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RESUMO

A pandemia do novo coronavirus causou grande impacto econémico e psicossocial.
Além dos sintomas respiratorios caracteristicos da COVID-19, estudos relataram a
apresentacao de sintomas neurologicos. Neste sentido, alguns biomarcadores sao
utilizados em pesquisas no intuito de investigar seu papel como provaveis métodos
de diagnostico precoce ou prognostico. Entre estes, alguns marcadores que ja
demonstraram papel na fisiopatologia da COVID-19, ou outras doencas neuroldgicas,
foram o GFAP, HMGB1, RAGE e COX-2. Todos estes tém papel ndo somente na
inflamacédo, mas também no estresse oxidativo. Por isso, o objetivo desta tese foi
realizar um levantamento da literatura incluindo estudos que avaliaram niveis séricos
de GFAP em doencas neuroldgicas (estudo 1); e avaliar os niveis plasméaticos de
GFAP, HMGB1, RAGE e COX-2 em pacientes com COVID-19 (estudo 2). No estudo
1, foi realizada a busca nas bases de dados Pubmed, Scopus e Web of Science
utilizando os descritores “GFAP” OR “glial fibrilary acid protein” AND “neurological” OR
“neurodegenerative” AND “plasma” OR “serum”. Como resultado, foram incluidos 48
estudos com avaliagdo de 18 diferentes doencas neuroldgicas. Destes, dois néo
encontraram elevacdo nos niveis de GFAP, 10 identificaram a elevagdo dos seus
niveis séricos e 26 artigos demonstraram, além da elevacao dos niveis de GFAP, a
sua relacdo com a gravidade da doenca. As doencas nas quais a GFAP foi relacionada
a intensidade foram a esclerose mdltipla, deméncia frontotemporal, esquizofrenia,
autismo, epilepsia, transtorno depressivo maior, asma e COVID-19. Demonstrando
assim, a importancia dos niveis séricos de GFAP em diversos disturbios com
componente neuroldgico, apesar do seu papel incerto na predicdo de gravidade de
algumas doencas. Quanto ao segundo estudo, primeiramente, foram registrados os
dados demograficos das pessoas que consentiram a participacao na pesquisa. Todos
0os envolvidos passaram pelo teste da COVID-19, e amostras de sangue foram
coletadas para dosagem dos biomarcadores através de Western blot. No total, foram
incluidas 93 pessoas, das quais 34 foram do grupo controle saudavel (CTR), 19 com
COVID-19 com sintomas leves a moderados (IgM+), 17 com histérico de COVID-19
(lgG+) e 23 do grupo com COVID severa (UTI). Foi observado aumento significativo
dos niveis de GFAP, GFAP-BDP, RAGE, HMGB1 e COX-2 nos pacientes do grupo
UTI em relagéo ao grupo controle e, para alguns marcadores, foi observada diferenga
também em relac@o aos grupos com COVID leve a moderada e/ou grupo IgG+. Além
disso, foi encontrada correlacdo entres os marcadores RAGE, HMGB1 e GFAP. Em
concordancia com o que foi observado no artigo de reviséo, os niveis de GFAP, além
dos niveis de HMGB1, RAGE e COX-2, foram relacionados a gravidade da COVID-
19. O que indica o potencial de utilizacdo desses marcadores para fins de diagnostico,
prognéstico de alteracbes nervosas ou como alvos de novas intervencdes
terapéuticas.

Descritores: COVID-19. Transtornos Neuroldgicos. Proteina Glial Fibrilar Acida.
HMGB1. RAGE. Ciclo-oxigenase 2.



ABSTRACT

The new coronavirus pandemic has had a major economic and psychosocial impact.
In addition to the characteristic respiratory symptoms of COVID-19, studies have
reported the presentation of neurological symptoms. In this sense, some biomarkers
are used in research in order to investigate their role as probable methods of early
diagnosis or prognosis. Among these, some markers that have already demonstrated
a role in the pathophysiology of COVID-19 or other neurological diseases are GFAP,
HMGB1, RAGE and COX-2. Both play a role not only in inflammation but also in
oxidative stress. Therefore, the objective of this thesis was to carry out a survey of the
literature, including studies that evaluated serum levels of GFAP in neurological
diseases (study 1); and to assess plasma levels of GFAP, HMGB1, RAGE and COX-
2 in patients with COVID-19 (study 2). For the systematic review, a search was
performed in the Pubmed, Scopus and Web of Science databases using the
descriptors “GFAP” OR “glial fibrilary acid protein” AND “neurological” OR
“neurodegenerative” AND “plasma” OR “serum”. As a result, 48 studies evaluating 18
different neurological diseases were included. Of these, two did not find an increase in
GFAP levels, 10 identified an increase in their serum levels and 26 articles
demonstrated, in addition to an increase in GFAP levels, its relationship with the
severity of the disease. Diseases in which GFAP was related to intensity were multiple
sclerosis, frontotemporal dementia, schizophrenia, autism, epilepsy, major depressive
disorder, asthma, and COVID-19. Demonstrating the importance of serum GFAP
levels in several neurological diseases, despite its uncertain role in predicting the
severity of some diseases. As for the second study, first, the demographic data of the
people who consented with participation in the research were recorded. All those
involved were tested for COVID-19, and blood samples were collected to measure
biomarkers through Western blot. In total, 93 people were included, of which 34 were
from the healthy control group (CTR), 19 with COVID-19 with mild to moderate
symptoms (IgM+), 17 with a history of COVID-19 (IgG+) and 23 from the severe
COVID-19 (ICU). A significant increase in GFAP, GFAP-BDP, RAGE, HMGB1 and
COX-2 levels was observed in patients in the ICU group compared to the control group
and, for some markers, a difference was also observed in relation to the groups with
mild to moderate COVID and /or IgG+ group. Furthermore, a correlation was found
between the RAGE, HMGB1 and GFAP markers. In agreement with what was
observed in the review, GFAP levels, in addition to HMGB1, RAGE and COX-2 levels,
were related to the severity of COVID-19. Which indicates the potential use of these
markers for diagnostic purposes, prognosis of nerve alterations or as targets for new
therapeutic interventions.

Descriptors: COVID-19. Nervous System Diseases. Glial Fibrillary Acidic Protein.
HMGB1. RAGE. Cyclooxygenase 2.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Estrutura do coronavirus 2019 ............eeeiiiiaiiiiiiiiiiiiieeee e 15
Figura 2. Progressdo temporal de numero de casos (por milhdo de pessoas)
confirmados de COVID-19 (média movel de sete dias). .........cccceeeeeeeeeeeeei e, 16
Figura 3. Tempestade de citocinas provocada pelo SARS-COV-2.........ccccccevviiiiinnns 19
Figura 4. Tempestade de citocinas e estresse oxidativo observado em alguns casos
08 SARS-COV-2 ittt ettt e e e e e e e e e e e e e eeeaaens 20
Figura 5. Neuroinflamagdo pelo SARS-COV-2...........uuuuiiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 23
Figura 6. Fluxograma da busca e selegdo de estudos. .........cccccceeeviiiiiiiiiiiiieeeinns 30
Figura 7. Niveis séricos de GFAP vs. gravidade das doencgas. ...........cccceeeeeeeeennnnns 36

Figura 8. Imunocontetdo de GFAP (A) e GFAP-BDP (B) em pacientes com sintomas
severos (UTI), sintomas leves a moderados (IgM+), pacientes assintomaticos com

histérico de COVID (IgG+) e controles saudaveis (CTR).. .....ccovvvvivviiiiiieeeeeeeeeiiiinnn, 40
Figura 9. Imunocontetdo e imagem representativa do blot de RAGE (A e C) e HMGB1
(B e D) das pessoas dos grupos UTI, IgM+, IgG+ e CTR.. .....ccoovvriiiiiiiieeeeeeeeiinnn, 41
Figura 10. Imunocontetdo plasmatico de COX-2 (A) nos grupos UTI, IgM+, I1gG+ e
CTR e imagem representativa do blot (B).. ........ccovviiiiiiiiiiii e, 42

Figura 11. Correlacdo entre o imunoconteudo de RAGE e HMGBL1 (A), RAGE e GFAP
(B) e HMGB1 € GFAP (C), N0 grup0 UTL. ..euuiiiii i 42



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas da populacdo do estudo



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGEs- advanced glycation end products, produtos finais da glicagdo avancada;

BHE- barreira hematoencefalica;

COVID-19- coronavirus disease 2019, doenca causada pelo coronavirus 2019;

COX- ciclo-oxigenase;

CTR- grupo controle;

DAMPs- damage-associated molecular patterns, padrbes moleculares associados a
danos;

DNA- deoxyribonucleic acid, acido desoxiribonucleico;

DP- desvio padréao;

ECA 2- enzima conversora de angiotensina 2;

ELISA- enzyme linked immunosorbent assay, ensaio imunoenzimatico;

EROs- espécies reativas de oxigénio;

FTLD- frontotemporal lobar degeneration, degeneracao frontotemporal;

GFAP- glial fibrillary acidic protein, proteina acida fibrilar glial;

GFAP-BDP- GFAP breakdown products, produtos da degradacao de GFAP;

HLA- human leukocyte antigen, antigeno leucocitario humano;

HMGB1- high mobility group box-1, proteina do grupo 1 de alta mobilidade;

IFN- interferon;

Ig- imunoglobulina;

IL- interleucina;

iNOS- inducible nitric oxide synthase, 6xido nitrico sintase induzida;

KDa- kilodaltons;

LCR- liquido cefalorraquidiano;

MAPKSs- mitogen-activated protein kinases, proteinas quinases ativadas por
mitégenos;

MCP-1- monocyte chemoattractant protein-1, proteina quimioatraente de mondcitos;

MHC- major histocompatibility complex, complexo principal de histocompatibilidade;

NfkB- nuclear factor kappa B, fator nuclear kappa B;

OMS- Organizacdo Mundial da Saude;

PCR- polymerase chain reaction, reacdo em cadeia da polimerase;

PG- prostaglandinas;

PRISMA- preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses,
principais itens para relatar revisdes sistematicas e meta-analises;

PRR- pattern recognition receptor, receptor de reconhecimento de padroes;

RAGE- receptor for advanced glycation end products, receptor para produtos finais
da glicacao avancada;

RNA- ribonucleic acid;

S- proteina spike;

SARS-CoV-2- severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, coronavirus 2
causador da sindrome respiratoria aguda grave;

SNC- sistema nervoso central;

TGF- transforming growth factor, fator de crescimento transformante;

TLR4- toll-like receptor 4, receptor do tipo Toll 4;

TNF-a- tumor necrosis fator alpha, fator de necrose tumoral a.



SUMARIO

(LN {0510 07X @ 1T 13
2 REVISAO DE LITERATURA ....oootiite ettt ettt e ata et eteste e aeeaeaneaneenens 15
2.1 COVID-19. .ttt ettt e e e e e ettt et e e e e e e et a e e et a e e e e e e nrrrraaaaaeeaaans 15
2.2 Tempestade de citocinas e estresse oxidativo na COVID-19..........ccccceeeeieeenninnnn, 18
2.3 COVID-19 € NeUrOiNflaMAaGEO .......uuuurriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeieeie bbb eeeneeeenenne 20
P2 T0 R €1 S UUUR PSPPI 23
2.3.2 EiXO HMGBI/RAGE ...ttt e e e a e e e e e s e nsnraaeeeaaeas 24
G T 1 00 ) SRR PSPPSR 26
O TSN ] I LY@ 1 P PEEPPRPP 28
T O o T 1= (A0 e [=T - | PP 28
3.2 ObjJetiVOS ESPECITICOS ..ciiiiiiiiiiiiii e 28
4 ESTUDO 1: Serum glial fibrillary acidic protein is a body fluid biomarker: A valuable
prognostic for neurological disease — A systematiC reView ..........cceeeeiiieeeeeeeiiiinnneeeenn, 29
N R Y/ 11 o To Fo ] [0 o T - USSP 29
o O = T L= Yox= W = W 11 =T = (- U 29
4.1.2 Critérios de elegibilidade...........coooiiiiiiiiiiiii e 29
IR g = Tor= To Jo [0 0 = Vo 01 PP PPPPPPPPPP 29
4.2 RESUITAUOS ...ttt nnnnnnes 30
o N = 1D L= Tor= W = W 11 =T = (- U 30
4.2.2 Caracteristicas dos estudos INCIUTAOS .........cooiiiiiiiiiiiiie e 31
G I TS o 1 11 U 32
N o ] o o 11 17 o R 35
5 ESTUDO 2: Oxidative stress and inflammatory markers in patients with COVID-19:
Potential role of RAGE, HMGB1, GFAP and COX-2 in disease severity...........ccccceeeen.. 37
T Y = (o Yo [o] Ko Lo | = 1P PP UURPPPPPRTPPN 37
L0 B R B T=T 7= T o o To I o [ =] (T [ PR 37
5.1.2 PreparaGao das @MOSIIAS .........couuiiiiiiiiiiiiiiee e 37
5.1.3 Determinagéo do imunocontetdo dos biomarcadores ..........ccccccevvvvevieeeeiieeeeennnnn. 38
5.1.4 ANAliSE eStatiStiCaA.......cceeeiieiieeiieee e 38
A S =TT U1 =T [ B3RP 39
5.2.1 DAd0S dEMOGIAfICOS .....vveiiieeeiiiiiiie ettt e e e e e e e st eaaaeeaaaann 39
5.2.2 Imunocontetdo plasmético de GFAP € GFAP-BDP..........ccccccvvvvvviiiiiiiiiiieeee 39
5.2.3 Imunocontetdo plasmatico de RAGE e HMGBL1..............ccoovvvvvviiiiiiiiiiiiiieeeee, 40
5.2.4 Imunoconteldo plasmAtiCO de COX-2.......cciuuuiiiiiiieeeeiiiiiiiieee e e e e e 41

5.2.5 Correlacdo entre 0S MarCaAdOreS.......ccoveeuuuuuiii e eeee e e e e e e e e eeeeeenns 42



12

TG I BT od U E=1=1: Vo ISP 43

I 0] o 1] 1T £ (o TP 44
6 CONCLUSAO GERAL E CONSIDERACOES FINAIS .....coeiveieeeeceeeeeee e 45
7 PERSPECTIVAS ..ottt ettt ettt ettt et ta et e ste et e s eteateateeteetensareete s 46
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt et sttt e et e et e et e et e teeteeteete et aneareare s 47
APENDICE A (ESTUDO 1)....uiviieiieeee ettt te et e e aveste e e aneane e 62
Y= N o[ = = TR 64
= N[ 5[ = RO 72
APENDICE D (ESTUDO 2).....cviiiiieeeeee ettt e et ete e reavesaesaesaenane e 83
== N o] [od = =g o 1= TR 85
APENDICE F (PrOGUGAD) ....veviveeeeeeeecteeteeeeeseestestseeeaessaseseeeaesessasesaeasssasessesasesesasessesnens 87

ANEXO A (COMItE 08 ELICA) ..veeveeeeieeecteeieieeete ettt ettt aeare e, 90



13

1 INTRODUCAO

A pandemia causada pelo novo coronavirus gerou uma crise mundial, com
enorme impacto econdmico e principalmente psicossocial (KUNAL et al., 2022). Uma
das areas mais afetadas foi a da saude, com superlotacdo em hospitais, leitos
insuficientes, falta de profissionais de satude e muitas mortes (ORNELL et al., 2021).
Dessa forma, surgiu a necessidade de novas pesquisas no intuito de investigar a
fisiopatologia da doenga para auxiliar no desenvolvimento de métodos rapidos de
deteccdo, progndstico, tratamentos e vacinas.

O SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) invade a
célula através da ligacdo ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA
2) (WELCOME; MASTORAKIS, 2021), a qual € expressa no sistema respiratorio e
gastrointestinal, coracao, rins e encéfalo (HAMMING et al., 2004; SUNGNAK et al.,
2020). A infeccéo provoca uma desregulacdo imune gerando estresse inflamatorio e
oxidativo (ZHU et al., 2020). O préprio virus, ao invadir a célula, altera o balanco redox,
reduzindo as defesas antioxidantes e aumentando a liberacdo de espécies reativas
(CECCHINI; CECCHINI, 2020). Estas, juntamente com a sinalizacdo imune,
aumentam a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, as quais também aumentam a
liberacdo de EROs (espécies reativas de oxigénio), gerando assim, um ciclo de
inflamag&o (CECCHINI; CECCHINI, 2020).

Por isso, além dos sintomas respiratérios observados na COVID-19
(coronavirus disease 2019), como tosse e falta de ar, outros sistemas sao afetados
pela doenca, gerando sintomas como diarreia, febre, entre outros (GALLO MARIN et
al.,, 2021; WELCOME; MASTORAKIS, 2021; ZHU et al., 2020). As alteracdes
neuroldégicas, em pacientes com COVID-19, ocorrem em cerca de 36,4% dos
pacientes (MAO et al., 2020). Entre os sintomas mais comuns estao a dor de cabeca,
fadiga, tontura, alteracdes quimiossensoriais, alteracbes cognitivas e a mialgia
(ASADI-POOYA; SIMANI, 2020; MAO et al., 2020). O virus age direta ou indiretamente
no sistema nervoso provocando alteracdes na permeabilidade da barreira
hematoencefalica (BHE) (AL SAIEGH et al., 2020), inflamacgéo e ativagédo de células
nervosas (ZHU et al., 2020), as quais liberam biomarcadores que podem ser Uteis na

predicéo de gravidade da doenca.
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Dentre estes, a GFAP (glial fibrillary acidic protein) € uma proteina presente no
citoesqueleto de astrocitos, que pode ser utilizada como marcador de lesdo neural
(TRIOLO et al.,, 2012). Seus niveis plasmaticos elevados sdo observados em
inUmeras doencgas neurodegenerativas e em casos de COVID-19 (HEIMFARTH et al.,
2022). Além disso, outra proteina, a HMGB1 (high mobility group box-1), € encontrada
no nucleo e transloca-se para o citoplasma e para o0 espaco extracelular, estimulada
por sinais de morte celular por lesdo (PAUDEL et al.,, 2018; SCAFFIDI; MISTELI,
BIANCHI, 2002). Sua acdo é diretamente inflamatéria, através da atracdo de
mediadores, ou através da ligacdo a receptores como 0 RAGE (receptor for advanced
glycation end products) (HARRIS; ANDERSSON; PISETSKY, 2012; MAGNA;
PISETSKY, 2014).

O RAGE ativa vias inflamatoérias, aumentando a producao de citocinas, COX-2
(ciclo-oxigenase 2), entre outros mediadores (PAUDEL et al., 2020). Particularmente,
a COX-2 é uma enzima que tem sua produc¢do constitutiva e estimulada no sistema
nervoso (HOOZEMANS et al., 2001; WANG et al., 2005), e produz prostaglandinas
gue sao capazes de estimular a producéo de glutamato e citocinas no sistema nervoso
central (SNC), contribuindo para a manutencdo da neuroinflamacdo e estresse
oxidativo (SALES; GRANT; JABBOUR, 2008).

Diante disso, o0s marcadores citados acima tém grande papel do
desenvolvimento da neuroinflamacéo. E, tendo em vista a importancia deste processo
na fisiopatologia da COVID-19, o objetivo deste estudo foi, primeiramente, conduzir
levantamento da literatura envolvendo estudos que avaliaram GFAP (marcador
especifico) em doencas neurolégicas. Além de conduzir estudo com avaliacdo dos
marcadores GFAP, HMGB1, RAGE e COX-2 em pacientes com COVID-19.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 COVID-19

O coronavirus, SARS-CoV-2, é um agente patogénico estruturalmente formado
por fita simples positiva de RNA (da sigla em inglés ribonucleic acid, &cido
ribonucleico), o qual é causador da COVID-19 (CHEN; ZHOU; WANG, 2020;
MCBRIDE; VAN ZYL; FIELDING, 2014; WELCOME; MASTORAKIS, 2021). E um
beta-coronavirus que pertence a familia Coronaviridae, e pode ser encontrado no
organismo de humanos ou alguns animais. Possui um envelope proteico com
estruturas parecidas com espinhos (spikes), semelhante a uma coroa (o que originou
0 seu home, do latim corona) (KSIAZEK et al., 2003; ZAKI et al., 2012). Na Figura 1

pode-se observar a estrutura do coronavirus.

Spike (S)

Nucleocapsideo (N)

Membrana (M)

Envelope (E)

RNA viral

Figura 1. Estrutura do coronavirus 2019 (KING; KOSINSKI-COLLINS; SUNDBERG, 2020).

A COVID-19 foi primeiramente identificada em Wuhan (China), em dezembro
de 2019, espalhando-se rapidamente para outros paises. Entdo, em mar¢o de 2020,
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a classificou como uma pandemia
(BOOPATHI; POMA; KOLANDAIVEL, 2020). Desde entdo, a COVID-19 ja teve
662.735.182 casos confirmados e 6.706.305 mortes, de janeiro de 2020 até 17 de
janeiro de 2023, com 36.597.935 casos e 695.236 mortes somente no Brasil ( WORLD
HEALTH ORGANIZATION, WHO, 2022a). Em Sergipe, 357.568 casos confirmados e
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6.495 Obitos até dezembro de 2022 (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DE
SERGIPE, 2023). Na Figura 2 pode-se observar a progressao temporal dos casos de

COVID-19 em alguns paises.

3,000
2,500
2,000
1,500
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Figura 2. Progressao temporal de numero de casos (por milhdo de pessoas) confirmados de COVID-
19 (média mével de sete dias) (RITCHIE et al., 2022).

Com o decorrer do tempo, indmeros métodos de diagnostico da COVID-19
foram desenvolvidos. Estes testes baseiam-se principalmente na deteccéo do préprio
RNA viral, de proteinas virais (identificacdo por antigenos) e dos anticorpos anti-
COVID-19 (testes soroldgicos) (FERNANDES et al., 2022). O meétodo de diagndstico
a ser utilizado depende do tipo de amostra e tempo de infec¢cdo (FALZONE et al.,
2021). O teste de deteccdo de RNA viral de amostra da nasofaringe, através de PCR
(polymerase chain reaction), é o mais confiavel e sensivel (TSANG et al., 2021). A sua
utilizacdo € mais adequada em até quatro dias apGs o inicio dos sintomas, ja que a
carga viral reduz em 54% no décimo dia pos sintomas (FERNANDES et al., 2022). A
deteccdo de antigenos também deve ser realizada no inicio da infecgéo,
preferencialmente entre o terceiro e sétimo dia pos sintomas. Os testes séo realizados
com amostras da nasofaringe, saliva e nariz, e podem ser utilizadas as técnicas de
imunofluorescéncia, quimioluminescéncia, cromatografia ou ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) (DI DOMENICO; DE ROSA; BOCCELLINO, 2021).

Ao contrario dos testes citados acima, a detec¢do de anticorpos sO pode ser

realizada em estagios mais tardios da infec¢cdo (FALZONE et al., 2021), ja que a
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sensibilidade dos testes de deteccdo de anticorpos anti IgM (imunoglobulina M) ou
IgG (imunoglobulina G) é de apenas 41,1% na primeira semana, aumentando para
74,9 e 88% na segunda e terceira semana apos inicio dos sintomas, respectivamente
(FOX et al., 2022). Séao utilizadas as mesmas técnicas para a detecgéo de antigenos,
com amostras de sangue, soro ou plasma (DI DOMENICO; DE ROSA; BOCCELLINO,
2021). Apesar dos inumeros métodos de deteccdo, o diagndstico da COVID-19
apresenta alguns problemas e necessita de atualizacdo constante, devido as novas
variantes do virus (FERNANDES et al., 2022). Estima-se que a cada 11 dias,
aproximadamente, o0 SARS-CoV-2 sofre alguma mutacdo (MARTIN;
VANINSBERGHE; KOELLE, 2021). Estas alteracdes, que sdo naturais ao processo
de replicagédo viral, podem resultar em novas variantes sem muitas alteragées no
quadro clinico da doenca, porém, algumas variantes apresentam alto risco, chamadas

pela OMS de variantes de interesse e variantes de preocupacao.

Neste sentido, as variantes de interesse sdo aquelas cujas mutacdes tém a
probabilidade de causar alteracdes significativas no quadro clinico e se espalhar
rapidamente, causando impactos epidemiolégicos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, WHO, 2022b). Diante de mutacdes em sitios responsaveis pela
ligacdo a receptores nas células do hospedeiro, algumas variantes podem ser
classificadas como de “preocupacdo” ao demonstrarem uma reducdo da sua
inativacdo por anticorpos, reducdo da eficacia da farmacoterapia ou vacinas e
alteracdes na gravidade e transmissdo da doenca (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, CDC, 2022). Atualmente, o CDC monitora as
variantes alpha, beta, gamma, delta, épsilon, eta, lota, kappa, N/D, zeta e mu, porém,
nao considera nenhuma variante como de interesse, e apenas a variante omicron é
classificada como variante de preocupacdo (CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, CDC, 2022).

Os sintomas mais comuns em pacientes contaminados pelo SARS-CoV-2 séo
febre, cansaco e tosse seca, além de dor de cabeca, fraqueza, dores abdominais e
vomito (WELCOME; MASTORAKIS, 2021; ZHU et al., 2020). Também esta presente,
em alguns pacientes, a anosmia (perda do olfato), disgeusia (perda do paladar) e
diarreia (GALLO MARIN et al., 2021). De acordo com o quadro clinico, os pacientes
podem ser classificados com a forma assintomatica da doenca, forma leve (com os

sintomas citados acima, sem alteracdes respiratdrias), forma moderada (pacientes
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sintomaticos com leve comprometimento respiratério, saturacdo de oxigénio 294%),
forma severa (saturacdo de oxigénio < 94%) e forma critica (comprometimento
respiratério grave, choque séptico ou disfuncédo de multiplos 6rgéos), podendo levar a
morte (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, NIH, 2021). Dessa forma, sabe-se que
0s principais locais de comprometimento da COVID-19 séo o trato respiratério e
gastrointestinal, porém, evidéncias cientificas também apontam para o envolvimento
do sistema nervoso central, através de mecanismos de inflamacdo e estresse
oxidativo (WELCOME; MASTORAKIS, 2021; YEO; KAUSHAL; YEO, 2020).

2.2 Tempestade de citocinas e estresse oxidativo na COVID-19

Ao entrar nas vias aéreas, alguns virus invadem macréfagos alveolares, e
através da acdo dos lisossomos, sdo apresentados antigenos mediados pelo MHC
(major histocompatibility complex) Il (KNOLL; SCHULTZE; SCHULTE-SCHREPPING,
2021). As moléculas antigénicas virais serdo reconhecidas por células T naive,
promovendo sua diferenciacao e proliferacado. Dessa forma, sdo produzidas citocinas
e quimiocinas que impedem a replicagdo viral (CHANNAPPANAVAR; ZHAO;
PERLMAN, 2014; CHEN et al., 2020b).

Contudo, é observada uma desregulacdo imune na infec¢@o pelo coronavirus.
Em alguns pacientes, em estado grave, a resposta CD4+ e CD8+ é reduzida devido a
uma disfuncdo na sua ativacdo (DIAO et al., 2020; QIN et al., 2020). Além disso,
células T auxiliares apresentam os antigenos virais para as células B, as quais
produzem os anticorpos ou imunoglobulinas (AHMED et al., 2020; HUANG et al.,
2020). Porém, foi observada redugéo em células B, natural killer e células de memaria
na forma grave da COVID-19 (QIN et al., 2020). Sendo assim, as células de memoaria
nao sao suficientes para impedir uma reinfeccdo (CHANNAPPANAVAR; ZHAO,;
PERLMAN, 2014).

Como consequéncia, as alteracdes que ocorrem no sistema imune, devido a
COVID-19, elevam a acdo de genes cuja resposta provoca o estresse inflamatorio e
oxidativo (HOROWITZ; FREEMAN; BRUZZESE, 2020; ZHAO et al., 2020a). A
depender da gravidade da COVID-19, varias citocinas pro-inflamatérias séo
encontradas em niveis plasmaticos elevados (HUANG et al., 2020; QIN et al., 2020).
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As principais citocinas liberadas sdo o TNF-a (tumor necrosis fator alpha),
IL(interleucina)-1p, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, IL-33, monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1), interferon (IFN)-a, IFN-B, IFN-y, transforming growth factor (TGF)-B entre
outras, além de quimiocinas (CONTI et al., 2020; LI et al., 2016; LI; BAl; HASHIKAWA,
2020; YEO; KAUSHAL; YEO, 2020).

A prépria entrada dos virus no organismo hospedeiro, em geral, € capaz de
alterar as defesas antioxidantes celulares e liberar EROs (espécies reativas de
oxigénio) de forma a manter a sua sobrevivéncia e reproducao (KIM et al., 2013;
NARAYAN et al.,, 2013). As citocinas, quimiocinas, juntamente com as EROs, séo
responsaveis pela “tempestade de citocinas” (Figura 3) (HUANG et al., 2020; LI; BAI,
HASHIKAWA, 2020). Esta resposta inflamatoria sistémica pode levar a pneumonia,
sindrome de desconforto respiratério agudo, lesédo cardiaca, renal, faléncia multipla

de 6rgaos, coma ou até mesmo morte (XU et al., 2020).
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Figura 3. Tempestade de citocinas provocada pelo SARS-CoV-2 (MORGULCHIK et al., 2021).

A hipoxia, que é observada em pacientes com COVID, como também em outras
doencas, libera peroxido de hidrogénio e outras espécies reativas (Figura 4)
(ADEMOWO et al., 2017; MANTZARLIS; TSOLAKI; ZAKYNTHINOS, 2017). As

especies reativas danificam as hemacias, liberando heme e ferro livre, o qual ocasiona
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a formacdo de depositos insoluveis de fibrina, gerando uma microtrombose
(EFFENBERGER-NEIDNICHT; HARTMANN, 2018; PRETORIUS et al., 2013;
VASCONCELLOS et al., 2016). O H202, via NFkB (fator de transcricdo kappa B),
estimula a expressdo de genes que favorecem a liberacdo de citocinas proé-
inflamatorias e INOS (inducible nitric oxide synthase) (CONNORS; LEVY, 2020;
NANDURI et al., 2008). As citocinas ativam macrofagos e neutroéfilos que liberam mais
espécies reativas, as quais novamente estimulardo a liberacdo de citocinas
(NANDURI et al., 2008). O 6xido nitrico liberado pela iNOS reduz a funcionalidade das
mitocondrias, piorando o quadro de hipéxia (ADEMOWO et al., 2017). Dessa forma,
existe um ciclo desregulatério que promove uma sindrome inflamatodria levando a falha
de varios 6rgaos (CECCHINI; CECCHINI, 2020).
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Figura 4. Tempestade de citocinas e estresse oxidativo observado em alguns casos de SARS-CoV-2
(CECCHINI; CECCHINI, 2020).

