-gPCR de SARS-CoV-2 foi realizado em média 6
dias apos o inicio dos sintomas. Os sintomas mais frequentes foram: febre 36 (60%), tosse 30
(50%), dispneia 27 (45%) e saturacdo de O, < 95% em 25 pacientes (41,6%). Em 60% dos
envolvidos na pesquisa houve a necessidade de terapia intensiva, tendo suporte respiratério
invasivo (intubacao) em 56,7 % dos casos.

Na tomografia computadorizada 56,7% (34) dos pacientes internados tiveram padrao
de vidro fosco, 16,7% tiveram entre 25 e 50 % de acometimento pulmonar e 31,7% tiveram
acometimento pulmonar >50%, caracterizando o quadro clinico de moderado a critico. Os
pacientes internados, além do quadro de pneumonia causado pela COVID-19, apresentaram
Insuficiéncia Renal Aguda 27/60 (45%), Sepse 25/60 (41,7%) e Coagulopatias 4/60 (6,7%).

6.2 COINFECCAO DE HERPESVIRUS EM INDIVIDUOS SARS-COV-2 POSITIVOS

A prevaléncia de coinfeccdo SARS-CoV-2/Herpesvirus foi de 27/60 (45%). A
coinfeccdo mais prevalente foi SARS-CoV-2/EBV, encontrado em 15 pacientes (25%)
seguido pelo SARS-COV2/HHV-6, em 13 (21,6%), cinco (8%) pacientes com CMV, dois
(3,3%) pacientes com VZV, um paciente (1,6%) com HSV- 1. Identificamos 9 pacientes com
coinfeccdo com dois Herpesvirus além do SARS-CoV-2, cinco pacientes apresentaram
simultaneamente EBV/HHV-6, dois pacientes EBV/VZV, um paciente EBV/CMV e um
paciente EBV/VZV (tabela 1).
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Tabela 1- Caracteristicas clinica e demogréaficas de pacientes hospitalizados com COVID-19
(Hospital Universitario Antonio Pedro, Niteroi, Rio de Janeiro, Brasil)

Parametros Total
n=:60
Idade, anos (média + SD) 60,1 + 18,65
Masculino, n (%) 37 (61,6)
Comorbidades, n (%)
Cancer 38 (48,7)
Doenca cardiovascular 41 (68,3)
Diabetes 22 (33,3)
Status Immunosupressao 12 (20,0)
Doenca renal cronica 11 (18,3)
Tempo entre sintomas e RT-PCR, dias (média + SD) 6,86 + 7,07
Febre 36 (60,0)
Dispneia 27 (45,0)
Tosse 30 (50,0)
Hipoxia 25 (41,6)
Fadiga 18 (30,0)
Anosmia/ageusia 7(11,6)
Diarreia 7(11,6)

Complicacdes relacionadas a COVID-19, n (%)

Necessidade de cuidados intensivos 36 (60,0)
Ventilagdo mecénica invasiva 34 (56,7)
Insuficiéncia Renal Aguda 27 (45,0)
Sepse 25 (41,7)
Coagulopatias 4 (6,7)
Positividade de coinfecgdo por Herpesvirus
SARS-CoV-2 e EBV 15 (25,0)
SARS-CoV-2 e HHV-6 13 (21,6)
SARS-CoV-2 e CMV 5(8,0)
SARS-CoV-2 e VZV 2(3,3)
SARS-CoV-2 e HSV-1 1(1,6)
SARS-CoV-2 e EBV/ HHV-6 5(8,3)
SARS-CoV- 2 e EBV/CMV 1(1,6)
SARS-CoV- 2 e EBV/VZV 2 (3,3)
SARS-CoV-2 e CMV/HHV-6 1(1,6)

Dados sé@o apresentados por n (%).

O status de imunossupressao mostrou influéncia na prevaléncia de coinfeccdes virais,

desta maneira, quanto mais imunossuprimidos os pacientes se encontravam maior foi a
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suscetibilidade de manifestar uma coinfeccdo pelos Herpesvirus (tabela 2). Dos
imunossuprimidos 6/12 (50%) apresentaram respectivamente EBV (p=0,02), HHV-6
(p=0,003), 3/12 (25%) pacientes com EBV e HHV-6 (p=0,01), 2/12 (16,6%) pacientes com
CMV (p=0,24) 1/12 (8,3%) apresentou respectivamente EBV e VZV; CMV e HHV-6 ambos
com p=0,04 e VZV (p=0,28).

Tabela 2 - Distribuicdo das coinfeccdes virais de acordo com o estado de imunossupressao

Imunossupressao
Herpesvirus N0 sim P-valor
n=48 n=12
vzVv 1(2,1) 1(8,3) 0,28
EBV 9 (18,5) 6 (50,0) 0,02*
CMV 3(6,2) 2 (16,6) 0,24
HHV-6 6 (12,5) 6 (50,0) 0,003*
EBV e VZV 0 1(8,3) 0,04*
CMV e HHV-6 0 1(8,3) 0,04*
EBV e HHV-6 2(41) 3 (25,0) 0,01*

Dados séo apresentados por n (%). P valor calculado pelo teste de qui-quadrado

No grupo de coinfeccdo, tiveram sindrome respiratéria aguda (SARS) 15 (42,8%)
pacientes, insuficiéncia renal aguda (IRA) em 13 (48,1%), sepse foi observada também em 13
(48,1%) pacientes e a necessidade de cuidados de terapia intensiva/lntubacdo estava presente
em 18 (41,9%) dos pacientes. Em média, o tempo de internacdo entre 0S grupos com
coinfec¢do por Herpesvirus foi de 27,22 + 25,47 e sem coinfeccdo foi de 25,59 + 18,89 dias.

Na distribuicdo de coinfeccdo pelos Herpesvirus e as complicagbes (Tab.3),
observamos que ndo houve diferenca significativa entre os grupos com e sem SARS: EBV
(p=0,65), CMV (p=0,30), HHV-6 (p=0,71), EBV e CMV (p= 0,39), CMV e HHV-6 (p=0,39)
e EBV e HHV-6 (p=0,93). Nos grupos de com e sem Sepse também ndo houve diferenca
significativa: EBV (p=0,65), CMV (p=0,81), HHV-6 (p=0,17), EBV e CMV (p=), CMV e
HHV-6 (p=0,26) e EBV e HHV-6 (p=0,81). Porém, na avaliacdo do grupo com IRA,
observamos diferenca nos pacientes com a presenca de SARS-COV-2/HHV6 (p=0,04),
enquanto que nas outras coinfeccdes ndo foram encontradas diferencas significativas: EBV
(p=0,88), CMV (p=0,48), EBV e CMV (p= 0,26), CMV e HHV-6 (p=0,26) e EBV e HHV-6
(p=0,10).Quando comparamos a necessidade estar ou ndo no ambiente de Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) e a necessidade de intubacdo orotraqueal com as coinfec¢fes dos Herpesvirus
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também ndo foram encontradas diferencas significativas: HHV-1(p=0,52), EBV (p=0,43),
CMV (p=0,66), HHV-6 (p=0,82), EBV e CMV (p=0,52), CMV e HHV-6 (p=0,52) e EBV e
HHV-6 (p=0,19).

Tabela 3- Distribuicdo das coinfec¢des virais de acordo com as complicacgdes

Herpesvirus Complicagdes P-valor
Sem SARS SARS
n=25 n=35
EBV 7(28,0) 8 (22,8) 0,65
CMV 1(4,0) 4(11,4) 0,30
HHV-6 6 (24,0) 7(20,0) 0,71
EBV e CMV 0 1(2,8) 0,39
CMV e HHV-6 0 1(2,8) 0,39
EBV e HHV-6 2(8,0) 3(8,5) 0,93
Sem SEPSE SEPSE
n=33 n=27
EBV 9(27,1) 6 (22,2) 0,65
CMV 3(9,0) 2 (7,4) 0,81
HHV-6 5(15,1) 8 (29,6) 0,17
CMV e HHV-6 0 1(3,7) 0,26
EBV e HHV-6 3(9,0) 2(7,4) 0,81
Sem IRA IRA
n=33 n= 27
EBV 8(24,2) 7(25,9) 0,88
CMV 2 (6,0) 3(11,1) 0,48
HHV-6 4(12,1) 9(33,3) 0,04*
EBV e CMV 0 137) 0,26
CMV e HHV-6 0 1(3,7) 0,26
EBV e HHV-6 1(3,0) 4 (14,8) 0,10
Sem UTV/Intubacéo UTI/Intubacéo
n=17 n=43
HSV-1 0 1(2,3) 0,52
EBV 6 (35,3) 9 (20,9 0,43
CMV 1(598) 4(9,3) 0,66
HHV-6 4 (25,2) 9 (20,9 0,82
EBV e CMV 0 1(2,3) 0,52
CMV e HHV-6 0 1(2,3) 0,52
EBV e HHV-6 2(11,7) 3(6,9) 0,19

Dados sdo apresentados por n (%). P-valor calculado pelo teste qui-quadrado (*). SARS =
sindrome respiratéria aguda; IRA = insuficiéncia renal aguda, UTI Unidade de Terapia
Intensiva.
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6.3 ANALISES DO CYCLE THERSHOLD DOS PACIENTES SARS-COV-2 DE ACORDO
COM COINFECCAO

Ao realizarmos 0 RT-gPCR de SARS-COV-2 obtivemos limiar de detec¢cdo, também
chamado CT (do inglés Cycle Thershold). Na figura 4 esta representada a média e desvio
padréo dos CT referentes aos alvos virais divididos nos grupos com e sem coinfeccdo com
Herpesvirus. No entanto, ndo houve diferencas significativas entre os grupos em rela¢do aos
alvos virais N1(p=0,29), N2 (0,19), E (p=0,89).

Figura 4 - Comparagdo dos Cycle Thershold segundo o alvo viral SARS-CoV-2 entre 0s
grupos
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Cycle Thresholds (CT) dos alvos N1, N2 e E das amostras dos pacientes hospitalizados com COVID-

19, foram analisados pelos testes de Mann-Whitney (genes N1, N2) e com o teste t (gene E) de acordo
com a presenca de coinfeccao.

6.4 ANALISES DO PERFIL BIOQUIMICO E HEMATOLOGICO DOS PACIENTES
SARS-COV-2 HOSPITALIZADOS

Na anéalise do perfil laboratorial dos pacientes com COVID-19 dividimos em dois
grupos de acordo com a presenca ou ndo de coinfecgdo. Os grupos foram analisados em trés

tempos TO (admisséo), T1 (7dias apos admissao) e T2 (14 dias apds admissao).
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No momento da admissdo, foram avaliados pardmetros como: proteina C reativa,
ferritina, albumina, AST, ALT, GGT, creatinina, ureia, hemoglobina, leucécitos, linfécito,
plaquetas, dimero D e parametros de coagulacdo como: tempo de protrombina (PT) e tempo
de tromboplastina parcial (PTT) (tabela 8). Os valores de proteina C reativa teve média de
17,92 + 14,67 mg/dL no grupo sem coinfeccdo, e média de 16,85+ 11,53 mg/dL no grupo
com coinfeccédo, poréem sem diferencas estatisticas entre eles. O valor superior de normalidade
para esse analito é até 0,5 mg/dL, desta maneira, independente do grupo estudado,
observamos 0 aumento de proteina C reativa nos pacientes com SARS-COV-2.

Quando analisamos as concentracfes de albumina entre os grupos, podemos observar
que foram semelhantes, onde no grupo sem coinfeccdo foi observada uma concentracdo de
2,96 £ 0,68 g/dL e no grupo com presenca de coinfeccdo foi de 2.98 £ 0,62 g/dL. A média das
atividades das enzimas AST, ALT e GGT foram maiores no grupo sem coinfeccdo do que no
grupo com coinfeccdo. Nos pacientes sem coinfec¢do viral as médias foram: AST 46,04 +
37,94 U/L, ALT 31,82 + 28,67 U/L e GGT 156,9 + 122,6 U/L, enquanto nos pacientes com
coinfeccdo as médias foram: AST 39,82 +20,9 U/L; ALT 29.86 + 23,67 U/L; GGT 155,8 +
171,8 U/L.

Em relacdo a creatinina sérica observamos um aumento das concentragdes ao
compararmos com o valor superior de referéncia (mulheres- 0,5 a 0,9 mg/dL; homens- 0,7 a
1,2 mg/dL). A média do grupo sem coinfeccdo foi de 1,67 + 1,50 mg/dL enquanto no grupo
com coinfecc¢do foi de 1,72 + 1,89 mg/dL, ndo havendo diferenca estatistica entre 0s grupos.
Ao avaliarmos as concentrac@es de ureia verificou-se 0 aumento do analito nos pacientes se
comparado com o valor superior de referéncia (16,6 a 48,5 mg/dL), o aumento foi maior no
grupo sem a coinfec¢do 61,58 + 49,9 mg/dL do que no grupo com a presenca de coinfecgéo
53,37 + 45,46 mg/dL.

Os valores de ferritina obtidos foram 1963 + 2148 ng/mL, com concentracgdes elevadas
em relacd@o ao valor superior de referéncia (mulheres - 15,0 a 150,0 ng/mL; homens - 30,0 a
400,0 ng/mL). Essa elevacdo das concentracdes de ferritina foi maior no grupo com
coinfec¢do tendo média de 2678 + 2757 ng/mL do que no grupo sem coinfec¢do (1282 + 1005
ng/mL), com diferenca estatistica entre os grupos de p=0,03. Observamos que as
concentracdes sericas do dimero D foi de 2610 £2331 ng/mL na populacdo do estudo,
demonstrando a conhecida elevacdo das concentracdes nesses pacientes com COVID-19, e
quando estratificamos nos grupos de estudo, nenhuma diferenca estatistica foi observada.

Em relacdo aos pardmetros hematoldgicos avaliamos as concentragdes de

hemoglobina, a contagem de plaquetas, leucdcitos e linfocitos no sangue dos pacientes com
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COVID-19. As concentracBes de hemoglobina ficaram em média de 10,54 + 2,59 g/dL, sendo
semelhante em ambos o0s grupos. A leucopenia estava presente em 14/60 (23,3%) dos
pacientes, 9 (33,3%) do grupo de coinfeccdo e 5 (15,2%) do grupo sem coinfecgdo. Os
pacientes apresentaram também linfopenia em 38/60 (63,3%), sendo 17 no grupo com

coinfeccdo e 21 nos grupos sem coinfeccao.

Tabela 4 - Andlise dos dados laboratoriais bioquimicos e hematoldgicos no momento da
admisséo de acordo com a coinfeccao de Herpesvirus em pacientes hospitalizados com
COVID-19 no Hospital Universitario Antonio Pedro

Parametros Todos

(média £ DP) n =60 n=233 n =27

Sem coinfeccdo  Coinfecgdo
P-value

Proteina C reativa (mg/dL) 17,44 +13,25 1792+14,67 16,85+ 11,53 0,76

Ferritina (ng/mL) 1963 +2148 1282 +1005 2678 + 2757 0,03*
Albumina (g/dL) 2,97 0,62 2,96 + 0,68 2.98 + 0,62 0,93
AST (U/L) 43,41+30,86  46,04+37,94 39,82 +20,9 0,97
ALT (U/L) 30,79+26,31 31,82+28,67 29.86 + 23,67 0,62
GGT (U/L) 158,9+151,4 156,9+122,6 1558+ 171,8 0,84
Creatinina (mg/dL) 1,69 + 1,67 1,67 1,50 1,72+ 1,89 0,75
Uréia (mg/dL) 57,88 47,78  61,58+49,9 53,37 +4546 0,35
Hemoglobina (g/dL) 1054+259  1055+2,65  10.53+2,57 0,97
Plaquetas 10%/mm? 24471272 2589+131,2 227,9+1225 0,35
Leucopenia - n (%) Sim 14 (23,3) 5 (15,2) 9(33,3) 0,09
Linfopenia - n (%) Sim 38 (63,3) 21 (63,6) 17 (62,9) 0,83
PT (s) 1486241  1487+264  1485+2,19 0,98
PTT (s) 3751+739  3839+762  3651+7,16 0,40
Dimero — D (ng/mL) 2610 +2331 2688 +2614 2522 +2017 0,99

Dados sdo apresentados por média e desvio padrao (DP). P-valor calculado pelo teste T*, Mann-Whitney e teste
qui-quadrado. AST= Transaminase oxalacética; ALT= Transaminase pirlvica; GGT= Gama glutamil
transpeptidase; Leucopenia< 4000 10°/mma3; linfopenia < 1000 10%mm3; PT= Tempo de Protrombina; PTT=
Tempo de Tromboplastina Parcial.