2.3 COVID-19 e neuroinflamacgéo

Alguns sintomas neuroldgicos podem ser identificados em pacientes com
COVID-19, como dor de cabeca, tontura, mialgia, comprometimento da consciéncia e
anosmia (ASADI-POOYA; SIMANI, 2020; MAO et al., 2020). A infec¢cdo por SARS-

CoV-2 foi relacionada a doencas neurologicas como acidente vascular encefalico (AL
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SAIEGH et al., 2020; HELMS et al., 2020; MAO et al., 2020), sindrome de Guillain—
Barré, sindrome de Miller Fisher e epilepsia (GUTIERREZ-ORTIZ et al., 2020; ZHAO
et al., 2020b). Estudo realizado por Gutiérrez-Ortiz et al. (2020) detectou RNA viral no
liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com COVID-19. Em contrapartida, outros
estudos nao identificaram a presenca de RNA viral no LCR dos pacientes (AL SAIEGH
et al., 2020; HELMS et al., 2020), gerando assim questionamentos sobre o possivel

mecanismo de agao viral no sistema nervoso.

Como dito anteriormente, o virus entra na célula através do receptor da ECAZ2.
Este receptor esté relacionado a infectividade viral e sua desregulacdo esta envolvida
em processos de neuroinflamagdo (WELCOME; MASTORAKIS, 2021). O receptor
estid expresso em células endoteliais nasais e alveolares (CHEN et al.,, 2021,
SUNGNAK et al., 2020), células epiteliais intestinais e corneias (SUNGNAK et al.,
2020) e células endoteliais e musculares do pulméo, coracéo e rins (HAMMING et al.,
2004; SUNGNAK et al., 2020), que sao alguns dos locais mais afetados pela COVID-
19. Além disso, o receptor da ECA2 também esta distribuido no encéfalo, neurdnios e
oligodendrocitos, tendo expressdo em indmeros componentes na barreira
hematoencefalica (BHE) (CHEN et al., 2021; DOOBAY et al., 2007).

Além da interacdo com o receptor da ECA2, a glicoproteina S tem papel crucial
na invasao celular. Esta proteina apresenta duas subunidades, a subunidade S1 pode
se ligar ao receptor, enquanto a S2 apresenta um peptideo de fusao (JACKSON et al.,
2022, p. 202; WELCOME; MASTORAKIS, 2021). Primeiramente, com a ligacdo ao
receptor, a proteina furina promove a separacdo entre as duas subunidades, entdo o
“site S2” é exposto. Através da acdo da protease transmembrana serina 2 ou da
enzima catepsina L no endossomo, a S2 libera o seu peptideo de fusdo, que permite
a formacdo de um poro de fusdo e a entrada do material genético do virus no
citoplasma celular (JACKSON et al., 2022).

Dessa forma, através do recrutamento de ribossomos da célula hospedeira, séo
traduzidas duas replicases, as quais sao clivadas por proteinas néo estruturais virais
em outras 16 proteinas ndo estruturais que se unem formando complexos de
replicacéo e transcricdo (MALONE et al., 2022). Entéo, a replicacdo do RNA ocorre
em vesiculas de dupla membrana, o RNA formado é liberado e brota no

compartimento intermediario do reticulo endoplasmatico-Golgi, onde adquire uma
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membrana bilipidica contendo as proteinas virais. Assim, 0s novos virus sao liberados
para outras células (DE WIT et al., 2016; MALONE et al., 2022).

A primeira interagdo do virus com o sistema nervoso central ocorre com as
células endoteliais, causando disfuncédo (XIA et al., 2020). A neuroinvasao pelo SARS-
CoV-2 causa alteracdes na circulacdo encefalica. Em estudo realizado por Helms et
al. (2020), foi possivel observar, através de cintilografia de perfuséo cerebral, uma
hipoperfusdo frontotemporal bilateral, indicando assim o0 comprometimento
circulatério. Alteracdes na BHE estdo relacionadas a neuroinflamacédo em algumas
doencas no sistema nervoso central (WELCOME, 2020a, 2020b). Foi observada leséo
isquémica e hemorragica no cérebro de pacientes com COVID-19, sugerindo um
comprometimento da BHE (AL SAIEGH et al., 2020). Porém, a invasédo a célula
hospedeira ndo se limita apenas ao receptor da ECA2, também esta relacionada a
outros receptores, inclusive o CD147, expresso em linfocitos (WANG et al., 2020a) e
receptor de bradicinina B2 (VAN DE VEERDONK et al., 2020), expresso em
neurdnios, células da glia e endoteliais (SHARMA et al., 2019; ZHU et al., 2014).
Ambos receptores também estao relacionados a neuroinflamacéo e ruptura da BHE
(Ll etal., 2013; SHARMA et al., 2019)

Além da invasdo viral em si, alteracbes imunes estdo envolvidas na
neuroinflamacéo pelo SARS-CoV-2. Mecanismos imunologicos sdo responsaveis pelo
transporte de componentes virais, citocinas, metabdlitos, entre outros; os quais sédo
liberados em locais como o trato gastrointestinal e respiratério e passam para o
encéfalo através da corrente sanguinea (ZHU et al., 2020). No SNC, as moléculas
resultantes da invasdo viral, interagem com neurdnios e células da glia, fibras
olfatérias e glossofaringeas, o que interfere na sinalizacdo e modulacao neural (Figura
5) (BUTOWT; BILINSKA, 2020). Estudos com outras espécies de coronavirus
demonstraram sua transmigracdo entre fibras nervosas periféricas (BUTOWT,;
BILINSKA, 2020; LI; BAI; HASHIKAWA, 2020). Por isso, a avaliacdo de
biomarcadores plasmaticos € importante na avaliacdo do comprometimento

neuroldgico de pacientes com COVID-19.
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Figura 5. Neuroinflamacgé&o pelo SARS-CoV-2 (adaptado de STEFANOU et al., 2022).

2.3.1 GFAP

Os astrécitos séo as células mais abundantes do sistema nervoso central, cujo
papel envolve nutricdo neuronal, regulacdo de sinapses e processamento metabdlico
(VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018). Quando ativados, processo chamado de
astrocitose, os astrgcitos se alongam e aumentam em quantidade. Nessas condi¢cdes,
receptores nucleares hormonais, fatores de crescimento ou lipopolissacarideos
estimulam a super producdo de GFAP (YANG; WANG, 2015), proteina quase
exclusiva dos filamentos intermediarios do citoesqueleto dos astrocitos. A GFAP é
responsavel pela integridade estrutural dos astrocitos e regulacéo neural (TRIOLO et
al., 2012). Além da localizag&o cerebral, a GFAP também é encontrada em células de
Schwann desmielinizadas no sistema nervoso periférico e células gliais do sistema
nervoso entérico (YANG; WANG, 2015).

Em individuos saudaveis, os niveis plasmaticos de GFAP séo baixos, por se
tratar de uma proteina majoritariamente cerebral (FOERCH et al., 2012). Porém,
diante da lesdo neural, esta proteina é liberada para a corrente sanguinea
(CHMIELEWSKA et al., 2018). A super expressao de GFAP, seus niveis plasmaticos
e alteracbes na morfologia dos astrocitos, sdo indicadores de lesédo no sistema
nervoso central (LIDDELOW; BARRES, 2017). E estas alteracbes ocorrem em
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inUmeras doencas como cancer, epilepsia, doencas neurodegenerativas, entre outras
(ESCARTIN; GUILLEMAUD; CARRILLO-DE SAUVAGE, 2019; VON BARTHELD;
BAHNEY; HERCULANO-HOUZEL, 2016). O estresse oxidativo também esta
envolvido na fisiopatologia de doencas neurologicas (PEREIRA; KSIAZEK;
MENEZES, 2012), e em estudo com cultura de células, foi demonstrado aumento da
expressdo de GFAP diante do estresse oxidativo (DAVEREY; AGRAWAL, 2016).

Além da proteina GFAP, os produtos da sua degradacdo também sé&o
indicadores de lesdo nervosa (YANG; WANG, 2015). GFAP a e d sao as isoformas
mais abundantes da proteina no cérebro (MOETON et al.,, 2016). A protedlise da
GFAP (50 kilodaltons - KDa) ocorre principalmente mediante a acdo da calpaina em
seus C- ou N- terminais, resultando em produtos (conhecidos como GFAP-BDP, da
sigla em inglés “GFAP breakdown products”) com um peso molecular entre 38 e 44
KDa (ZHANG et al., 2014; ZOLTEWICZ et al., 2013). Estes subprodutos ndo séo
capazes de se agrupar em filamentos, ou seja, sdo disfuncionais (YANG; WANG,
2015).

Adicionalmente aos fatores ja expostos, a astrogliose reativa promove, além da
liberacdo de GFAP, a liberacdo de vimentina e matriz extracelular. O que, a longo
prazo, pode levar a formacao de cicatriz glial, a qual dificulta a regeneracédo dos
neurdnios e recuperagdo da lesdo (CHEN et al., 2020d). Por isso, substancias
supressoras da ativacdo glial ou da producdo de GFAP sdo estudadas como
alternativas terapéuticas no tratamento de doencas neurolégicas (CHEN et al., 2020d;
YANG; WANG, 2015). Ademais, outras vias estdo envolvidas na neuroinflamacéo,
estresse oxidativo e morte neuronal, como o eixo HMGB1/RAGE (FAN et al., 2020).

2.3.2 Eixo HMGB1/RAGE

Diante de uma lesdo nervosa, ocorrem alteracdes teciduais que levam a
inflamagéo e sensibilizagao (JI et al., 2018). Nesse sentido, a microglia, residente no
local da leséo, e os macréfagos recrutados desempenham um papel fundamental na
resposta imune inata (GENSEL; ZHANG, 2015; ZHOU; HE; REN, 2014). Além disso,
as células mortas neste tipo de lesdo, causada por trauma, infecgédo ou produto toxico,

liberam substancias capazes de ativar o sistema imune e resposta inflamatéria
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(GULKE; GELDERBLOM; MAGNUS, 2018). Essas moléculas sdo conhecidas como
DAMPs (damage-associated molecular patterns), que tem como exemplo a HMGB1
(NISHIBORI, 2018).

A HMGBL1 é uma proteina ligada ao DNA (deoxyribonucleic acid), presente em
todas as células animais nucleadas (PAUDEL et al., 2018; SCAFFIDI; MISTELI;
BIANCHI, 2002). Esta envolvida em doencas inflamatérias como a sepse (YANG;
WANG; ANDERSSON, 2020) e neurolégicas como a epilepsia (DAI et al., 2021),
esclerose multipla (MALHOTRA et al., 2015) e acidente vascular encefalico (KIM et
al., 2019). A proteina possui 25 KDa e trés isoformas, a totalmente reduzida (quando
no nucleo), dissulfeto (potente acéo inflamatoria por si s6) e sulfonil (ndo possui agéo
inflamatdria isoladamente) (ANDERSSON; YANG; HARRIS, 2018).

A acdo da HMGB1 depende da sua localizacéo, ligantes e estado redox
(ANDERSSON; ANTOINE; TRACEY, 2014; TANG et al., 2016). Isto acontece porque
a proteina atua na transcri¢cdo génica no nucleo celular, e funciona como uma alarmina
quando liberada (YANG; WANG; ANDERSSON, 2020). Entdo, diante da lesdo
tecidual e apoptose, a HMGB1 se transloca para o citoplasma, onde passa por
alteracdes poés translacionais e a depender do estado redox dos seus residuos de
cisteina (isoformas), desempenha diferentes funcdes. Assim, sua acdo pro-
inflamatoria pode ser direta, através da quimiotaxia de fatores inflamatorios, ou
indireta, através da ligacdo a receptores como o RAGE (receptor for advanced
glycation end products) e TLR4 (toll-like receptor 4) (HARRIS; ANDERSSON;
PISETSKY, 2012; MAGNA; PISETSKY, 2014).

O RAGE pertence a superfamilia das imunoglobulinas, e esta expresso em
inUmeras células vasculares endoteliais e células da resposta imune e inflamatéria
(MACLEAN et al., 2019; PAUDEL et al., 2020). E um receptor que se liga a variadas
moléculas, sejam enddgenas ou exdgenas, por isso é classificado como um PRR
(pattern recognition receptor) (TEISSIER; BOULANGER, 2019). Além de se ligar ao
HMGB1, o RAGE pode se ligar a AGEs (advanced glycation end products), proteina
s100, DNA, entre outros (PAUDEL et al., 2020), desempenhando fun¢des importantes
no desenvolvimento de doencas inflamatdrias e/ou neurodegenerativas como
diabetes (OLIVEIRA et al., 2013), artrite (HEO et al., 2011), aterosclerose (ZHANG et
al., 2019), Alzheimer (PAUDEL et al., 2020) e Parkinson (CHUAH et al., 2013; WANG
et al., 2020Db).
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A principal via da neuroinflamacéao induzida pelo eixo HMGB1/RAGE € a do
NfkB (nuclear factor kappa B), acarretando na liberacéo de citocinas pro-inflamatérias
como TNF-a (tumor necrosis fator alpha), IL (interleukin)-1B, IL-6, COX-2, estresse
oxidativo e ativacdo de micréglia e astrécitos (PAUDEL et al., 2020). Além disso,
RAGE também é capaz de ativar a via das MAPKs (mitogen-activated protein kinases),
gue também culmina na liberacdo de NFkB (TAGUCHI et al., 2000).

2.3.3 COX-2

As ciclooxigenases sdo enzimas responsaveis pela conversdo do &cido
araquidénico em prostaglandinas (PG) e tromboxanos (CHOI; AID; BOSETTI, 2009).
Possuem duas isoformas principais, a COX-1, que é constitutiva em todos os tecidos,
e a COX-2, cuja producdo é estimulada em quadros inflamatérios e € constitutiva nos
rins, cérebro, timo e trato gastrointestinal (KIRKBY et al., 2013). A COX-2, no cérebro,
estd presente principalmente nos neurdnios do coértex, hipocampo e amigdala
(HOOZEMANS et al., 2001; WANG et al., 2005), e tem papel na homeostase neural,
com atuagdo na transmissdo sinaptica, neuroplasticidade e memoria (LOPEZ;
BALLAZ, 2020). Sua rea¢do enziméatica, além da producdo de prostanoides, produz
superoéxidos. Dessa forma, os produtos da atividade da COX-2 atuam na inflamacéo
e estresse oxidativo (IM et al., 2006; MANABE et al., 2004). Mais especificamente no
SNC, seus produtos funcionam como neuromoduladores, aumentando a
excitotoxicidade e neurodegeneracdo (LIN et al., 2014; YAGAMI; KOMA;
YAMAMOTO, 2016).

A expressao de COX-2 é estimulada por mitdgenos (fatores de crescimento),
citocinas pro-inflamatérias, EROs e espécies reativas de nitrogénio. Sua acao
fundamental é converter o acido araquidénico em PGHz, na membrana pds-sinaptica,
que posteriormente sera convertida em PGE2, entre outras PGs (JUNG et al., 2019). A
PGE2 € um mensageiro retrogrado que tem a capacidade de retornar a fenda sinaptica
estimulando a liberacdo de glutamato (SANG, 2005), principal neurotransmissor
excitatério do SNC (ZHOU; DANBOLT, 2014).