Na andlise dos parametros laboratoriais com 7 dias da admissdo hospitalar entre os
grupos com e sem coinfeccdo pelo Herpesvirus (tabela 9) somente observamos diferenca
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significativa entre os grupos no pardmetro laboratorial da ferritina (p=0,01). Ao contrario da
avaliacdo na admissdo, a média das atividades enzimaticas das aminotransferase (AST e ALT)
e GGT foram maiores no grupo com coinfeccdo do no grupo sem coinfeccao.

Quanto aos parametros hematologicos, as concentracdes de hemoglobina ficaram em
média de 9,60 £ 2,64 g/dL, sendo semelhante nos dois grupos. A leucopenia estava presente
em 17/60 (28,3%) dos pacientes, 7 (25,9%) do grupo de coinfecgédo e 10 (30,3%) do grupo
sem coinfec¢do. A linfopenia esteve presente nos pacientes estudados em 23/60 (38,3%),
sendo 12 no grupo com coinfecgdo e 11 no grupo sem coinfecgéo.

Tabela 5- Andlise dos dados laboratoriais bioquimicos e hematoldgicos no periodo de 7 dias
ap6s admissdo de acordo com a coinfecgdo de Herpesvirus em pacientes hospitalizados com
COVID-19 no Hospital Universitario Anténio Pedro

Parametros Todos Sem coinfeccdo  Coinfeccéo
P-value
(média = DP) n =60 n=233 n=27
Proteina C reativa (mg/dL) 15,70 + 15,77 16,75 +16,09 14,47 +15,64 0,47
Ferritina (ng/mL) 1954+ 2029  987,7+719,1 2597 + 2370 0,02
Albumina (g/dL) 2,95+ 0,57 2,90 £ 0,44 2,86 + 0,66 0,85
AST (U/L) 51,28+ 33,05 3854+14,85 5550+ 32,50 0,09
ALT (U/L) 68,83 + 163,6 39,07 + 30,0 96,6 £ 225,8 0,75
GGT (U/L) 203,8 +189,7 178,4+160,8 222,8+213,7 0,76
Creatinina (mg/dL) 2,19+ 2,06 1,99 1,89+ 2,42 +225 0,35
Uréia (mg/dL) 89,82 +72,08 9527+8317  83,92+59,0 0,85
Hemoglobina (g/dL) 9,60 + 2,64 9,65 + 2,89 9,54 +2,39 0,89
Plaquetas 10%/mm?® 2656 +1549 280,8+172,6 248,4+133,8 0,47
Leucopenia - n (%) Sim 17 (28,3) 10 (30,3) 7 (25,9) 0,70
Linfopenia - n (%) Sim 23 (38,3) 11(33,3) 12(44,4) 0,37
PT (s) 15,77 £ 2,75 15,67 + 2,86 15,93 + 2,67 0,79
PTT (s) 4197+17,34 43,01 £20,24 40,30+ 11,75 0,98
Dimero — D (ng/mL) 4039 * 3346 5130 + 4206 3058 + 1959 0,28

Dados sdo apresentados por média e desvio padrao (DP). P-valor calculado pelo teste T*, Mann-Whitney e teste
qui-quadrado. AST= Transaminase oxalacética; ALT= Transaminase pirlvica; GGT= Gama glutamil
transpeptidase; Leucopenia< 4000 10°/mma3; linfopenia < 1000 10¥mm3; PT= Tempo de Protrombina; PTT=
Tempo de Tromboplastina Parcial.
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Aos 14 dias ap6s a admissdo, em relagdo aos dados laboratoriais, ndo foram
observadas diferencas significativas dos parametros entre os grupos analisados (tabela 10). A
média das concentracdes de proteina C reativa, ferritina, Creatinina, Ureia e das atividades
enzimaticas das transaminases (AST, ALT) foram maiores no grupo que teve coinfec¢gdo com
14,92 + 13,34 mg/dL, 1726 * 844,7 ng/mL, 2,50 + 2,05 mg/dL, 135,4 + 131,3 mg/dL, 53,55 +
43,49 U/L; e 42,27 + 48,45 UJL, respectivamente.

Tabela 6 - Analise dos dados laboratoriais bioquimicos e hematoldgicos no periodo de 14
dias ap6s admissdo de acordo com a coinfecgdo de Herpesvirus em pacientes hospitalizados
com COVID-19 no Hospital Universitario Antdnio Pedro

Parametros Todos

(média £ DP) n =60 n=233 n =27

Sem coinfeccdo  Coinfec¢do
P-value

Proteina C reativa (mg/dL) 1387+14,22 1298+ 1524 1492+ 13,34 0,30

Ferritina (ng/mL) 1643 £1520 1579 + 1946 1726 +844,7 0,17
Albumina (g/dL) 2,94 +1,02 2,98+1,13 2,91+0,95 0,87
AST (U/L) 46,28 +39,37 40,57+ 36,42 53,55+ 43,49 0,38
ALT (U/L) 40,60 + 34,44 39,29+ 19,48 42,27 £ 48,45 0,41
GGT (U/L) 205+130,9  2259+1473 180,3+110,3 0,45
Creatinina (mg/dL) 2,15+191 1,85+1,77 2,50+ 2,05 0,17
Uréia (mg/dL) 122,1+1105 110,2+90,2 1354 +131,3 0,63
Hemoglobina (g/dL) 9,28 +2,2 9,85+ 2,32 8,59 +1,90 0,09
Plaquetas 10%/mm® 265,6 £154,9 352,2+186,3 262,6 + 115,2 0,10
Leucopenia - n (%) Sim 9 (15) 7(21,2) 2(7,4) 0,13
Linfopenia - n (%) Sim 12 (20,0) 5(15,1) 7(25,9) 0,29
PT (s) 14,80+ 1,89 14,48 + 1,66 15,17+ 2,13 0,37
PTT (s) 36,56 + 8,20 34,54 + 6,60 38,97 +9,43 0,31
Dimero — D (ng/mL) 3578 + 3476 3447 + 3526 3720 £+ 3717 0,65

Dados sdo apresentados por média e desvio padrao (DP). P-valor calculado pelo teste T*, Mann-Whitney e teste
qui-quadrado. AST= Transaminase oxalacética; ALT= Transaminase pirlvica; GGT= Gama glutamil
transpeptidase; Leucopenia< 4000 10mm3; linfopenia < 1000 10%/mm3; PT= Tempo de Protrombina; PTT=
Tempo de Tromboplastina Parcial.



o1

Em relacdo aos pardmetros hematoldgicos, as concentragfes de hemoglobina foram em
média de 9,28+ 2,2 g/dL, com a média maior no grupo sem coinfec¢do 9,85 + 2,32 g/dL. A
leucopenia estava presente em 9/60 (15%) dos pacientes, sete (21,2%) do grupo de coinfec¢édo
e dois (7,4%) do grupo sem coinfeccdo. Apresentaram linfopenia 12/60 (20%) pacientes,
sendo cinco (15,1%) do grupo com coinfec¢do e sete (25,9%) do grupo sem coinfeccdo. Além
disso, o tempo de PT (15,17 + 2,13), PTT (38,97 £ 9,43) e a concentracdo de dimero D (3720

+ 3717) foram maiores no grupo com a presenca da coinfeccao

6.4 ANALISE LONGITUDINAL DOS DADOS BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS
DOS GRUPOS NO ESTUDO

Os grupos foram analisados em trés tempos TO (admissdo), T1 (7dias apds admissdo) e
T2 (14 dias apds admissao) (tabelas 7 e 8). No grupo com coinfeccdo ocorreu aumento sérico
de ferritina (p=0,005), albumina (p=0,36), creatinina (p=0,30), ureia (p= 0,01) e dimero D
(p=0,09). Enquanto as aminotransferase, o PT e o PTT tiveram aumento no T1 e diminuicéo
em T2, ja a quantidades de plaquetas reduziu em T1 e aumentou no T2. A presenca de
leucopenia e linfopenia foi menos frequente ao longo dos tempos analisados, assim como a
concentracdo de hemoglobina (p=0,007) e da proteina C reativa (p=0,53).

No grupo de auséncia de coinfeccdo observamos 0 aumento das concentragdes e
atividade enzimaética de albumina (p=0,36), GGT (p=0,008), uréia (p=0,005) e na contagem
de plaquetas (p=0,006). Ao longo dos tempos analisados houve redugdo nas concentracdes de
proteina C reativa (p=0,16), de hemoglobina (0,05) e na frequéncia de leucopenia (0,23).
Além disso, as atividades séricas de AST, ALT e a concentracdo do dimero D aumentaram
significativamente no T1 e diminuiram em T2. A concentracdo da ferritina em T1 diminuiu e
em T2 houve um aumento, 0 mesmo ocorreu com a frequéncia de linfopenia, que apresentou

uma diminuicdo em T1 e aumento em T2.
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Tabela 7 - Anélise longitudinal dos dados laboratoriais bioquimicos e hematol6gicos no grupo

com coinfec¢do de Herpesvirus nos pacientes hospitalizados com COVID-19 no Hospital

Universitario Antonio Pedro

Parametros TO T1 T2 P-value
(média + DP)

Proteina C reativa (mg/dL) 16,71+11,66 13,23+10,81 14,69+13,47 0,53
Ferritina (ng/mL) 3843+2625 11541422549 1836+869,3 0,05
Albumina (g/dL) 2,71+0,48 2,75%0,75 3,02+1,00 0,36
AST (U/L) 34,0+13,93 52,0+33,23 32,83+11,55 0,10
ALT (U/L) 20,86+10,07 47,86%35,62 31,14+19,75 0,06
GGT (U/L) 134,5+187,8 360,5+342,8  233,5+171,6 0,43
Creatinina (mg/dL) 1,52+1,53 2,55+2,56 2,50+2,05 0,30
Uréia (mg/dL) 40,29+ 37,28 88,71+71,20  115,8 £ 89,79 0,017
Hemoglobina (g/dL) 10,45 + 2,67 9,14 + 2,30 859+1,90  0,007°
Plaquetas 10%/mm?® 2389+1175 232,1+1146 262,6% 1152 0,64
Leucopenia - n (%) Sim 9(33,3) 7 (25,9) 2 (7,4) 0,06
Linfopenia - n (%) Sim 17 (62,9) 12 (44,4) 5(18,5) 0,004
PT (s) 14,95 + 2,69 15,64 + 2,60 15,15+ 2,32 0,75
PTT (s) 35,80 + 7,38 38,91+10,99 37,75+8,46 0,47
Dimero — D (ng/mL) 1889 + 1372 3484 + 2077 3899 + 3823 0,09

Dados sdo apresentados por média e desvio padrdo (DP). P-valor calculado pelo teste ANOVA,
Friedman e teste qui-quadrado. AST= Transaminase oxalacética; ALT= Transaminase pirtvica; GGT=
Gama glutamil transpeptidase; Leucopenia< 4000 10*/mm3; linfopenia < 1000 10°/mm3; PT= Tempo
de Protrombina; PTT= Tempo de Tromboplastina Parcial. Anélise com p significativoa=TOvs T1, b

=TOvsT2ea=T1vs T2
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Tabela 8 - Anélise longitudinal dos dados laboratoriais bioquimicos e hematol6gicos no grupo

com auséncia de coinfeccdo de Herpesvirus nos pacientes hospitalizados com COVID-19 no

Hospital Universitario Antdnio Pedro

TO T1 T2 P-value
Proteina C reativa (mg/dL) 18,62+ 10,03 13,36 +12,71 14,26 + 15,63 0,16
Ferritina (ng/mL) 1279 £1078 1063 = 889,3 18757 + 2381 0,44
Albumina (g/dL) 2,71+0,48 2,75+0,75 3,02 £1,00 0,36
AST (U/L) 30,43+29,39 30,86+15,76 58,14 + 44,40 0,02°
ALT (U/L) 20,29 + 14,08 21,43 +9,71 36,14+ 10,79 0,02
GGT (U/L) 69,4 £ 71,96 149,2+162,6 2284+ 1844 0,008"
Creatinina (mg/dL) 1,12 + 0,96 1,15+1,13 190+1,81 0,09
Uréia (mg/dL) 41,31+29,63 64,81+4645 120+ 91,20 0,005"
Hemoglobina (g/dL) 10,61 + 3,09 9,62 + 2,77 9,85 + 2,32 0,05
Plaquetas 10%/mm? 264,6 + 151,60 320,3 +183,60 352,20 +186,3 0,006"
Leucopenia - n (%) Sim 5(15,1) 3(9,0) 1(3,0) 0,23
Linfopenia - n (%) Sim 21(63,6) 10(30,0) 16 (48,4) 0,02
PT (s) 13,73+ 1,43 1472 +2,045 14,51 +£1,713 0,06
PTT (s) 35,33+6,609 37,51+10,08 3503+6,518 0,48
Dimero — D (ng/mL) 3608 + 3913 5439 + 4746 4217 + 3806 0,53

Dados sdo apresentados por média e desvio padrdo (DP). P-valor calculado pelo teste ANOVA,
Friedman e teste qui-quadrado. AST= Transaminase oxalacética; ALT= Transaminase pirtvica; GGT=
Gama glutamil transpeptidase; Leucopenia< 4000 10%mma3; linfopenia < 1000 10} /mm3; PT= Tempo
de Protrombina; PTT= Tempo de Tromboplastina Parcial. Analise com p significativoa=TO vs T1, b

=TOvsT2ea=T1lvs T2
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6.6 DISTRIBUICAO DAS COINFECCOES POR HERPESVIRUS DE ACORDO COM
DESFECHO CLINICO

No grupo de faixa etaria menor que 60 anos observamos 12 (20%) casos SARS-CoV-
2/Herpesvirus, dentre eles 11 (91,7%) pacientes tiveram alta e foi observado apenas um
(8,3%) 6bito. Porém, no grupo com a faixa etaria maior que 60 anos observamos 15 (25%)
casos de coinfec¢cdo SARS-CoV-2 e Herpesvirus. dentre eles, seis (40%) tiveram alta e nove
(60%) foram ao Gbito. Ao analisarmos a frequéncia de Obitos entre 0s grupos, o numero de
oObitos foi maior no grupo maior de 60 anos (p=0,005) (Fig.5).

Figura 5 - Comparacdo do desfecho de acordo com a idade no grupo SARS-CoV-
2/Herpesvirus
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Desfechos dos pacientes hospitalizados com SARS-CoV-2 e Herpesvirus, analisamos de
acordo com duas faixas etarias de idade, o pelo teste de qui-quadrado.