Células da microglia e as proprias prostaglandinas, PGE:2 e PGF2a, suportam a
expressdo de COX-2, mantendo o efeito inflamatorio (SALES; GRANT; JABBOUR,
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2008), e a PGE:zestimula a producgéo de IL-6 (INOUE et al., 2002). Além disso, a COX-
2 é capaz de oxidar substancias endocanabinoides, regulando a transmissao sinaptica
excitatoria (COWLEY; FAHEY; O’'MARA, 2008). Inibidores da COX-2 sdo estudados
no tratamento de doengas como epilepsia (RAWAT et al.,, 2019), doencas
neuropsiquiatricas (SETHI et al., 2019), Alzheimer (AISEN, 2002), COVID-19 (ONG et

al., 2020), entre outras.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar biomarcadores de neuroinflamacdo em pacientes com COVID-19 e

doencgas neurologicas.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar levantamento de estudos que utilizaram o GFAP como biomarcador
em transtornos neurologicos;

e Quantificar os niveis plasmaticos de GFAP e GFAP-BDP em pacientes com
diferentes quadros clinicos de COVID-19;

o Determinar niveis plasmaticos de RAGE e HMGB1 nos pacientes com COVID-
19;

e Mensurar os niveis plasméaticos de COX-2 nos diferentes quadros clinicos de
COVID-19;

e Correlacionar os biomarcadores GFAP, RAGE, HMGB1 e COX-2 nos pacientes

com a forma grave da doenca.
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4 ESTUDO 1: Serum glial fibrillary acidic protein is a body fluid biomarker: A
valuable prognostic for neurological disease — A systematic review

O estudo foi publicado na International Immunopharmacology (Apéndice A).

4.1 Metodologia

4.1.1 Busca na literatura

A busca foi realizada nas bases de dados Pubmed, Scopus e Web of Science,
utilizando os descritores em inglés “GFAP” OR “glial fibrillary acidic protein” AND
“neurological” OR “neurodegenerative” AND “plasma” OR “serum”. A busca foi
restringida para estudos publicados no periodo de janeiro de 2012 a setembro de
2021. Dois autores (LH e JSSQ) fizeram a leitura e sele¢do dos artigos, de forma
independente. E os conflitos de selegdo foram resolvidos entre todos os autores. A
revisdo foi realizada de acordo com os critérios estabelecidos pelo Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (MOHER et al., 2014).

4.1.2 Critérios de elegibilidade

Foram incluidos: estudos clinicos que quantificaram o GFAP em soro ou
plasma de pacientes com doengcas com componente neurolégico ou
neurodegenerativo; no artigo foi incluido tamanho de amostra, média e desvio padrao
para os niveis de GFAP; artigos publicados em inglés. Foram excluidos: estudos que
quantificaram GFAP no LCR, em tecidos ou cultura de células; estudos utilizando
modelos animais; estudos abordando leséo cerebral traumatica; artigos nao originais;
meta-analises; capitulos de livros; resumos de conferéncias; editoriais; patentes e

relatos de caso.

4.1.3 Extragéo de dados

Os dados foram extraidos e organizados por trés autores (LH, BM e FRSP). As
informacgdes foram agrupadas da seguinte forma: nome do primeiro autor, ano e pais

da publicacdo; doenca avaliada; numero de individuos, sua idade e género; grupos
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experimentais; tempo entre o inicio da doenca e a coleta sanguinea; niveis de GFAP;

e desfecho observado.

4.2 Resultados

4.2.1 Busca na literatura

)
8
S Estudos identificados através da busca nas bases de dados (n=1.152):
3 PUBMED (n= 450), WEB OF SCIENCE (n= 341) e SCOPUS (n= 361)
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Figura 6. Fluxograma da busca e selecdo de estudos.

Como pode-se observar no fluxograma, a busca inicial resultou em 1152
resultados (Pubmed: 450, Scopus: 341, Web of Science: 361). Destes, 760 foram

titulos duplicados, os quais foram removidos, e 348 foram excluidos apoés a leitura e
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analise baseada nos critérios de elegibilidade. Dos 45 artigos resultantes, dois foram
excluidos por ndo atenderem aos critérios, e cinco foram incluidos apés a busca

manual, resultando assim na incluséo final de 48 artigos.

4.2.2 Caracteristicas dos estudos incluidos

Nos estudos incluidos, foram investigados 18 diferentes transtornos
neurolégicos: Alzheimer (n=8); COVID-19 com sintomas neurologicos (n=8), esclerose
multipla (n=7), neuropatias épticas (n=7), deméncia frontotemporal (n=4), Parkinson
(n=2), epilepsia (n=2), glioblastoma (n=2), lesdo na medula espinhal (n=2), doenca de
Wilson (n=1), cetoacidose diabética (n=1), esquizofrenia (n=1), meningite tuberculosa
pediatrica (n=1), autismo (n=1), transtorno depressivo maior (n=1), neuromielite 6ptica
(n=1), meningoencefalite inflamatéria autoimune (n=1), asma (n=1) e ataxia de
Friedreich (n=1). Na tabela do Apéndice B pode-se observar dados demograficos dos
estudos. A maioria dos estudos utilizou populacdo de adultos de 25 a 79 anos, com
variados niveis de gravidade das doencas. Com excec¢do de 4 artigos que utilizaram
populacdo pediatrica, na epilepsia (idade média de 7,87 anos), na cetoacidose
diabética (idade média de 11,3 anos), na meningite meningocécica (idade média de

3,3 anos) e no espectro autista (idade média de 3,75 anos).

Os estudos incluidos indicaram que os niveis séricos de GFAP foram elevados
significativamente na esclerose multipla (ABDELHAK et al., 2019), deméncia
frontotemporal (BENUSSI et al., 2020), Alzheimer (CHATTERJEE et al., 2021),
Parkinson (SU et al., 2012), COVID-19 (KANBERG et al., 2020), epilepsia (ELHADY
et al., 2021), doenca de Wilson (LIN et al., 2021), cetoacidose diabética (NETT et al.,
2014), esquizofrenia (RODRIGUES-AMORIM et al., 2020), autismo (WANG et al.,
2017), transtorno depressivo maior (STEINACKER et al., 2021), glioblastoma (TICHY
et al.,, 2016), lesdo medular (LEISTER et al., 2021), asma (ROSENKRANZ et al.,
2021), neuromielite optica (SCHINDLER et al.,, 2021) e ataxia de Friedreich
(ZEITLBERGER et al., 2018). Nos casos de meningite meningococica e
meningoencefalite autoimune, ndo foi observada alteracdo nos niveis de GFAP.
Quanto a correlacdo com a gravidade da doenca, 26 artigos a relataram (Tabela do
Apéndice C). 10 estudos apenas indicaram o GFAP como um potencial marcador para

diagnéstico.
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4.3 Discusséao

A maioria dos estudos reunidos nesta revisdo detectou uma elevacdo nos
niveis seéricos ou plasméaticos de GFAP nos transtornos neurolégicos avaliados.
Porém, para algumas doencas neuroldgicas, ndo foi estabelecida uma relacdo entre
os niveis de GFAP e a gravidade da doenca. Por isso, os estudos indicaram o GFAP
como um marcador de diagnostico das diferentes doencas neurologicas, mas seu

valor como biomarcador prognéstico ainda € incerto.

Uma das doencas mais investigadas nos estudos desta reviséo foi a doenca de
Alzheimer, caracterizada pelo acumulo encefalico de placas da proteina beta-amiloide
(HAMPEL et al., 2021). Foi detectada uma reatividade astrocitaria e consequente
elevacdao sérica dos niveis de GFAP (BELLAVER et al., 2021; SARASTE et al., 2021).
Levando-se em conta que a proteina amiloide também é expressa em tecidos
periféricos, o diagnostico por meio da GFAP é uma alternativa (ROHER et al., 2009).
Em estudo realizado por Oeckl et al. (2019), foram encontrados niveis séricos
elevados de GFAP em relacdo aos pacientes controle e aos portadores de deméncia
frontotemporal, além de relacionar seus niveis com o estado de comprometimento
cognitivo. Outro estudo relacionou os niveis de GFAP ao inicio precoce dos sinais de
Alzheimer, indicando a sua rela¢éo também com o envolvimento cognitivo e funcional
(ELAHI et al., 2020). Estudo realizado por Pereira et al. (2021) também relacionou os
niveis de GFAP ao declinio cognitivo, além da ligacdo com o acumulo de AB, indicando

o GFAP como importante biomarcador de diagndstico do Alzheimer.

A esclerose multipla € uma doenca autoimune na qual se observa uma
desmielinizacdo inflamatéria e degeneracéo axonal, com a participacao de células da
glia e astrécitos (ABSINTA et al., 2021). Estudos realizados por Abdelhak et al. (2019)
e Hogel et al. (2020) associaram niveis séricos elevados de GFAP a altos escores dos
pacientes na escala expandida do estado de incapacidade. Além disso, altos niveis
de GFAP foram encontrados em pacientes com longa duragcdo da doenca, idade
avancada e progressao da doenca (HOGEL et al., 2020), indicando a relagdo do GFAP
com a gravidade da esclerose multipla. Ademais, 0s niveis séricos de GFAP foram
relacionados a astrocitopatia (quadro clinico de meningoencefalite) e danos na

substancia branca cerebral (SARASTE et al., 2021). Revisao sistematica realizada por
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Sun et al. (2021) demonstrou a relacao entre niveis séricos de GFAP e a gravidade

da esclerose mdltipla.

A deméncia frontotemporal (FTLD) € um conjunto de doencas caracterizadas
pela degeneracao dos lobos frontal e/ou temporal, resultando no comprometimento
progressivo da linguagem, funcbes comportamentais e executivas (BANG; SPINA;
MILLER, 2015). Altos niveis séricos de GFAP foram observados em pacientes com as
variantes de comportamento e linguagem (BENUSSI et al., 2020), e no caso da afasia
progressiva (um tipo de FTLD), os niveis de GFAP foram relacionados a gravidade da
doenca (HELLER et al., 2021). Estudo realizado por Hutchinson e Mathias (2007)
também relacionou os niveis de GFAP a gravidade da doenca e como marcador de

alteracdes na linguagem e nas funcdes executivas.

Em pacientes com a doencas de Parkinson, estudo realizado por Su et al.
(2012) relacionou os niveis de GFAP com o dano neuronal, porém, somente em um
momento especifico. Ou seja, ndo houve uma elevacdo dos niveis de GFAP
proporcional a progressao da lesdo neural (SU et al.,, 2012). Em contrapartida, em
estudo realizado por Oeckl et al. (2019), niveis séricos de GFAP mais elevados foram
encontrados em portadores de Parkinson com deméncia por corpos de Lewy em
relacdo a pacientes sem comprometimento cognitivo. Indicando assim uma possivel

relacdo dos niveis de GFAP com variacdes clinicas da doenca.

AlteracOes funcionais e estruturais neuronais sao observadas na epilepsia,
doenca neuroldgica caracterizada pelas recorrentes convulsdes epilépticas (JONES
et al.,, 2020). O aumento da expressao de GFAP esta relacionado a lesbes pela
doenca e niveis séricos elevados estdo ligados a convulsGes ativas e epilepsia
generalizada (ELHADY et al., 2021). Porém, nao foi observada relacé@o entre os niveis
de GFAP e a duracgéo ou frequéncia das convulsdes (SIMANI; ELMI; ASADOLLAHI,
2018).

Niveis séricos de GFAP também estdo aumentados em pacientes com
esquizofrenia, pois a astrogliose reativa € um importante fator na disfuncéo
neurolégica observada nesta doenca (BERNSTEIN et al., 2015). Por isso, o GFAP
pode ser considerado um marcador de gravidade e progressdo da doenca
(RODRIGUES-AMORIM et al., 2020). Além disso, niveis elevados deste marcador

foram encontrados em pacientes com transtorno depressivo maior (relacionado ao seu
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diagnéstico e gravidade da doenca) (STEINACKER et al., 2021) e em criancas com

autismo, também relacionado a gravidade (WANG et al., 2017).

Apesar do GFAP estar relacionado a neuroinflamacao, em estudo realizado por
Nett et al. (2014), na cetoacidose diabética, foram encontrados menores niveis séricos
de GFAP em pacientes com maior grau de lesé@o cerebral, destacando a necessidade
de outras investigacfes. Ja na doenca de Wilson (doenca genética relacionada ao
metabolismo do cobre), maiores niveis plasmaticos de GFAP foram encontrados em
pacientes com comprometimento neurologico (LIN et al., 2021). Os niveis de GFAP
podem auxiliar a diferenciar os subtipos desta doenca, mas, em contrapartida, nao

estdo relacionados a sua gravidade (LIN et al., 2021).

Em casos de ataxia de Friedreich, doenca degenerativa, altos niveis de GFAP
podem ser utilizados como marcador do dano astrocitario e podem contribuir para o
desenvolvimento da disfuncao cerebelar (ZEITLBERGER et al., 2018). Niveis séricos
elevados de GFAP também estdo relacionados ao glioblastoma multiforme, em
relacdo a outros tipos de canceres, e estdo correlacionados a expressao de GFAP no
proprio tumor (GALLEGO PEREZ-LARRAYA et al., 2014; TICHY et al., 2016). Além
disso, os niveis deste marcador podem auxiliar na determinagdo do volume tumoral
(BROMMELAND et al., 2007).

Na doenca autoimune neuromielite Optica, niveis elevados de GFAP foram
encontrados no LCR. Em estudo realizado por Aktas et al. (2021), niveis séricos do
biomarcador foram relacionados a gravidade da doenca e eficacia de tratamento. Em
contraste, em um estudo de coorte, ndo foi encontrada diferenca entre os pacientes
com neuromielite e pessoas do grupo controle, questionando o valor diagnéstico do
GFAP nesta doenca (STORONI et al., 2012).

Da mesma forma, em estudo realizado por Holmstrom et al. (2020), n&o foi
observada diferenca entre os niveis séerico de GFAP do grupo com sindrome da
medula presa e grupo controle. Porém, de acordo com Leister et al. (2021), niveis
elevados de GFAP foram encontrados em pacientes com lesdo na medula espinhal.

Dessa forma, a utilizacdo do GFAP como marcador de lesdo neural ainda é incerta.

Pacientes com asma severa também apresentam caracteristicas de
neuroinflamacdo (HUANG et al., 2021). Niveis séricos elevados de GFAP foram

encontrados em pacientes com asma, relacionado a gravidade da doenca
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(ROSENKRANZ et al., 2021). Além disso, niveis elevados de GFAP séao encontrados
em pacientes com COVID-19, também relacionados a gravidade da doenca
(KANBERG et al., 2020). Em estudo realizado por Cooper et al. (2020), foram
encontrados niveis plasméaticos de GFAP duas vezes maiores em pacientes criticos
com COVID-19 em comparacdo aos controles em UTI. Niveis plasmaticos deste
marcador também estéo relacionados a pior escore na escala de coma Glasgow 12 e
a morte (AAMODT etal., 2021; DE LORENZO et al., 2021). Por fim, os niveis de GFAP
também foram relacionados ao desenvolvimento de polineuropatia e polimiopatia em
pacientes com COVID-19 severa (FRITHIOF et al., 2021), indicando o potencial do

GFAP sérico como marcador de dano nervoso em pacientes com COVID-19.

4.4 Conclusao

A revisao reuniu estudos clinicos que utilizaram a avaliacdo do GFAP sérico
nas mais variadas doencas neuroldgicas, incluindo cancer, doencas inflamatorias,
oxidativas e autoimunes, alteracdes genéticas, convulsdes, neurodegeneracao e
infeccdo viral. Niveis elevados de GFAP foram associados a gravidade da esclerose
multipla, deméncia frontotemporal, epilepsia, esquizofrenia, transtorno depressivo
maior, autismo, asma e COVID-19 (Figura 7). Niveis elevados de GFAP foram
encontrados em pacientes com Alzheimer, porém, a relacdo com a gravidade da
doenca é incerta. Na neuromielite 6ptica e lesdo da medula espinhal, os estudos
apresentaram resultados divergentes. Nao foi encontrada correlacéo entre os niveis
de GFAP e a gravidade da doenca de Parkinson, doenca de Wilson, glioblastoma e
ataxia de Friedreich. Por fim, o GFAP foi identificado por muitos estudos como um
biomarcador sérico para diagnéstico de varias doencas com fator neurol6gico, porém,
existe a necessidade de maior investigacdo da correlacdo deste marcador com a
gravidade de algumas doencgas. Além disso, o estudo apresentou algumas limitacoes,

entre elas a auséncia de verificagdo da qualidade metodoldgica dos artigos incluidos.
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Niveis séricos de GFAP vs. severidade
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Figura 7. Niveis séricos de GFAP vs. gravidade das doencas (adaptado de HEIMFARTH et al., 2022).
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5 ESTUDO 2: Oxidative stress and inflammatory markers in patients with COVID-
19: Potential role of RAGE, HMGB1, GFAP and COX-2 in disease severity

O estudo foi publicado na revista International Immunopharmacology (Apéndice
D).