Do total dos 60 pacientes internados pela COVID-19, tiveram alta hospitalar 32
pacientes e foram ao Obito 28 pacientes (tabela 9). Entre os pacientes que foram ao obito 12
(42,8%) apresentaram coinfeccdo por Herpesvirus: seis (21,4%) SARS-CoV-2/EBV, quatro
(14,2%) SARS-CoV-2 /HHV-6, dois (7,2%) SARS-CoV-2/CMV, um (3,5%) SARS-CoV-2
/[EBV e HHV-6, e um (3,5%) SARS-CoV- 2/ EBV e CMV. Na analise da distribui¢cdo de
coinfecgdes pelo Herpesvirus de acordo com desfecho ndo foram observadas diferengas

significativas.
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Tabela 9 - CoinfeccBes por Herpesvirus de acordo com o desfecho de pacientes hospitalizados

com COVID-19 no Hospital Universitario Anténio Pedro

Coinfeccgdes Todos Alta Obito P-valor
n =60 n=32 n=28
SARS-CoV-2/EBV 15 (25,0) 9(28,1) 6 (21,4) 0,55
SARS-CoV-2 /[HHV-6 13 (21,6) 9 (28,1) 4 (14,2) 0,17
SARS-CoV-2/CMV 5(8,0) 3(9,3) 2(7,2) 0,75
SARS-CoV-2 IVZV 2(3,3) 2(6,2) 0 0,17
SARS-CoV-2 /EBV e HHV-6 5(8,3) 4(12,5) 13,5 0,21
SARS-CoV- 2/ EBV e CMV 1(1,6) 0 1(3,5) 0,28
SARS-CoV- 2/ EBV e VZV 2(3,3) 2 (6,3) 0 0,17
SARS-CoV-2/CMV e HHV-6 1(1,6) 1(3,1) 0 0,34

Dados séo apresentados por n (%). P-valor calculado pelo teste qui-quadrado.
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7 DISCUSSAO

A SARS-CoV- 2 é uma infec¢do viral que em alguns casos pode levar a uma grave lesdo
pulmonar, que culmina no 6bito. Este estudo teve como objetivo investigar a frequéncia dos
Herpesvirus em pacientes com COVID-19 internados no HUAP. NGs observamos que ha um
numero grande de pacientes coinfectados pelos Herpesvirus (45%) e que a mortalidade € mais
frequente em pacientes coinfectados maiores de 60 anos de idade.

Ja é sabido que a frequéncia de pacientes internados com COVID-19 apresenta média de
idade entre 57-80 anos, com predominio do sexo masculino e comorbidades como diabetes,
doencas cardiovasculares, doencas pulmonares, cancer e doenca renais. (ARGENZIANO et
al., 2020; CHEN et al., 2020) As doencas cardiovasculares, diabetes, doencas pulmonares sdo
as principais comorbidade do grupo de risco com pior prognéstico. (NOWROOZI et al., 2021;
ZHANG et al., 2020) Ainda, os pacientes com COVID-19 que apresentam sintomas
respiratorios hipoxémicos podem evoluir rapidamente para a Sindrome do Desconforto
Respiratorio Agudo (SDRA) e linfo-histiocitose hemofagocitica secundaria, progredindo para
a sindrome de disfuncdo do sistema de multiplos 6rgdos.(CHEN et al., 2020a; MEHTA et al.,
2020) As complicagdes mais observadas na COVID-19 estdo a pneumonia com evolugéo para
a sindrome respiratoria aguda, insuficiéncia renal, sepse, coagulopatias, a tempestade de
citocinas, manifestagdes cutineas e neurolc')gicas.(GALVAN—CASAS et al., 2020; GUAN et
al.,

2020; HUANG et al.,, 2020) Nosso estudo mostrou que a populacdo dos pacientes
hospitalizados no Hospital Universitario Anténio Pedro também possuiu média de idade de
60.1 anos e predominio do sexo masculino. Ja as comorbidades mais frequentes foram doenca
cardiovascular, cancer, diabetes. Nossos dados estdo de acordo com a literatura mundial
(CHEN et al., 2020a; WANG et al., 2020), porém vale mencionar que nosso hospital tem
predominantemente um atendimento de alto risco, sendo classificado como hospital
quaternario dentro do sistema de salde.

O diagndstico viral através do RT-gPCR de SARS-CoV-2 foi realizado em média 6
dias apds o inicio dos sintomas. A infeccdo pelo SARS-CoV-2 se apresenta inicialmente
como uma gripe e de fato, os pacientes somente chegam ao hospital ao fim da 1 a semana,
guando os sintomas tendem a se agravar. Os sintomas mais frequentes foram febre (60%),
tosse (50%), dispneia (45%) e saturagéo de O2< 95 %em 25 pacientes (41,6%). Esses achados

estdo de acordo com estudos epidemioldgicos realizados na China que descreve os sintomas
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febre, tosse, fadiga, anorexia, mialgia e diarreia em todos os pacientes COVID-19. Porém,
quando tinham dispneia, distdrbios de consciéncia, taquicardia e / ou taquipneia, e a saturacéo
de oxigénio menor que 93%, indicava estado grave ou critico na admissdo. (HUNG et al.,
2019; ZHANG et al., 2020) A identificacdo do inicio de certos sintomas pode ajudar 0s
médicos a mensurar o risco de um desfecho desfavoravel. (CHEN et al., 2020b)

A sindrome do desconforto respiratorio agudo foi identificada em 40% a 96% dos pacientes
internados na UTI. (GUAN et al., 2020; ZHANG et al., 2020) No entanto a necessidade de
ventilacdo mecéanica invasiva (VMI) variou entre os diferentes estudos realizados, mas ambos
o0s parametros clinicos foram associados a alta mortalidade. (CHEN et al., 2020b; HUANG et
al., 2020; WANG et al., 2020) Cerca de 60% dos pacientes envolvidos na pesquisa foram
internados na UTI, tendo a necessidade de suporte respiratério invasivo (intubacdo) em 56,7%
dos casos. Vale mencionar que a gravidade pode estar associada com infec¢des secundarias
relacionadas com o tubo, condicdo que também favorece elevadas taxas de mortalidade.
AlteracGes na contagem de neutréfilos, concentracdo de hemoglobina, contagem de plaquetas,
na atividade das aminotransferases, dimero D, PT, PTT, proteina C reativa, uréia no sangue e
concentracdes de creatinina e ferritina encontram-se elevados e as contagens de linfocitos
diminuindo juntamente com a presenca de coinfeccGes ao longo do tempo de internagéo.
Estas alteragdes concomitantes podem ser preditores de gravidade por COVID-9. (GUAN et
al., 2020; LIN et al., 2020; WANG et al., 2020) Nos pacientes do estudo observamos
alteracdes na concentracdo de: dimero D, uréia, creatinina, albumina, hemoglobina, atividade
das aminotransferase, no prolongamento nos tempos de PT, PTT e na contagem de leucocitos
durante periodo de acompanhamento que foi até o 14° dia ap6s a admissdo. Essas alteracdes
laboratoriais sdo semelhantes as relatadas anteriormente nos estudos clinicos-laboratoriais.
(GUAN et al., 2020; HUANG et al., 2020; WANG et al., 2020) Contudo observamos que na
nossa populacdo ndo houve trombocitopenia e leucocitose estando contrario ao relatado em
alguns estudos da literatura. (GUAN et al., 2020; ZHANG et al., 2020)

O SARS-CoV-2 pode iniciar uma hiperestimulacdo do sistema imunologico, com
ativacdo excessiva de macrdéfagos locais. Estes produzem alto nivel de mediadores
inflamatdrios, como: citocinas, quimiocinas e ferritina. (KIM et al., 2021) Com a
superproducdo de citocinas pelos macrofagos aumenta o processo inflamatdrio e desencadeia
a hiperferritinemia no sangue periférico. (ROSARIO et al., 2013; VLAHAKOS et al., 2021)
A infeccdo por SARS-CoV-2 afeta linfocitos T, particularmente células T CD4, células T
CD8 e células natural Killer, resultando em exaustdo funcional e diminuicdo do ndmero
celular (Zheng, Gao et al. 2020).
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A ferritina € um biomarcador de inflamacdo de fase aguda, em condi¢fes inflamatdrias,
autoimunes, infecciosas ou malignas. (ROSARIO et al., 2013) Nos pacientes COVID-19
apresenta-se como marcador de gravidade, como ja visto em outras doencas inflamatdrias e
infeccbes virais como dengue, influenza e dos Herpesvirus. (CHENG et al., 2020;
VLAHAKOS et al., 2021) Os pacientes do estudo apresentaram hiperferritinemia, porém o
grupo com coinfeccdo pelo Herpesvirus apresentou concentracfes de ferritina maiores nos
trés tempos de analise e também foi maior ao comparar com o grupo sem infeccdo por
Herpesvirus. As alteracGes laboratoriais podem estar associadas a deficiéncia imunologica
celular, ativacdo da coagulacdo, lesdo do miocéardio, lesdo hepética e lesdo renal podendo
levar a alta taxa de mortalidade. (CHEN et al., 2020a; GUAN et al., 2020) Evidéncias
mostram que durante o agravamento da COVID-19 ha o aumento das concentracfes de
ferritina, dimero-D, lactato desidrogenase e IL-6, apontando o risco de mortalidade. (TURAL
ONUR et al., 2021)

Ao analisarmos os valores de CT dos alvos N1 e N2 foi demonstrado que quanto
menor o valor de CT maior o risco de mortalidade, podendo ser considerado um preditor de
mortalidade. (Artigo em submisséo). Porém, ao dividirmos os grupos com coinfeccdo ou sem
coinfeccdo ndo foram observadas diferencas nos valores de CT, independente do alvo viral.
Como ja sabido, os valores de CT sdo inversamente proporcionais a carga viral. Na revisao
sistematica de RAO et al., (2020) onze estudos mostraram a correlacdo dos valores de CT e a
gravidade dos sintomas na admissao e em sete deles sugeriam que valores mais baixos de CT
estavam associados a doencas mais graves. Em outros estudos verificou-se correlagdo com
dados da tomografia computadorizada, com dados laboratoriais como LDH, necessidade de
UTIl e intubagdo. (KARAHASAN YAGCI et al., 2020; MAGLEBY et al., 2020;
RAJYALAKSHMI et al., 2021)

Os pacientes hospitalizados pela COVID-19 tendem a desenvolverem infeccgdes
secundarias por virus, bactérias e fungos variando de 0,6% a 45% em alguns estudos.
(HUANG et al., 2020) Cerca de 50% dos pacientes ndo sobreviventes tiveram coinfec¢fes
durante o tempo de internacdo. (LAI; WANG,; HSUEH, 2020) Além disso, existe a
necessidade de pesquisas microbioldgicas abrangentes e avaliagfes clinicas nos pacientes
hospitalizados por COVID-19, principalmente no setor de unidade de terapia intensiva (UTI)
para elucidar os fatores de risco para o aumento da mortalidade. (GARCIA-VIDAL et al.,
2021; ZHU et al., 2020)

NOs observamos que 41,9 % dos casos de coinfeccdo SARS-CoV-2/ Herpesvirus

foram para a Unidade de Terapia Intensiva (UTI) com menos de 30 dias de internacdo. Sendo
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assim nossos dados séo concordantes aos do estudo de WALTON et al., (2014) que mostram
a presenca de viremia por Herpesvirus variando de 10% a 53% nos primeiros 30 dias de
internacdo na UTI. Além disso, os pacientes internados na UTI com complica¢Bes, como
sepse e sindrome do desconforto respiratorio agudo (SARS), possuem o risco de reativacdo do
Herpesvirus. Também a reativacdo de mais de um Herpesvirus pode estar associada ao
aumento da mortalidade na UTI. (MALLET et al.,2019; ONG et al., 2017) Em nossos
pacientes imunossuprimidos e com SARS-CoV-2 apresentaram pelo menos um Herpesvirus
concomitante. Da mesma forma, o estado imunossupressor resultante pode estimular a
reativacdo da infeccéo viral latente, resultando em uma piora repentina dos sintomas no curso
da recuperacédo (Xu, Zhou et al. 2020)

Os dados dos pacientes internados apresentados no presente estudo, ndo correspondem
a populacéo saudaveis no geral. As caracteristicas de nossa populacdo hospitalizada sdo os
pacientes com idade avancada, possuindo comorbidades como cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes e imunossuprimidos (doencas autoimunes, transplantados). Estudos
com pacientes sob imunossupressdo mostram que a infeccdo por Herpesvirus estimula reacdes
inflamatdrias no trato gastrointestinal, nos pulmdes e no sistema nervoso central. (LEE et al.,
2016; XIAO et al., 2006) Além disso, em pacientes com doengas hematoldgicas cronicas 0s
Herpesvirus podem desempenhar um papel importante com a progressao de
hemoglobinopatias, linfomas, mielomas, hemofilia, anemia falciforme, aplastica e lesdes
mucocutaneas. (PIUKOVICS et al., 2017)

A infeccdo ativa e a reativacdo pelos Herpesvirus desencadeiam uma resposta
inflamatoria exacerbada, com o aumento de secrecdo de mediadores pré-inflamatérios (1L-6,
IL-10, TNF-alfa, IFN-gama) (FUJITA et al., 2008; JAKOVLJEVIC et al., 2018) e em alguns
casos de HCMV e EBV leva ao desenvolvimento da sindrome hemofagocitica. (SONKE et
al., 2008)

O presente estudo apresentou alta frequéncia de coinfeccdo SARS-CoV-2 e
Herpesvirus numa populacdo com o nimero amostral pequeno, ao contrario do relatado num
estudo realizado na Franga com 38 pacientes, nove tiveram reativagdo de HSV, dois
apresentaram reativacdo de CMV e sete tiveram co-reativagdo de HSV e CMV. (LE BALC’H
et al., 2020) Outros relatos de casos de coinfeccédo/reativacdo de Herpesvirus como HSV 1 e
VZV, foram observados nos pacientes COVID-19 positivos na Italia e Egito, influenciando no
tempo de internacdo e prognostico dos pacientes. (NOFAL et al.,2020; TARTARI et al.,
2020)
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No entanto quando observamos a distribuicdo de coinfec¢bes associada com o
desenvolvimento das principais complicagdes (SARS, Sepse, IRA e CTl/Intubagdo), em
maioria ndo houve diferencas estatistica, exceto na coinfeccdo SARS-CoV-2 e HHV-6 que
neste caso foi evidenciado o desenvolvimento da insuficiéncia renal aguda. Os pacientes
internados na UTI com intubacdo tiveram a frequéncia de coinfec¢do por Herpesvirus maior
que os pacientes que ndo foram para a UTI. Segundo Le Balc’h et al. (2020), as reativacoes
pelo Herpesvirus podem ser frequentes nos pacientes com sindrome respiratéria aguda por
COVID-19, tendo taxas mais elevadas nos pacientes gravemente enfermos.

A populagdo humana em todo mundo geralmente adquire alguns Herpesvirus durante
a infancia ou durante o inicio da vida, podendo haver algumas diferencas regionais.
(FATAHZADEH; SCHWARTZ, 2007). A soroprevaléncia dos Herpesvirus na populacdo
mundial varia de 60-90%. As maiores taxas de soroprevaléncia para HSV-1, HSV-2, CMV e
EBV encontra-se nos paises em desenvolvimento. (FISHMAN, 2013) A primo-infec¢do dos
HHV em individuos imunocompetentes é frequentemente assintomatica ou minimamente
sintomatica, porém em pessoas imunocomprometidas infectadas principalmente por CMV,
HSV ou VZV as taxas de morbidade e mortalidade podem ser altas. (FISHMAN, 2013)

O espectro das manifestaces clinicas das infec¢bes por Herpesvirus variam desde
uma doenca leves ou subclinica até sintomaticos, apresentando quadros de encefalite,
pneumonia e quadro infeccioso potencialmente letais causando cancer, como: linfoma,
sarcoma e carcinoma nasofaringeo. (GIANELLA et al.,2015)