5.1 Metodologia
5.1.1 Desenho de estudo

Este se trata de um estudo observacional realizado no estado de Sergipe,
Brasil, com um total de 93 participantes. Todos os participantes foram informados a
respeito da pesquisa e consentiram a realizagcédo do estudo (termo de consentimento
livre e esclarecido, TCLE, no apéndice E). A pesquisa também foi aprovada pelo
Comité de Etica (CAAE: 34240620.7.0000.5546 — Anexo A). Inicialmente foram
registrados dados de sexo e idade dos pacientes. As amostras foram coletadas no
periodo de setembro de 2020 a abril de 2021. Todas as pessoas foram testadas para
0 SARS-CoV-2 através de real time-PCR (com amostras de swab da nasofaringe) ou

pelo teste soroldgico.

Entdo, foram obtidos os seguintes grupos experimentais: grupo UTI (n=23,
pacientes com COVID-19 grave, internados em Unidade de Terapia Intensiva), grupo
IgM+ (n=19, pessoas que testaram positivo para IgM, com sintomas leves a
moderados, sem necessidade de hospitalizacdo), grupo IgG+ (n=17, pessoas
assintomaticas que testaram positivo para IgG) e grupo CTR (n=34, controle saudavel
gue testou negativo para IgM e 1gG). Amostras de sangue foram coletadas de todos
0s pacientes para a dosagem de GFAP, GFAP-BDP, RAGE, HMGB1 e COX-2 através
de Western blot.

5.1.2 Preparacao das amostras

As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo EDTA e para a
obtencdo do plasma, foram centrifugadas a 2500 g por 15 minutos a temperatura
ambiente. Entdo, as amostras de plasma foram separadas em aliquotas e

armazenadas no freezer a -80°C até a utilizacdo. Anteriormente a quantificacdo dos
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biomarcadores por Western blot, foi realizada a concentracéo de proteinas através do
teste de Bradford (BRADFORD, 1976).

5.1.3 Determinacdo do imunocontetdo dos biomarcadores

A dosagem de GFAP, GFAP-BDP, RAGE, HMGB1 e COX-2 foi realizada
através da técnica de Western blot. Primeiramente, as amostras foram aquecidas a
95°C por 5 minutos em tampao Laemmly. Entdo, foi adicionado o mesmo volume
contendo 40ug de proteina de cada amostra por poco para a separacao no gel SDS-
PAGE. Ap0s a separacdo, as amostras foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (BioRad) em sistema semi-dry, por uma hora a 25V, em tampao de
transferéncia (Tris48 mM, glicina 39 mM, SDS 1.3 mM e metanol a 20%). As
membranas foram lavadas por 5 minutos em T-TBS (NaCl 0.5 M, Tris 20 mM e 0.1%
de Tween-20, pH 7.5) e incubadas durante uma hora (sob leve agitacdo) com a
solucéo de bloqueio (T-TBS contendo 5% de leite em p6 desnatado). As membranas
foram novamente lavadas com T-TBS e incubadas overnight a 4°C (sob leve
movimentagdo) com os anticorpos (1:1000) de interesse: anti-GFAP [(GA5) Cell
Signaling Technology, cs 3670], anti-RAGE [Cell Signaling Technology, cs 4679], anti-
HMGB1 [(D3E5) Cell Signaling Technology, cs 6893] e anti-COX2 [(clone D5H5) Cell
Signaling Technology]. Os blots foram lavados com T-TBS trés vezes por 15 minutos
e incubados durante duas horas (sob leve agitacdo) em solugcéo de bloqueio contendo
0s anticorpos anti-rabbit ou anti-mouse IgG (1:4000) conjugados a peroxidase. Entéo,
as membranas foram lavadas duas vezes por 15 minutos com T-TBS e duas vezes
por 15 minutos com TBS (tampado T-TBS sem o tween 20) e reveladas através da
adicéo de um substrato quimioluminescente. O software ImageJ 1.5K foi utilizado para
a quantificagcdo da densitometria das bandas e a normalizagcéo foi feita através da

marcacdo com Ponceau. Os dados foram expressos em unidades arbitrarias.

5.1.4 Analise estatistica

As diferencas entre os biomarcadores foram realizadas através do teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo pos teste de Dunn para multiplas comparacdes. Estes
dados foram expressos em mediana e quartil (Q1 e Q3). Para a correlacao entre os



39

niveis dos biomarcadores foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Spearman (rho),
cujos parametros adotados foram 0-0.19 para uma correlagcdo muito fraca, 0,2—0,39
correlagao fraca, 0,4-0,59 correlacdo moderada, 0,6—-0,79 correlagao forte e 0,8-1,0
para uma correlacdo muito forte. Valores de p<0.05 foram considerados significativos.
Os testes foram realizados através do software Prism 8.0 (GraphPad Prism Software
Inc., San Diego, CA, USA).

5.2 Resultados

5.2.1 Dados demograficos

Entre as 93 pessoas incluidas no estudo, 55,9% eram mulheres e a idade média
de todos os avaliados foi de 44,6x16,4 anos (Tabela 1). Os pacientes do grupo UTI
apresentavam COVID-19 com sintomas severos, com uma média de idade mais
elevada (61,45 anos), enquanto os do grupo IgM+ apresentavam sintomas leves a
moderados (todos sem internagcdo) e as pessoas do grupo IgG+ eram
majoritariamente assintomaticas (64,7 %) ou apresentavam sintomas leves a
moderados (35,3%).

Tabela 1. Caracteristicas da popula¢éo do estudo.

Variaveis Total UTI IgM+ IgG+ CTR
(n=93) (n=23) (n=19) (n=17) (n=34)
Idade (anos)
Média + DP 44,6 + 16,4 61,45+ 16,2 42,6 +12,5 334+12,7 42,0+ 12,0
Faixa 11 -100 31-100 33-69 12 - 53 11-64
Sexo (%)
Masculino 41 (44,1) 14 (60,9) 12 (63,2) 6 (35,3) 14 (41,2)
Feminino 52 (55,9) 9(39,1) 7 (36,8) 11 (64,7) 20 (58,8)
Sintomas (%)
Severos 23 (24,7) 23 (100,0) - -
Leves a moderados 25 (26,9) - 19 (100,0) 6 (35,3) -
Assintomaticos 44 (48,4) - - 11 (64,7) 34 (100,0)

DP: desvio padrao.

5.2.2 Imunoconteudo plasmatico de GFAP e GFAP-BDP

Pode-se observar na Figura 8A que foi encontrada diferenca significativa no
imunoconteudo de GFAP entre os grupos UTI e controle (p<0,001), entre 0s grupos
UTI e IgM+ (p=0.03) e entre os grupos IgG+ e CTR (p=0,018). Nao foi observada

diferenca significativa entre o grupo UTI e o grupo IgG+, nem entre oS grupos com
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sintomas leves e assintomaticos. Ja referente ao imunocontetdo de GFAP-BDP
(Figura 8B) foi observada diferenca significativa dos grupos UTI e IgM+ e IgG+ em
relacéo ao controle (p<0,001, p=0,034 e p=0,007, respectivamente), além da diferenca
entre o grupo com COVID severa e sintomas leves a moderados (p=0,012). Também

nao foi observada diferenca significativa entre os grupos IgM+ e IgG+.
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Figura 8. Imunocontetdo de GFAP (A) e GFAP-BDP (B) em pacientes com sintomas severos (UTI),
sintomas leves a moderados (IgM+), pacientes com histérico de COVID (IgG+) e controles saudaveis
(CTR). As figuras representativas do Western blot estdo em C e D. As diferencas estatisticas foram
analisadas através do teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para comparac¢des mltiplas.

5.2.3 Imunoconteudo plasméatico de RAGE e HMGBL1

Foi observado aumento significativo no imunoconteddo de RAGE (Figura 9A)
do grupo com COVID severa em relacdo ao grupo controle e grupo assintomatico
(p<0,001). O grupo IgM+ também demonstrou aumento significativo em relacéo ao
grupo CTR e IgG+ (p=0,013 e p=0,040, respectivamente). Nao foi observada diferenca
significativa em os grupos IgG+ e CTR. Quanto aos niveis de HMGBL1 (Figura 9B), o
grupo UTI elevou significativamente em relagéo ao controle e grupo com COVID leve

a moderada (p<0,001 e p=0,032, respectivamente). E diferente do que foi observado
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para o imunoconteido de RAGE, somente o grupo IgG+ apresentou diferenca
significativa com o grupo CTR (p=0.023). Porém, ndo houve diferenca significativa

entre os grupos IgM+ e IgG+.
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Figura 9. Imunocontetido e imagem representativa do blot de RAGE (A e C) e HMGBL1 (B e D) das
pessoas dos grupos UTI, IgM+, IgG+ e CTR. As diferencas estatisticas foram analisadas através do
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para compara¢es multiplas.

5.2.4 Imunoconteudo plasmatico de COX-2

Pode-se identificar na Figura 10A que o grupo UTI teve uma elevagédo no
imunocontetdo de COX-2 em relagdo ao grupo controle e grupo com sintomas leves
(p<0,001 e p=0,004, respectivamente). Além disso, foi observada diferenca
significativa entre o grupo assintomatico e grupo controle (p=0,004), sem diferenca
significativa entre os grupos IgM+ e 1gG+.
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Figura 10. Imunoconteudo plasmatico de COX-2 (A) nos grupos UTI, IgM+, IgG+ e CTR e imagem
representativa do blot (B). As diferencgas estatisticas foram analisadas através do teste de Kruskal-
Wallis seguido pelo teste de Dunn para comparagdes multiplas.

5.2.5 Correlagdo entre os marcadores

Foi encontrada uma correlacéo positiva forte entre RAGE e HMGB1 (Figura
11A) (p<0,001 e rho=0,735), uma correlacao positiva moderada entre RAGE e GFAP
(Figura 11B) (p=0,014 e rho=0,532) e uma correlagdo positiva moderada entre
HMGB1 e GFAP (Figura 11C) (p=0,014 e rho=0,518). Porém, ndo foi encontrada
correlacédo entre RAGE e GFAP-BDP (p =0,434), RAGE e COX-2 (p =0,141), HMGB1
e GFAP-BDP (p = 0,360), e HMGB1 e COX-2 (p =0,375).
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Figura 11. Correlacdo entre o imunocontetdo de RAGE e HMGBL1 (A), RAGE e GFAP (B) e HMGB1 e

GFAP (C), no grupo UTI. A correlacdo foi analisada através dos coeficientes de correlacdo de
Spearman.



43

5.3 Discussao

Os resultados demonstraram a elevacdo dos niveis de GFAP, GFAP-BDP,
RAGE, HMGB1 e COX-2 nos pacientes com COVID severa em relacdo aos grupos
com sintomas leves a moderados ou assintomaticos. Além da correlacdo positiva
entre RAGE, HMGB1 e GFAP, reforcando a relacdo destes marcadores com a

gravidade da doenca.

Os niveis elevados de GFAP e GFAP-BDP, em relacdo ao grupo veiculo,
indicam possivel ativacdo de astrécitos e lesdo neuronal. Resultados semelhantes
foram encontrados em outros estudos envolvendo pacientes com COVID-19,
associando os niveis de GFAP ao tempo de permanéncia em UTI (VIRHAMMAR et
al., 2020) e desenvolvimento de sintomas neurolégicos como delirio (COOPER et al.,
2020), polineuropatia e polimiopatia (FRITHIOF et al., 2021). Além disso, os
resultados demonstraram elevagdo dos niveis de GFAP-BDP no grupo UTI, e nos
grupos com COVID leve a moderada ou assintomatica em relacdo ao controle
saudavel. Em estudo realizado por Mcmahon et al. (2015) os niveis plasmaticos de
GFAP-BDP demonstraram alto grau de predicdo e discriminacdo de gravidade em
casos de lesdo traumatica cerebral, indicando a provavel utilizacdo do GFAP-BDP
como indicador de gravidade também da COVID-19.

A correlacdo entre GFAP e HMGB1 e GFAP e RAGE era esperada, levando-
se em conta que diante da leséo celular (morte neuronal) ocorre a liberacdo de
HMGBL1, a qual € um ligante do receptor RAGE (HARRIS; ANDERSSON; PISETSKY,
2012). Além disso, na populacdo do estudo foi observada a elevacéo dos niveis de
RAGE e HMGB1 nos pacientes com caso severo de COVID-19. Outros estudos
também indicaram que o eixo HMGB1/RAGE esta associado ao desenvolvimento e
gravidade da COVID-19, além da associacdo com algumas comorbidades, como a
diabetes, por exemplo (CHEN et al., 2020c; CHIAPPALUPI et al., 2021; LIM et al.,
2021; TEKABE, 2022). Dessa forma, a avaliagdo dos niveis de HMGB1 e RAGE nos
casos de COVID-19, também poderia auxiliar na predicdo de gravidade em pacientes

com comorbidades.

A COX-2 tem papel inflamatério na fisiopatologia da COVID-19 (HOXHA, 2020).
Nesse estudo, foi observada a elevacgao dos niveis de COX-2 nos pacientes do grupo
UTI. Corroborando este resultado, foi demonstrado, em culturas de células de
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humanos e camundongos, que o0 coronavirus tem a capacidade de aumentar a
producdo de COX-2, o que pode implicar na agravacao da inflamacédo e leséo
pulmonar (CHEN et al., 2020a). Além disso, estudo com pacientes com COVID-19,
indicou elevacgdo dos niveis séricos de PGE-z, que esta diretamente ligada a COX-2,
nos pacientes com quadro severo em relacdo aos pacientes com a doenca leve ou
moderada (RICKE-HOCH et al., 2021). Reafirmando a COX-2 como um biomarcador

de gravidade da doenca.

Estes marcadores estdo associados a inflamacdo e ao estresse oxidativo.
Genes relacionados ao estresse oxidativo estdo super regulados em pacientes com a
COVID-19 (SAHEB SHARIF-ASKARI et al., 2021). E o desequilibrio redox e
inflamacéo esta relacionado a fisiopatologia da doenca, sendo um importante fator
prognéstico da doenca (SUHAIL et al., 2020). Diante disso, este estudo € pioneiro na
guantificacdo destes biomarcadores juntos, associado a diferentes niveis de
gravidade da doenca. Porém, a pesquisa apresenta algumas limitacdes, pois foram
utilizadas amostras por conveniéncia e nao foi realizado o acompanhamento dos
pacientes, suas comorbidades, medicamentos em uso e desfecho (no caso dos

pacientes em UTI).

5.4 Concluséo

Na populacdo em estudo, os marcadores GFAP, GFAP-BDP, RAGE, HMGB1
e COX-2 se mostraram elevados nos pacientes com COVID-19 severa em relacao aos
demais grupos. Estes marcadores estdo relacionados a processos de
neuroinflamacao e estresse oxidativo que ocorrem na infe¢do pelo coronavirus, por
isso tem grande potencial de utilizacdo na procura por novos alvos terapéuticos ou

para progndstico da doenca.
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6 CONCLUSAO GERAL E CONSIDERACOES FINAIS

Biomarcadores plasméticos podem ser utilizados no diagndstico precoce ou
predicdo de gravidade das doencas. Os estudos incluidos na revisdo demonstraram
a acdo do GFAP como um método de diagnostico de inimeras doencas neuroldgicas.
Porém, ainda sdo necessarios estudos para avaliar a sua utilizacdo como marcador

de prognastico.

Entres as doencas nas quais o GFAP foi relacionado a gravidade, esta a
COVID-19. No presente estudo, foram encontrados niveis elevados de GFAP, além
dos marcadores HMGB1, RAGE e COX-2, em pacientes com a forma grave da
doenca. Reafirmando que os biomarcadores avaliados tem um papel na fisiopatologia
da COVID-19 e tem potencial para utilizacdo como forma de determinacdo de
progndéstico. Porém, diante das limitacdes desta pesquisa, como a impossibilidade de
acompanhamento da condicao clinica e desfecho dos participantes, mais estudos sédo
necessarios para avaliar a relacéo destes marcadores com sintomas ou acometimento

neuroldgico.
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7 PERSPECTIVAS

Os estudos realizados levantaram alguns questionamentos. A revisao
sistematica, através da constatacdo da relagéo entre os niveis de GFAP e a gravidade
da COVID-19, levantou a questado sobre outros marcadores que poderiam detectar o

comprometimento cognitivo observado em alguns pacientes com a doenca.

Além disso, diante das limitacbes encontradas com o estudo 2, existe a
necessidade de entender a relacdo dos biomarcadores avaliados (GFAP, HMGB1,
RAGE e COX-2) com sintomas especificos (como por exemplo, sintomas
neuroldgicos), com outros marcadores relacionados ao estresse oxidativo, e com 0s

desfechos clinicos dos pacientes.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Astrocytes are the most abundant cell type in the human central nervous system, and they play an important role

Blood in the regulation of neuronal physiology. In neurological disorders, astrocyte disintegration leads to the release of

COVID-19 glial fibrillary acidic protein (GFAP) from tissue into the bloodstream. Elevated serum levels of GFAP can serve as

oF . blood biomarkers, and a useful prognostic tool to facilitate the early diagnosis of several neurological diseases

Intermediate filament 5 3 = z 5 z X i :

Newsodagensration ranging from stroke to neurodegenerative disorders. This systematic review synthesizes studies published be-
tween January 2012 and September 2021 that used GFAP as a potential blood biomarker to detect neurological
disorders. The following electronic databases were accessed: MEDLINE, Scopus, and Web of Science. In all the
databases, the following search strategy was used: GFAP OR ‘glial fibrillary acidic protein’ AND ‘neurological OR
‘neurodegenerativeé’ AND plasma’OR Serumi. The initial search identified 1152 articles. After the exclusion criteria
were applied, 48 publications that reported GFAP levels in neurological disorders were identified. A total of 16
different neurological disorders that have plasmatic GFAP levels as a possible biomarker for the disease were
described in the articles, being: multiple sclerosis, frontotemporal lobar degeneration, Alzheimer's disease,
Parkinson disease, COVID-19, epileptic seizures, Wilson Disease, diabetic ketoacidosis, schizophrenia, autism
spectrum disorders, major depressive disorder, glioblastoma, spinal cord injury, asthma, neuromyelitis optica
spectrum disorder and Friedreich’s ataxia. Our review shows an association between GFAP levels and the disease
being studied, suggesting that elevated GFAP levels are a potentially valuable diagnostic biomarker in the
evaluation of different neurological diseases.

1. Introduction neurodegenerative disease, brain cancer, axotomy, invasive lesion and

exposure to toxins) [4]. Furthermore, the evolution of a specific inter-

Astrocytes are the most abundant cell type in the human central
nervous system (CNS), representing by 20-40% of the total cells in the
brain [1]. The cytoskeleton of this cell consists of characteristic inter-
mediate filaments (IF), called glial filaments, in which acid glial fibrillar
protein (GFAP) is the main protein. The protein’s IF are a key component
that ensure cellular integrity and the resilience of the astrocyte cyto-
skeleton, having a primary structural function, but also playing an
important role in the regulation of neuronal physiology [2.3].

Thus, changes in the appearance of astrocytes are observed in a wide
range of brain pathologies (for example, ischemia, epilepsy, infection,

mediate filament protein for astrocytes suggests that the protein plays a
critical role, and its marked upregulation in CNS injury indicates that
one of these is in injury damage control [5]. The overexpression of GFAP
and morphological changes are the most common reactive astrocytic
markers [6].

GFAP is highly brain specific, as extracerebral sources of this protein
have not been identified. As a consequence, blood levels of GFAP in
healthy individuals are very low, typically not exceeding the lower
detection limits of the tests used to identify it [7,8]. However, in
neurological disorders astrocyte disintegration leads to blood biomarker
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Tabela 1. Dados demograficos dos estudos.
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N/sexo (F/M)

Idade mediana (anos)

Grupos

Autores, ano, pais Doenca Controles Pacientes Controles Pacientes
saudaveis (HC) saudaveis (HC)
Abdelhak et al. (2019)/  Esclerose multipla - 71 - 49 (44-57) Pacientes com PPMS
Alemanha (56/37)
Abdelhak et al. (2018)/  Esclerose multipla 20 80 44 (27-52) 42 (24-59) RRMS-
Alemanha (23/7) (46/34) RRMS+
SPMS
PPMS
Huss et al. (2020)/ Esclerose miltipla 20 86 44 43,5 RRMS
Alemanha (23/7) (50/36) PMS
Controle
Hogel et al. (2020)/ Esclerose miltipla 13 158 49,24 (25,43- 50,2 RRMS
Finlandia (9/4) (112/46) 69,47) SPMS
Controle
Saraste et al. (2021)/ Esclerose mltipla 10 (7/3) 62 (45/17) 47,6 49,2 (43,7- HC e MS (dividido em
Finlandia 54.5) baixo e alto GFAP)
Sharquie et al. (2020)/ Esclerose mltipla 50 58 Idade Doenca ativa Pacientes RRMS:
Iraque (32/18) (28/30) 33,96+7,31 39,82+10,78; Ativo
anos Doenca inativa Inativo
34,22+8,98 anos Controle
Chatterjee et al. (2021)/ Doenca de Alzheimer 67(48/19) 33(20/13) 77,78+5,56 79,00+5,44 AR+ e AB-

Austrélia
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Cicognola et al. (2021)/

Suécia

Doenca de Alzheimer

MCI A B -: 58 (32/26)
MCIAB +: 21
(10/12)
MCI-AD: 47 (35/12)
MCl-outros AB : 25

MCIAB-:69 (8)

MCI A B +: 69 (6)

MCI-AD: 76 (7)

MCI-outros A f:
73 (7)

MCI AB + e AB-;
MCI-AD A B +
(progresséao para
deméncia por
Alzheimer);

(12/14) MCl-outros A +: MCl-outrosAB+e A
MCl-outros AR +: 9 74 (6) - (progresséo para
(3/6) deméncia devido a
outra doencga);
Elahi et al (2019)/ Doenca de Alzheimer 33 63 72 70 EOAD
EUA (17/16) (43/29) LOAD
Controle
Hendrix et al. (2021)/ Doenca de Alzheimer - 86 (40/46) - 38,31 (9,47) Adultos com sindrome
EUA de Down-Alzheimer
Oeck et al. (2019)/ Doenca de Alzheimer 28 66 (57-74) 71 anos (67-78) AD
Alemanha (29/9) Controle
Doenca de Parkinson 11 73 anos (64—76) PD
sem comprometimento (219) Controle
cognitivo 34
(9/25) 35 64 anos (56—71) BvFTD
Deméncia (15/20) Controle
frontotemporal
Deméncia da doenca de 19 74 anos (70-76) DLB/PDD
Parkinson com corpos (5/14) Controle
de Lewy
Pereira et al. (2021 )/ Doenca de Alzheimer - CUAB-: 217 - CUAB-:63,8 CUAB -
Suécia (119/98) (41,2-87,9) CUARB +;
CU A B +: 71 (36/35) CUAB+:721  CIAB-; CIAB+; ndo
CIAB-:63(27/36) (51,0-88,7) DA (outra doenca
CIAB +:78 (44/34) CIAB-: 67,9 demencial)
Nao AD: 75 (25/50) (45,2-83,4)




CIAB+: 73,0

(53,7-93,3)
N&o AD: 73,5
(52,5-87,3)
Rajan et al. (2020)/ Doenca de Alzheimer - 1.327 - 73,5 (6,4) Africano americanos,
EUA (764/563) Europeu americanos.

Simren et al. (2021 )/ Doenca de Alzheimer 99 (53/46) MCI: 107 (56/51) 73 (6,14) MCI: 74,47 (5,89) CU; MCI (conversores
Alemanha AD: 103 (63/40) AD: 76,35 (5,76) e nao-conversores);
AD.
Benussi et al (2020) / Degeneracéo lobar 61 282 65,5+12,3 68 (intervalo) bvFTD
Italia frontotemporal (13/48) (153/128) avPPA
svPPA
CBS
PSP
Heller et al. Afasia progressiva 36 28 65,65 65,50 Controle
(2020)/Reino Unido (Degeneracéo lobar (18/18) idade (14/14) svPPA
frontotemporal)
Heller et al. (2020) / Deméncia 183 286 43,8 55,02 Controle
Reino Unido frontotemporal (102/81) (153/130) (36,3-55,1) Pré-sintomatico:
C9orf72
GRN
MAPA
Sintomatico:
C9orf72
GRN
MAPA
Su et al. (2012)/ Parkinson 29 23 68,48+6,83 69,61+5,76 anos PD
China (14/15) (10/13) Controle
Elhady et al. (2021)/ Convulsdes Epilépticas 30 30 7,07 £ 1,639 7,87 12,77 Grupo de controle
Egito (14/16) (16/14) Criancas com inicio de

epilepsia generalizada
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Criangas com inicio de

epilepsia focal

Simani et al (2018)/ Crises epilépticas 19 63 29,26 + 6,67 32 Grupo ES
Ira (10/9) (29/34) Grupo PNES
Controle
Rodrigues-Amorim et Esquizofrenia 40 42 44,96+14,95 41,10+£14,41 Esquizofrenia
al. (2020)/ Espanha (15/25) (16/26) Controle
Wang et al. (2017)/ Transtornos do espectro 75 75 idade 3,75 idade 3,75 TEA
China autista (16/59) (16/59)
Steinacker et al. Transtorno depressivo 16 (12/4) MDD: 45 (29/16) 45 (27-64) MDD: 48 (19-69) HC; MDD; SZ e BP
(2021)/ Alemanha maior SZ: 9 (5/4) SZ: 33 (23-56)
PA: 11 (3/8) PA: 48 (18-56)
Nett et al. (2014)/ Cetoacidose diabética - 30 - idade 11,3+ 5,3 Estudo piloto
EUA (16/14) anos GCS <15.:
GCS =15
Controle
Lin et al. (2021) / Doenca de Wilson Pacientes com
China 25 161 14-73 Idade Média: manifestacdes
(14/11) (48/46) 25 neurolégicas
Manifestacdes
hepaticas
Controle
Zeitlberger et al. Ataxia de Friedreich 13 33 37 (29,00—- 34 (23,50-40,00) Pacientes FRDA
(2018)/ (716) (20/13) 42,50) Controle
Reino Unido
Pérez-Larraya et al. Glioblastoma 99 Glioblastoma: 111 Idade 50 (21-77) Glioblastoma Pacientes com
(2014)/ Franca (66/33) (48/63) Idade 61 (24-86) glioblastoma
Tumores nao gliais: Tumores nao multiforme
40 gliais Controle

(18/22)

Idade 58 (20-83
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Pacientes com

tumores nao gliais

Tichy et al. (2016)/
Alemanha

Glioblastoma

113
(54/59)

55

Glioblastoma
Astrocitoma
Metastases
Meningioma

LesOes inflamatoérias

ocupando espaco

Adenoma hipofisario
Linfoma ndo Hodgkin

Craniofaringioma
Ependimoma
Schwannoma

Rosenkranz et al.
(2021)/EUA

Asma

43,9 (25-66)

39,8 (18-73)

HC e asma

Aktas et al. (2021)/
Alemanha

Disturbio do espectro da
neuromielite 6ptica

85 (75/8)

Placebo 51 (45/6);
Inebilizumabe 164
(149/15);
RRMS 23 (14/9).

43 (20-72)

Placebo 43 (20-
74);
Inebilizumabe 43
(18-73);

RRMS 44 (21-63).

HD;

NMOSD (placebo e

inebilizumab);
RRMS.

Aly et al. (2021)/
Alemanha

Distlrbio do espectro da
neuromielite 6ptica

21(16/5)

NMOSD 16 (13/3)
MS 21 (16/5)

42,0+9,5

NMOSD 46,6 +
10,0
MS 38,0+ 11,4

HC;
NMOSD;
MS.

Storoni et al.
(2014)/Reino Unido

Neuropatias opticas

45
(22/23)

276
(203/73)

40 (18-50)

39 (14-69)

MSON
ION
RIO

CRION

UCON

NMO

RRMS

Controle

Schindler et al. (2021)/
Alemanha

Distlrbio do espectro da
neuromielite 6ptica

38 (31/7)

AQP4-IgG *: 33
(30/3)

42 (13)

AQP4-IgG *: 50
(14)

HC, AQP4-1gG *e
MOG-IgG *2




MOG-IgG *2: MOG-IgG *2: 46
160(10/6) (15)

Watanabe et al. (2019)/ Distlrbios do espectro 49 33 49 (37-53) 48 (37-53) NMOSD
Suica da neuromielite Optica (4217) (29/4) Controle (HC)

Esclerose mdltipla 49 39 (31-47) EM

(36/13) Controle

Holmstrom et al. Les&o medular crénica e 14 12 51+14 50+ 14 Ctrl-T
(2020)/ Suécia deterioragéo (717) (4/8) Ctrl-R

neuroldgica medula espinhal presa

(TSC)

Leister et al. (2021)/ Lesdo da medula 41 (7/34) 38 (6/32) 52 (12,1) 49,5 (20,5) HC e SCI
Alemanha espinal
Xie et al. (2019)/China Meningoencefalite - 1 - 42 Meningoencefalite

inflamatdria autoimune paciente do sexo inflamatoria autoimune

feminino
Relato de caso
Rohlwink et al. Meningite Tuberculosa 9 controles PTB 44 (idade mediana, (idade mediana Meningite tuberculosa
(2017)/Africa do Sul Pediatrica 3,67 [min—max (16/28) 2,8 [min—max 3,3 [min—max
1,25-11,83] 0,8-8] anos) 0,3-13,1]
11 controles de
filo gorduroso
Aamodt et al. (2021)/ COVID-19 - 47 - 60,3 (27-93) Pacientes
Noruega (13/34) sobreviventes e néo
sobreviventes

Cooper et al. ( 2020)/ COVID-19 19 27 64 (33-75). 70 (54-76) COVID-19
Canada (20/9) (9/18) Controles de UTI