Os membros da familia Herpesviridae compartilham algumas propriedades
importantes como a replicacdo do acido nucleico viral e a montagem do capsideo acontecem
no nucleo da célula hospedeira, enquanto o virion é processado no citoplasma. A replicacdo
litica inibe a sintese de RNA e proteina do hospedeiro, e liberacdo viral resulta na lise da
célula hospedeira. O sitio de replicacdo dos Alfaherpesvirus sdo as células mucoepiteliais, dos
Betaherpevirus sdo células endoteliais, epiteliais, musculares e fibroblastos (JANG et al.,
2009) e Gamaherpesvirus sdo em celulas linfoblastoides, com o ciclo litico em alguns
fibroblastos e células epiteliais. (FISHMAN, 2013) Apo6s a infec¢do primaria esses virus
permanecem nas pessoas ao longo da vida estabelecendo uma infeccdo latente (estagio de
laténcia) em seus respectivos sitios alvos. (ONG et al.,2017) O sitio alvo de laténcia dos
Alfaherpesvirus (HSV-1, HSV-2, VZV) sdo os nervos trigémeo (COHRS; LAGUARDIA;
GILDEN, 2005), dos Betaherpesvirus (HCMV, HHV-6, HHV-7) em células de origem
mieldide, e os Gamaherpesvirus (EBV, HHV-8) em células B. Ao longo da vida o marcador
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de infeccdo latente é caracterizado pela presenca de anticorpos contra o virus, com o teste
soroldgico positivo. (FISHMAN, 2013)

A infeccdo litica causa 0 aumento da producdo de genomas virais, particulas virais e morte
celular. Na laténcia ocorre producdo de “transcri¢des associadas a laténcia” (LAT) e com a
persisténcia do genoma viral dentro da celula com potencial para reativagdo em um momento
posterior. (FLEMINGTON, 2001) A infeccdo priméria ou infecgdo de reativagdo promovem
manifestacdes clinicas que dependem das células infectadas e da adequacao da resposta imune
do hospedeiro ao virus. (KENNEDY et al., 2015)

Ha estudos em que a soropositividade de IgG para HSV-1, EBV e CMV esta sendo associada
ao risco aumentado do declinio em fun¢des cognitivas se comparada com outras infeccbes
virais. (DI BENEDETTO et al., 2019; KOBAYASHI et al., 2013; PANTER-BRICK et al.,
2020; THOMAS et al., 2013) Em pacientes com HIV sdo detectados na mucosa intestinal os
virus CMV e EBV que podem levar a inflamacéo local e sistémica. (GIANELLA et al., 2015)
Ademais, a infeccdo por HCMV pode apresentar efeitos citopaticos, resultando em inclusdes
nucleares e citoplasmaticas que resultam nas alteracdes morfoldgicas com células infectadas
com hipertrofia. (DAS; VASANJI; PELLETT, 2007) O CMV possui capacidade de escapar
das respostas imunolégicas do hospedeiro, podendo causar alteragcbes na composicdao do
sistema imunolégico, sendo algumas dessas mudancas relacionadas com o envelhecimento.
(NIKOLICH-ZUGICH et al., 2020) A associagdo de infeccdo por CMV ou pneumonite por
CMV e pancitopenia sdo fatores de risco para mortalidade intrahospitalar. (HUNG et al.,
2019)

A infeccdo ativa do HCMV nos individuos imunocomprometidos pode levar a
manifestacBes clinicas como: Ulceras orais, periodontite, hiperplasia gengival, esofagite,
hepatite, pancreatite, gastrite, apendicite. J& nos individuos imunocompetentes, os sintomas
clinicos observados sdo faringite, linfadenopatia, febre e sindrome semelhante a
mononucleose. (DE MATOS; MEYER; LIMA, 2011; FLEXMAN et al., 2001) No nosso
estudo, essas manifestacdes clinicas causadas pela infeccdo ndo puderam ser mensuradas
devidos a falta de relatos dessas manifestacdes nas fichas de avaliacéo clinica dos prontuérios
dos nossos pacientes.

Em relacdo ao desfecho dos pacientes COVID-19 coinfectados por Herpesvirus
observou-se quantidade maior de coinfeccdo SARS-CoV-2 / EBV e SARS-CoV-2 /HHV-6
ambos apresentavam 0 mesmo nimero de pacientes com alta. Entretanto quando avaliamos
mediante a idade com corte de 60 anos, podemos constatar que os pacientes que tinha idade

mais avancada abrangiam numero maior de coinfecgédo e de obito quando comparado com 0s
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pacientes com idade menor de 60 anos. O estudo de HILL et al. (2019) demonstraram que a
deteccdo molecular de HHV-6 nos individuos imunocomprometidos com doenca do trato
respiratorio inferior estd associada com o risco aumentado de mortalidade.

Este estudo possui limitacdes com relacdo ao numero de amostras (n) aos scores de
gravidade utilizados no UTI, dados de tomografia de térax, uso de medicamentos utilizados
no tratamento e os dados de manifestacBes clinicas como desequilibrios neurolégicos,
desequilibrios gastrointestinais, sindrome hemofagocitica secundaria e manifestacoes
cutaneas, e dados soroldgicos pertinentes aos Herpesvirus, ndo puderam serem evidenciadas
devido a falta de dados nos prontuérios. Essas limitagdes ndo puderam ser controladas, pois 0
estudo se realizou num periodo muito inicial da pandemia, que havia restricGes de pessoas
dentro do préprio hospital e se desconhecia os riscos para 0s alunos. O acesso ao prontuario
foi realizado mais tardiamente e essa falta e dados muitas vezes nao pode ser imediatamente
solucionada. Em alguns casos graves, o paciente internou e 3 dias depois faleceu reduzindo
muito nossa casuistica. Também, acrescento que avaliar a presenca de coinfeccdo em somente
um ponto de coleta pode ndo ter sido a melhor metodologia, visto que pode haver infeccdes
secundarias ap6s 7 dias da admisséo.

A deteccdo das coinfeccBes por Herpesvirus nos pacientes SARS-CoV-2 moderados a
criticos € relevante. Sua verificacdo poderia ser utilizada como biomarcadores preditivos,
elucidar a influéncia dessas infec¢es virais no prognéstico e auxiliar no manejo clinico
desses pacientes. Até o presente momento ha poucos estudos longitudinais mostrando
alteracdes dos parametros laboratoriais com a presenca de coinfeccdo Herpesvirus e COVID-

19 numa populagdo com quadro clinico moderado a critico.
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8 CONCLUSAO
O presente estudo mostrou que:

e A coinfec¢do por Herpesvirus mostrou-se presente em 45% dos casos SARS-CoV-2
positivo em estado clinico moderado a critico, sendo a coinfec¢do mais prevalente
pelo EBV e HHV-6, principalmente nos casos de imunossupressdo, podendo
contribuir com agravamento do quadro clinico.

e Em geral os pacientes coinfectados por Herpesvirus apresentaram elevadas
concentracdes séricas de ferritina, na admissdo e apos sete dias, sugerindo que a
coinfec¢do por Herpesvirus pode contribuir para um maior quadro inflamatorio.

e A andlise longitudinal dos pacientes coinfectados por Herpesvirus mostraram
alteracdes nas concentracdes de uréia, hemoglobina e na presenca de linfopenia. Desta
forma, a presenca dos Herpesvirus poderia favorecer quadros de anemias, disfuncdes
renais e respostas celulares ineficientes em pacientes internados com COVID-19.

e Os pacientes coinfectados por Herpesvirus e com idade superior a 60 anos
apresentaram maior nimero de Obitos, provavelmente devido as comorbidades

associadas e ao estado de imunossupressao.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Implantagdo emergencial do desenvolvimento e infraestrutura ao apoio diagnéstico
laboratorial do CORONAVIRUS-19 pelo LAMAP (Laboratério Multiusuario de Apoio &

Pesquisa em Nefrologia e Ciéncias Médicas) e correlagdes clinico-laboratoriais,

diagnédsticos diferenciais, evolugdo e desfechos em pacientes internados

Pesquisador: Jorge Reis Aimeida

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);
A critério do CEP

Versdo: 2

CAAE: 30623520.5.0000.5243

Instituicdao Proponente: Faculdade de Medicina

Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
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Apresentacgao do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos "Apresentag@o do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliagcdo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagdes Béasicas da Pesquisa
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1537870.pdf, de 14/04/2020).