Controles de
UTI




De Lourenco et al. COVID-19 - 104 (40/64) - 57,8 (48,5-67) Vivo/morto e UTl e
(2021) / Itélia ndo UTI
Frithiof et al. ( 2021)/ COVID-19 10 111 UTI COVID-19 Pacientes de UTI ndo
Suécia Pacientes de UTI COVID-19 néo ndo CIN/CIM = COVID-19
UTI ndo COVID- CIN/CIM = 100 61 (51-73) UTI COVID-19 nao
19 (26/74) UTI COVID-19 CIN/CIM =
UTI COVID-19 CIN/CIM = 64 UTI COVID-19
CIN/CIM = 11 (55-70) CIN/CIM
(0/112)
Kanberg et al. (2020)/ COVID 19 33 47 67,0 (42,3-77,8) 60.36667 Leve
Suécia (16/17) (15/32) Moderado
Grave
Controle
Kanberg et al. (2021)/ COVID-19 51 (38/13) Leve: 24 (14/10) 55 (44-63) Leve: 55 (41-60) HC; pacientes com
Suécia Moderado: 28 (8/20) Moderado: 55 COVID-19 leve,
Grave: 48 (10/38) (52-64) moderado e grave
Grave: 58 (50-67)
Paterson et al. (2021)/  COVID-19 24 (19/5) COVID-neurolégico: 68 (66-71) COVID- HC; COVID-
Reino Unido 34 (16/18) neurolégico: 45,5 neurolégico;
Hospitalizados por (38-58) hospitalizado por
COVID: 51 (39/12) Hospitalizados COVID;
COVID-nédo por COVID: 57 COVID-néao
hospitalizado: 29 (50-65) hospitalizado.
(16/13) COVID-nao
hospitalizado: 43
(38-52)
Virhammar et al. COVID-19 19 64 (34-76) Pacientes com
(2020)/ Suécia COVID-19
Schulz et al. (2021 )/ Disturbios relacionados 20 (6/14) PSP: 38 (13/25) 68,75 (6,38) PSP: 69,32 (6,57) HC; DP; MSA; DLB;

Alemanha

a a-sinucleina

CBS: 16 (8/8)
AD: 11 (5/6)
FTD/ALS: 15 (5/10)

CBS: 69,25 (5,6)
AD: 74,27 (4,64)

PSP; CBS; AD e
FTD/ALS
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DLB: 45 (14/31)

FTD/ALS: 70,80

MSA: 17 (4/13) (5,58)
DP: 151 (51/100) DLB: 70,51 (6,51)
MSA: 66,47
(10,02)
DP: 69,36 (9,55)
Mayer et al. (2013)/ Doencas Neuroldgicas - 331 51,6 £ 18 anos Pacientes com
Alemanha (179/152) (Varias doencas ) diferentes doencas

neurolégicas

AD, Doenca de Alzheimer; TEA, transtornos do espectro do autismo; AQP4-IgG+, imunoglobulina G de aquaporina-4 positiva; ASRD, distUrbios relacionados a a -sinucleina; avPPA, variante agramatica da afasia
progressiva primaria; TB, transtorno bipolar; bvFTD, variante comportamental da deméncia frontotemporal; bvFTD, deméncia frontotemporal; C9orf72, quadro de leitura aberto do cromossomo 9 72; CBS, sindrome
corticobasal; IC, comprometimento cognitivo; UC, deficiéncia cognitiva; PSP, paralisia supranuclear progressiva; CIM, miopatia da doenca critica NIC, neuropatia da doenca critica; CRION, neuropatias 6pticas
isoladas recidivantes cronicas; DLB/PDD, deméncia da doenga de Parkinson com corpos de Lewy; EDSS, Escala Expandida do Estado de Incapacidade; EOAD, doenca de Alzheimer de inicio precoce; DLFT,
degeneracdo lobar frontotemporal; FRDA, ataxia de Friedreich; GBM, Glioblastoma multiforme; GRN, mutacdo genética autossdmica dominante na progranulina; GCS, escala de coma de Glasgow; HC, controle
saudéavel; HD, doadores saudaveis; ION, neurite dptica isolada, LOAD, doenca de Alzheimer de inicio tardio; MAPT, proteina tau associada a microtibulos; CCL, comprometimento cognitivo leve; TDM, transtorno
depressivo maior; MOG-lgG+a, glicoproteina de oligodendrécitos de mielina IgG-positivo; EM, Esclerose multipla; MSA, atrofia de multiplos sistemas; MSON, neurite 6ptica de esclerose multipla, NMO, neuromielite
optica, DP, doenca de Parkinson sem comprometimento cognitivo; TPM, pacientes com esclerose multipla progressiva; CNEP, crise n&o epiléptica psicogénica; PPMS, esclerose multipla progressiva priméria; RION,
neurite 6pticaisoladarecidivante, EMRR, esclerose multipla remitente recorrente; EMRR+, esclerose multipla recorrente-remitente durante exacerbacdo aguda, SCI, lesdo medular; sCJD, Doenga de Creutzfeldt-Jakob
Esporadica; ES, crise epiléptica, EMSP, esclerose miltipla secundaria progressiva, svPPA, variante semantica da afasia progressiva primaria; UCON, neurite éptica atipica, WD-HM, doenga de Wilson com

manifestacdes hepaticas; WD-NM, doenca de Wilson com manifesta¢des neurolégicas.
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Tabela 2. Estudos clinicos que avaliaram os niveis séricos de GFAP como biomarcador neurolégico.
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Autores, ano

Doenca

Tempo entre o inicio da
doenca e a coletada
amostra

Niveis de GFAP

Resultado

Prognéstico
ou gravidade

Abdelhak et al., Esclerose miltipla 4.5 anos de doenca 126,0 pg/mL A correlacéo positiva entre o soro GFAP SIM
(2019) com a gravidade clinica da doenca.
Abdelhak et al., Esclerose multipla EMRR-: 61 meses (6-86) RRMS- = 113,5 pg/mL Correlagdes entre GFAP e gravidade da SIM
(2018) EMRR+: 6 meses (1-15) RRMS+ = 78,2 pg/mL doenca podem indicar um possivel papel
SPMS: 294 meses (276-420) SPMS = 145,9 pg/mL dos astrdcitos na morte neuroaxonal na
PPMS: 60 meses (40-216) PPMS = 130,5 pg/mL esclerose multipla
Huss et al., Esclerose multipla Incluséo RRMS = 107 (74-141) Os marcadores gliais GFAP sdo uma SIM
(2020) pg/mL leitura adequada para progressdo da
TPM = 131 (98,6-224) doenca e resposta a terapia em
pg/mL pacientes com TPM.
Controle = 92,3 (57,2-140)
pg/mL
Hogel et al., Esclerose multipla Inclusao Controle = 69,08 (42,23- O nivel sérico de GFAP esta relacionado SIM
(2020) 136,98)pg/mL; com a progressdo da doenga na

pacientes = 98,68 (28,55—
508,50)pg/mL

esclerose multipla e pode
potencialmente  servir como um
biomarcador facilmente mensuravel da
patologia do SNC relacionada a
progressédo da doenca.
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Saraste et al., Esclerose mdltipla Admisséo Pacientes RRMS: Niveis séricos aumentados de GFAP SIM
(2021) Ativo = 6,47+3,39 associados a microdanos mensuraveis
Inativo = 5,33+2,82 por DTl no NAWM na esclerose multipla
O trabalho sugere o uso de GFAP sérico
Controle = 1,89+1,21 como biomarcador para astrocitopatia
relacionada a patologia da EM e dano
difuso da substéncia branca relacionado.
Sharquie et al., Esclerose mltipla Duracao da doencga GFAP  (baixo)= 68,39 GFAP sérico como biomarcador para SIM
(2020) 13,7 (10,1- (61,5- astrocitopatia associada a doenca MS e
20.0) 84,5) dano difuso da substancia branca.
GFAP (alta) = 129,4 O nivel sérico pode estar correlacionado
(109,8-173,9) com o0 estado de remissdo ou
exacerbacao.
Chatterjee et al., Doenca de Alzheimer - (AB-) = 151,42 + 58,49 Os niveis plasmaticos de GFAP estao NAO
(2021) pg/mL.: em queixosos de aumentados em idosos cognitivamente
meméria  subjetiva = normais em risco de DA.
152,73 + 58,18 e ndo em As observacdes do presente estudo
gqueixosos de memodria destacam o potencial do GFAP no
subjetiva = 146,83 + 61,58 plasma para contribuir como um possivel
(AB+) = 124,88: queixosos biomarcador sanguineo na DA.
de memdéria subjetiva =
252,22 + 137,75 e
gueixosos de memoéria nao
subjetiva = 202,28 + 63,81
Cicognolaet al., Doenca de Alzheimer Basal e apdés uma média de Linha de A concentragdo de GFAP esta SIM
(2021) 4,7 anos base/acompanhamento relacionada ao desenvolvimento de

MCI A B -: 36/43 pg/mL
MCI A B +: 46/65 pg/mL
MCI-AD: 67/94 pg/mL
MCl-outros A B -
pg/mL

MCl-outros A B +: 52/78
pg/mL

42/67

deméncia.
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Elahi et al., Doenca de Alzheimer - GFAP foi maior em ambos As proteinas estruturais refletem estados -
(2020) 0s grupos AD em degenerativos neurais e gliais, incluindo
comparagéo com 0s uma associacdo significativa com o
controles, com um tamanho estado funcional na DA de inicio precoce,
de efeito maior em AD de com associacdes mais fracas aos
inicio precoce (d de Cohen resultados cognitivos e de imagem.
=1,6, P =0,006) do que AD
de inicio tardio (d de Cohen
=0,98, P = 0,003).
Hendrix et al., Doenca de Alzheimer Apenas basal 100,37 pg/mL Os niveis de GFAP comegam a NAO
(2021) aumentar a partir dos 40 anos
Oeck et al. (2018) Doenca de Alzheimer Admisséo DA: 376 pg/mL
Duragé&o da doenga: Controles: 157 pg/mL)
26 meses (20-38)
Doenca de Parkinson  Admisséo PD: 186 pg/mL
zgmprometimento r[;térsaegsa%oszam)doenga. 108  Controles: 157 pg/mL A sensibilidade e especificidade do
cognitivo GFAP ierlco pz)ara AD versus bv_FT[_) foi
Admissao bvFTD: 211 pg/mL <_je 89% e 79% e ppde SEr o primeiro
- ~ . i biomarcador sanguineo no diagndéstico
Deméncia Duracéo da doencga: Controles: 157 pg/mL di .
iferencial de AD e bvFTD.
frontotemporal 36 meses (12-48)
Deméncia da doenca Admisséo DLB/PDD: 343 pg/mL
de Parkinson com Duracgéo da doenca: Controles: 157 pg/mL
corpos de Lewy 60 meses (24-168)
Pereira et al., Doenca de Alzheimer Apenas basal CUAB-: 179,6 pg/mL O GFAP esta relacionado ao acumulo de SIM
(2021) CUA B +: 252,1 pg/mL AB e declinio cognitivo, sendo um
ClI A B-: 166,9 pg/mL marcador util para diagndstico em
CI A B +: 262,6 pg/mL estagio inicial e avaliagdo da eficicia do
N&o AD: 241,7 pg/mL medicamento.
Rajan et al., Doenca de Alzheimer Durante um periodo de 16 237 pg/mL (166-347) O GFAP sérico prediz o desenvolvimento SIM
(2020) anos de DA esporadica e declinio cognitivo, e

alteracao nas caracteristicas estruturais
do cérebro.
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GFAP é utl como triagem e
biomarcadores preditivos para DA, bem
como na captura da patogénese da
deméncia de Alzheimer.

Simren et al., Doenca de Alzheimer Basal e acompanhamento Basal: Niveis elevados de GFAP foram NAO
(2021) por 3 anos (coleta anual) CU: 125,23 pg/mL encontrados em  pacientes com
MCI: 147,81 pg/mL deméncia, mas nao foi relacionado a
DA: 219,04 pg/mL perda cognitiva e ndo se alterou na
avaliacao longitudinal.
Benussi et al., Degeneracdo lobar Por diagnéstico clinico bvFTD: 327,6 + 19,4 pg/mL A GFAP sérica é maior em DLFT, SIM
(2020) frontotemporal avPPA: 441,4 £ 42,4 pg/mL correlaciona-se com déficits cognitivos e
svPPA: 320,8 £ 48 pg/mL GABAérgicos e, portanto, mostra-se
CBS: 291,9 + 30,4 pg/mL promissor como biomarcador de
PSP: 219,1 + 22,8 pg/mL gravidade da doengca em DLFT.
HC: 183,1 + 12,0 pg/mL
Heller et al., Afasia progressiva Admisséo SsvPPA = 148,33 (109,63- GFAP pode identificar a extensdo da SIM
(2020) (Degeneragédo lobar 197,42) pg/mL gravidade da doenca de svPPA.
frontotemporal) Controle = 109,10 (83,21-
136,26)
Heller et al., Frontotemporal C9orf72 5,6 anos Controle = 105,8 (80,4- GFAP pode ser um importante marcador
(2020) deméncia GRN 2,6 anos 146,1) de proximidade ao inicio e util para
MAPT 4,3 anos de doenca Pré-sintomatico: futuros ensaios de prevencéo terapéutica
C9orf72 = 116,1 (88,3—

180,0) pg/mL

GRN = 113,4 (80,5-168,1)
pg/mL

MAPT = 89,1 (70,9-151,0
pg/mL

Sintomatico:

C9orf72 = 165,7 (124,8-
245,3)pg/mL GRN = 272,2
(211,5-417,8)
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MAPT = 123,3 (85,2-
206,7)
Su et al., (2012) Parkinson 15 dias ap6s o inicio da PD=1,628+0,104 Os niveis de GFAP nos grupos de NAO
doenca. Controle = 0,025 +0,003 doenca de Parkinson e infarto cerebral
agudo foram significativamente maiores
do que os dos grupos de controle normal.
Os niveis séricos de GFAP estao
correlacionados apenas com a leséo
neuronal em um momento especifico e
ndo aumentam com o0 acUmulo de
lesbes.
Elhady et al., Convulsdes 3,6 £ 0,932 anos de inicio da Generalizado = 21,433 * A expressao circulante de GFAP esta SIM
(2021) Epilépticas epilepsia 6,366 ng/ml; elevada em criangas com epilepsia,
Focal = 14,744 + 6,026 especialmente naquelas com crises
ng/ml ativas.
Controle = 7,060 £ 3,301
Simani et al., Crises epilépticas Duracao da doencga Grupo ES = 3,69 + 1,64 Os niveis séricos de GFAP pés- SIM
(2018) Grupo ES 14,13 + 10,89 ng/ml convulsbes podem ser usados para
Grupo PNES 5,65 + 1,56 Grupo PNES = 2,84 + 0,84 entender o mecanismo subjacente das
pg/mL convulsdes.
Grupo Controle = 2,62 * Os niveis séricos de GFAP pos-
0,46 ng/ml convulsdes podem atuar como um teste
diagnéstico adjuvante na diferenciagao
de ES de CNEP.
Rodrigues- Esquizofrenia Duracéo da doenca Os resultados revelaram As proteinas GFAP podem ser potenciais SIM

Amorim et al.,
(2020)

(anos)
11,95+10,58

gque o0s niveis dessas
proteinas estavam
aumentados na
esquizofrenia

grupo comparado ao grupo
controle (p < 0,05).

biomarcadores de neurodegeneragéo e
progressdo na Esquizofrenia.
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Wang et al., Transtornos do Tempo todo ASD =1,71 £ 0,53 ng/ml Os niveis séricos de GFAP podem estar SIM
(2017) espectro autista Controle = 0,99 * 0,25 associados a gravidade do TEA,
ng/ml sugerindo que niveis séricos
aumentados de GFAP podem estar
implicados na fisiopatologia do autismo.
Steinacker et al.,  Transtorno Apenas basal HC: 147 pg/mL Os niveis de GFAP estao relacionados SIM
(2021) depressivo maior MDD: 211 pg/mL ao diagnostico e gravidade do MDD.
SZ: 127 pg/mL
PA: 125 pg/mL
Nett et al., (2014) Cetoacidose As amostras foram coletadas Com consentimento GFAP é um biomarcador potencialmente -
diabética durante as fases aguda e GCS<15.:0,6+ 1,4 pg/mL/ importante na fisiopatologia da disfuncéo
convalescente da GCS = 15.: 13,0 £ 18,3 do SNC e/ou possiveis danos na
cetoacidose diabética. pg/mL; cetoacidose diabética.
(Consentimento, 12 horas e 12 h apds o inicio da
24 horas apés o inicio do insulina GCS <15.: 0,7 %
tratamento). 1,7 pg/mL GCS =15.: 12,1
+20,1 pg/mL;
24 horas ap6s o inicio da
insulina GCS <15.: 0
GCS=15.:2,7+4,9 pg/mL
Lin et al. (2020) Doenca de Wilson - WD-NM =[143,87 Plasma GFAP pode servir como um NAO
(110,87-183,05) pg/mL] biomarcador para distinguir diferentes
WD-HM = [107,50 (80,07— subtipos da doenga de Wilson.
128,00) pg/mL; Os niveis plasmaticos de GFAP néao
Controle = [86,85 foram correlacionados com a gravidade
(71,84-109,47) pg/mL da doenca.
Zeitlberger et al.  Ataxia de Friedreich Admisséo Pacientes FRDA = 99,00 Os niveis de GFAP estdo aumentados NAO

(2018)

(76,50-149,00) pg/mL
Controles = 59,50 (49,75-
86,88) pg/mL

em FRDA, potencialmente refletindo
degeneracdo neuronal em curso e
ativacao glial.