INTRODUQAO
Em dezembro de 2019, foi identificado na provincia de Wuhan, na China, um aumento substancial do

numero de casos de pneumonia com causa desconhecida. (Malik et al. 2020, Wang et al. 2020, Wu et al.

2020). Os pacientes, que apresentaram um histérico em comum, tiveram suas amostras de lavado
broncoalveolar testadas através de métodos de biologia molecular e um novo virus foi identificado em 7 de
janeiro de 2020. (Peeri et al. 2020) Da familia Coronaviridae, patégenos responsaveis por causar doengas
respiratérias, um novo coronavirus (SARS-CoV-2, primeiramente denominado 2019-nCoV) foi caracterizado

como o responsavel pela doenga observada na China (COVID-19 do inglés Coronavirus disease 2019).

(Malik et al. 2020, Wang et al. 2020).
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Original article

Serum ferritin at admission in hospitalized
COVID-19 patients as a predictor of mortality —

2

Katia Lino®", Gabriel Macedo Costa Guimardes®, Lilian Santos Alves?,
Any Caroline Oliveira®, Renan Faustino®, Cintia Souza Fernandes®, Gleiser Tupinamba?,
Thalia Medeiros*®, Andrea Alice da Silva“*, Jorge Reis Almeida © “4*

2 Multiuser Laboratory for Research Support in Nephrology and Medical Sciences (LAMAP), Faculty of Medicine, Universidade Federal
Fluminense, Niteroi, Ric de Janeiro, Brazil
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Introduction: Some COVID-14 patients have higher mortality and the responsible factors for
Received 16 October 2020 this unfavorable outcome is still not well understoed.
Accepted 10 February 2021 Objective: To study the association between ferritin levels at admission, representing an
Available enline 15 March 2021 inflammatory state, and hospital mortality in COVID-19 patients.

Methods: From May through july 2020, SARS-CoV-2 positive patients with moderate to severe
Keywords: clinical symptoms were evaluated at admission, regarding clinical and laboratory data on
SARS-CoV-2 renal and hepatic function, hematologic parameters, cytomegalovirus co-infection, and
Perritin acute phase proteins.
Mortality Results: A total of 97 patients were included; mean age =59.9 + 16.3 years, 58.8% male, 57.7%
Cytokine storm non-white, in-hospital moriality =45.4%. Age, ferritin, C-reactive protein, serum albumin
Hemophagocytic and creatinine were significantly associated with mortality. Ferritin showed area under the
lymphochistiocytesis curve (AUC) of 0.79 (p <0.001) for the cut-off of 1873.0 ng/mL, sensitivity of 68.4% and speci-

ficity of 79.3% in predicting in-hospital mortality. Age =60 years had an odds ratio (OR) of 10.5
(95% CI1=1.8-59.5; p=0.008) and ferritin =1873.0ng/mL had an OR of 6.0 (95% CI=1.4-26.2;
p=0.0186), both independently associated with mortality based on logistic regression analy-
sis,
Conclusion: The magnitude of inflammation present at admission of COVID-19 patients,
represented by high ferritin levels, is independently predictive of in-hospital mortality.
® 2021 Sociedade Brasileira de Infectologia. Published by Elsevier Espania, S.L.U. This is
an open access article under the CC BY-NC-ND license (http:/creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

¢ Corvespondiny author.

E-mail address: jorgereis@id.uff.br (L.R. Almeida}.
https://doi.org/10.103 o b, 2001, s g

1413-8670/® 2021 Sociedade Brasileira de Infectologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an open access article under the CC
BY-NC-ND license (http//creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Timeline analysis of IgA and IgG levels in Covid-19

hospitalized patients according to the clinical outcome

Andlise temporal das concentracies de IgA e IgG em pacientes
hospitalizados com Covid-19 de acordo com o desfecho clinico

Thalia Medeiros’; Fahiana R. Carvalho’; Renan Faustino'; Gabriel M. €. Guimardes'; Lilian S. Alves'; Any Caroline Oliveira',
Elzinandes L. Azeredo’; Jorge R. Almeida’; Luzia Maria 0. Pinio®; Andrea Alice Silva'

L Universidade Federal Fluminense, Niteror, Rio de Janeim, Brazil 2 Fundacdo Oswaldo Cruz (Focruz), Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil.

ABSTRACT

Introduction: Studies suggest the association between antibody production and the severity of coronavirus disease 2019 (Govid-19).
Objectives: To evaluate the concentrations of immunoglobulins class A (Igt) and class G (IgG) during the hospitalization period of
Covid-19 patients acoording to the outcome (survival vs death). Materials and methods: Patients with severe acute respiratory syndrome
of coronavirus 2 (Sars-CoV-2) infection confirmed by reverse transcriptase reaction followed by polymerase chain reaction (RT-PCR) were
included in this prospective study Samples were ohtained weekly during the tollow-up of individuals, considering symptom onset. Titers
of anti-Sars-CoV-2 IgA and 1¢G were measured using a commercial immunoassay. Correlations between 1gA/1gG and cycle threshold
(Ct) values for A7 and N2 target genes were also assessed. Results: We studied 55 Covid-19 patients (59.7:16.2 years, 63.6% male), of
which 28 (50.9%) died. We observed IgA and IgG positivity (IgA+ and IgG-+) in 90.9% and 80% of patients, respectively. The highest IgA+
frequency was observed at weeks 2 and 3 and the highest IgG+ at weeks 3 and 4. It is important to note that patients who died presented
lower LgA titers in the first two weeks (p < 0.05); however, a significant increase in IgA levels was observed in the subsequent weeks, Lastly,
weidentified that significant correlations between Ct values and immunoglobulins levels, both IgA and IgG were correlated with Ct V2 in
patients who died. Conclusion: Our results suggest that lower IgA titers in early Covid-19, which is associated with Jower (t values, may
indicate patients at higher risk for death.

Key words: antibodies; Cavid-19; mortality.

RESUMO

Introdugio: Estudos sugerent a associagio entie a produgao de anticorpos e a gravidade da coronavivis disease 2019 (Covid-19).
Objetivos: Avaliar as concenlragies de imunoglobulinas da classe A (JgA) e da dasse G (1gG) durante a internagdo de pacienles
com Covid-19 de acordo com o desfecho (sobievida vs 6bito). Materiais e métodos: Pacientes com infecciio pela sindrome
respiratora aguda grave do coronavirus 2 (Sars-(oV-2) confrmada por rwagio da lanscriptase reversa seguide de eagio em
cadeia da polimerase (RT-PCR) foram incluidos neste esiudo progpectivo. As amostras foran: oblidas semandaimente duranie o
acompeant o dos tndividios, considerando o inicio dos sintomas. O ifulos de 124 ¢ [6G anbi-Sars-CaV-2 Joram mensurados
por meio de um fmunoensaso comercial. Correlacdes entre [gA/lgG e valores de limiar de deteccao [oycle thresholds (Cf)f para
os genes alvos N1 e N2 também foram avaliadas. Resultados: Estudamos 55 pacientes com Covid-19 (59,7 + 6,2 anos; 63,6%
do sexo mascalino); destes, 28 (50.9%) morreram. Observamaos positividade para 1A ¢ 156 (fA+/1g6+) em 90,9% e $0% dos
pacientes, respectivamente, A mawor freguéncia de lgh+ for verificada nas semanas 2 ¢ 3, ¢ a maior frequéncia de g6+, nas
semanas 3e4. Eimporianie observar que aspacienies que morveram apresentaran tiilos de lgi mais baivos nas primerasduas semanas
(p < 0.05); no entanto, um aumento significative na concentragao de (g4 for observado nas semanas subsequentes.

st subwrisian o0 03/15721; Last submiseon an (/17721 accepled for publiczoon an 0317/25; published on 13200721
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