Os niveis de GFAP foram associados
principalmente com a idade e ndo com a
duracéo da doenca
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Pérez-Larraya et Glioblastoma Imediatamente antes da Pacientes GBM = 0,17 A GFAP no sangue é significativamente NAO
al. (2014) cirurgia ng/mL 60,53 ng/mL maior em pacientes com GBM em
controles saudaveis = 0,01 comparagao com controles saudaveis e
ng/mL 60,02 ng/mL permitiu a diferenciagdo de pacientes
cérebro néo glial com GBM daqueles com tumores
pacientes com tumores = cerebrais ndo gliais.
0,0 ng/mL60,0 ng/mL
Tichy et al., Glioblastoma Uma Unica amostra de soro  Glioblastoma = 0,23 [0,34] A GFAP estd aumentada no soro de NAO
(2016) foi coletada de cada paciente  ug/L pacientes com GBM em comparacéo
por meio de Astrocitoma com outras entidades tumorais e
de uma pungdo venosa, Graul=nd significativamente associada a uma
antes de qualquer Grau Il = 0,01 [0,01]ug/L expressao intratumoral mais forte de
diagndstico invasivo ou Grau IlIl = 0,04 [0,07] ug/L GFAP.
procedimento terapéutico (ou Metastases = 0,04 [0,06]
seja, bidpsia estereotéxica, ug/L
cirurgia). Meningioma = nd
LesGes inflamatorias
ocupando espaco = 0,03
[0,04] ug/L
Adenoma pituitario = nd
Linfoma ndo Hodgkin =
0,25 [0,37] ug/L
Craniofaringioma = nd;
Ependimoma = nd
Schwannoma = sd
Rosenkranz et Asma Apenas basal - GFAP esté relacionado com a gravidade SIM
al.,, (2021) da asma.
Aktas et al., Distdrbio do espectro  Dia 1 (linha de base), Basal: O GFAP esta relacionado ao risco de SIM
(2021) da neuromielite 15, 29, 57, 85, 113, 155 e NMOSD : 128,3 pg/mL ataque, gravidade da doenca e efeitos do
Optica 197. HC : 1,3 pg/mL tratamento.
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Aly et al., (2021) Transtorno do - - A GFAP esta relacionada a perda de NAO
espectro da vasos, aumento da zona avascular foveal
neuromielite  Optica e menor espessura foveal.

(NMOSD)
Storoni et al., Neuropatias 6pticas Admisséo NMO = 4,83 pg/mL Os niveis séricos medianos de GFAP NAO
(2012) MSON = 1,5 pg/mL foram significativamente elevados em
UCON = 1,92 pg/mL pacientes com NMO em comparacao
ION = 0,0 ng/mL com MSON, UCON, ION, RION e
RION = 1,3 pg/mL CRION.
CRION = 2,2 pg/mL Os niveis séricos de GFAP na coorte de
coorte de controle = 3,6 controle ndo foram significativamente
pg/mL diferentes de NMO.
O GFAP sérico tem valor diagnéstico
limitado para diagnostico diferencial
entre neurite optica no contexto de NMO
e outras neuropatias épticas.

Schindler et al., Transtorno do Basal e acompanhamento de Basal: Niveis mais altos de GFAP estédo SIM

(2021) espectro da 12 a 14 meses HC: 67,7 pg/mL relacionados a incapacidade clinica e
neuromielite 6ptica AQP4-1gG *: 109,2 pg/mL menor tempo para novos ataques em
(NMOSD) MOG-IgG *2: 81,1 pg/mL pacientes com AQP4-IgG + NMOSD.

Watanabe et al., Distlrbios do 5,6 (0,6-11,9) NMOSD = 207,7 (IQR Nos casos de NMOSD, o sGFAP foi -

(2019) espectro da 117,7-433,7) pg/mL associado ao escore EDSS, enquanto o
neuromielite 6ptica HC =97,2 sGFAP também predisse a presenca de

(IQR 77,9-141,4) recaidas recentes.
Esclerose miltipla 7,2 (2,5-14,6) MS = 121,1 (89,6-201,0) Nos casos de MS, sGFAP foi associado -
pg/mL ao escore EDSS.
HC =97,2 sGFAP €& provavelmente um bom
(IQR 77,9-141,4) biomarcador de atividade e incapacidade
da doenca.
Holmstrom et al., Les&o medular - TSC= (mediana 38,3, Os niveis plasmaticos de GFAP néo NAO
(2020) cronica e intervalo diferiram entre o grupo de medula

deterioragdo
neurolégica

1,7-208,2 pg/mL)

espinhal presa e o grupo de controle.
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Ctrl-T = (mediana 80,8,
intervalo 7,2-348,6 pg/mL)
Ctr-R = (mediana 73,8,
intervalo 19,6-93,5 pg/mL)

Os niveis de biomarcadores GFAP foram
maiores no LCR do que no plasma. Os
niveis de GFAP no LCR podem refletir a
formacg&o continua de cicatrizes e lesédo

neuronal potencialmente responsavel
pela deterioragdo neurolégica
progressiva.

Leister et al., Lesdo da medula 1-4dias ap6s alesao HC: 36,3 pg/mL GFAP pode ser usado como diagnéstico SIM

(2021) espinhal (SCI) SCI: 9225,02 pg/mL em fases iniciais da lesdo e como

marcador de gravidade.

Xie et al., (2019) Meningoencefalite Admissao Nenhum Soro e LCR foram negativos para NAO
inflamatéria anticorpos especificos para GFAP e
autoimmune todos os outros autoanticorpos testados.

Rohlwink et al., Meningite - - Os valores séricos de GFAP nédo foram NAO

(2017) Tuberculosa maiores nos casos do que nos controles.

Pediatrica Marcadores neurolégicos ou inflamatérios
néo foram elevados no soro.

Aamodt et al., COVID-19 As amostras foram coletadas Admisséo: A GFAP foi significativamente SIM
(2021) no dia da internagéo 286,4 pg/mL relacionada a mortalidade (p=0,02).

dias 2-5 e dias 7-10 durante

a hospitalizagcéo (para

pacientes que

permaneceram internados

por mais tempo, mais

amostras foram coletadas)
Cooper et al., COVID-19 Amostras diarias de sangue COVID-19 = 272 pg/mL A proteina acida fibrilar glial plasmatica é SIM
(2020) arterial foram obtidas dos [150-555 pg/mL] duas vezes maior em pacientes com

dias 1 a 10, 14 e 21 ap6s a Controles UTI = 118 pg/mL COVID-19 critica em comparacdo com

admissao na UTI [78,5-168 pg/mL] controle controles de UTI.
De Lourencgo et COVID-19 As amostras foram coletadas 197,7 pg/mL Os niveis de GFAP estéo relacionados a SIM

al., (2021)

no dia da internagéo

resultados fatais.
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Frithiof et al., COVID-19 Amostras de plasma foram - Pacientes com COVID-19 que mais tarde -
(2021) coletadas em diferentes desenvolveram NIC/CIM tiveram GFAP
momentos no significativamente maior na fase inicial
Enfermaria de UTl, do atendimento na UTI, sugerindo seu
precocemente (<9 dias da potencial como biomarcadores preditivos
admissdo) e em estagio para NIC/CIM.
posterior Houve correlagéo significativa com o
(> 11 dias a partir da escore de amplitude motora combinada
admissao). (AMC).
Kanberg et al., COVID-19 Na apresentacao dos Leve =90,5(53,5-139) As medicdes de GFAP estdo associadas SIM
(2020) sintomas e novamente em Moderado =204 (158-341) a ativacdo/lesdo astrocitaria e podem ser
um subconjunto apés uma Grave = 206 (106—308) uma caracteristica comum em estagios
média de 11,4 dias Controle = 141 (108-207) moderados e graves de COVID-19.
pg/mL
Kanberg et al., COVID-19 As amostras foram coletadas HC : 129 pg/mL Os niveis de GFAP aumentaram nos SIM
(2021) no dia da internacgéo; Leve : 135 pg/mL grupos com doenca moderada e grave
Para pacientes Moderado : 178 pg/mL apenas na fase aguda, na amostra de
ambulatoriais, a amostra foi Grave : 232 pg/mL acompanhamento nao foram
coletada na fase aguda encontradas diferencgas.
Acompanhamento de 30-70
dias e 6 meses.
Paterson et al., COVID-19 10-33 dias ap6s o inicio dos COVID-neurolégico Os niveis de GFAP foram elevados em SIM
(2021) sintomas “central”: 112 pg/mL pacientes nos grupos neuroldgico e
COVID-neurolégico hospitalizado com COoVvID em
“periférico”: 110 pg/mL comparagdo com 0 grupo nao
Hospitalizado por COVID: hospitalizado com COVID. No entanto,
125,8 pg/mL nenhuma associagdo foi encontrada
entre 0os niveis séricos de GFAP e os
resultados da doenca.
Virhammar et al., COVID-19 - 152 (89-384) pg/L A GFAP nao se correlacionou com a

(2020)

Escala de Coma de Glasgow no
momento da puncdo lombar, porém a
pior Escala de Coma de Glasgow
correlacionou-se com a GFAP.
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Os autores observaram uma forte
correlagcdo entre os niveis de GFAP no
plasma e no LCR, sugerindo que o0s
niveis plasmaticos desses
biomarcadores sdo paralelos aos niveis
de LCR em pacientes com COVID-19.

Schulz et al., a -sinucleina (ASRD)  Apenas basal HC: 174,85 pg/mL GFAP é um possivel marcador para o NAO
(2021) PSP: 243,18 pg/mL diagndstico de DLB.

CBS: 290,42 pg/mL

DA: 376,15 pg/mL

FTD/ALS: 183,12 pg/mL

DLB: 327,6 pg/mL

MSA: 231,81 pg/mL

PD: 242,78 pg/mL
Mayer et al., Doencas Durante a internacao - A maioria das doencas neuroldgicas NAO
(2013) Neuroldgicas agudas e crbnicas, incluindo imitagdes

tipicas de acidente vascular cerebral,
nao estdo relacionadas com niveis
detectaveis de GFAP na corrente
sanguinea.

AD, Doenga de Alzheimer; TEA, transtornos do espectro do autismo; AQP4-1gG+, imunoglobulina G de aquaporina-4 positiva; ASRD, distarbios relacionados a a-sinucleina; avPPA, variante agramatica da afasia progressiva primaria; TB,
transtorno bipolar; bvFTD, variante comportamental da deméncia frontotemporal; bvFTD, deméncia frontotemporal; C9orf72, quadro de leitura aberto do cromossomo 9 72; CBS, sindrome corticobasal; IC, comprometimento cognitivo; UC,
deficiéncia cognitiva; PSP, paralisia supranuclear progressiva; CIM, miopatia da doenca critica NIC, neuropatia da doenca critica; CRION, neuropatias Opticas isoladas recidivantes cronicas; DLB/PDD, deméncia da doenca de Parkinson
com corpos de Lewy; EDSS, Escala Expandida do Estado de Incapacidade; EOAD, doenca de Alzheimer de inicio precoce; DLFT, degeneragdo lobar frontotemporal; FRDA, ataxia de Friedreich; GBM, Glioblastoma multiforme; GRN,
mutagdo genética autossomica dominante na progranulina; GCS, escala de coma de Glasgow; HC, controle saudavel; HD, doadores saudaveis; ION, neurite éptica isolada, LOAD, doenga de Alzheimer de inicio tardio; MAPT, proteina tau
associada a microtibulos; CCL, comprometimento cognitivo leve; TDM, transtorno depressivo maior; MOG-lgG+a, glicoproteina de oligodendrdcitos de mielina IgG-positivo; EM, Esclerose multipla; MSA, atrofia de mdltiplos sistemas; MSON,
neurite 6ptica de esclerose mdltipla, NMO, neuromielite éptica, DP, doenca de Parkinson sem comprometimento cognitivo; TPM, pacientes com esclerose mdltipla progressiva; CNEP, crise ndo epiléptica psicogénica; PPMS, esclerose
multipla progressiva primaria; RION, neurite 6ptica isolada recidivante, EMRR, esclerose multipla remitente recorrente; EMRR+, esclerose mdltipla recorrente-remitente durante exacerbacéo aguda, SCI, lesédo medular; sCJD, Doenca de
Creutzfeldt-Jakob Esporadica; ES, crise epiléptica, EMSP, esclerose multipla secundaria progressiva, sSvPPA, variante semantica da afasia progressiva priméaria; UCON, neurite 6ptica atipica, WD-HM, doenga de Wilson com manifestacdes

hepéticas; WD-NM, doenca de Wilson com manifestacdes neuroldgicas.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: SARS-CoV-2 infection can lead to the abnormal induction of cytokines and a dysregulated hyper-
COVID-19 inflammatory state that is implicated in disease severity and risk of death. There are several molecules present in
RAGE blood associated with immune cellular response, inflammation, and oxidative stress that could be used as
GRAR severity markers in respiratory viral infections such as COVID-19. However, there is a lack of clinical studies
COX-2 . RO ¥ = RN e M

HMGB1 evaluating the role of oxidative stress-related molecules including glial fibrillary acidic protein (GFAP), the re-

ceptor for advanced glycation end products (RAGE), high mobility group box-1 protein (HMGB1) and cyclo-
oxygenase-2 (COX-2) in COVID-19 pathogenesis.

Aim: To evaluate the role of oxidative stress-related molecules in COVID-19.

Method: An observational study with 93 Brazilian participants from September 2020 to April 2021, comprising
23 patients with COVID-19 admitted to intensive care unit (ICU), 19 outpatients with COVID-19 with mild to
moderate symptoms, 17 individuals reporting a COVID-19 history, and 34 healthy controls. Blood samples were
taken from all participants and western blot assay was used to determine the RAGE, HMGB1, GFAP, and COX-2
immunocontent.

Results: We found that GFAP levels were higher in patients with severe or critical COVID-19 compared to out-
patients (p = 0.030) and controls (p < 0.001). A significant increase in immunocontents of RAGE (p < 0.001) and
HMGBI (p < 0.001) were also found among patients admitted to the ICU compared to healthy controls, as well as
an overexpression of the inducible COX-2 (p < 0.001). In addition, we found a moderate to strong correlation
between RAGE, GFAP and HMGB1 proteins.

Conclusion: SARS-CoV-2 infection induces the upregulation of GFAP, RAGE, HMGB1, and COX-2 in patients with
the most severe forms of COVID-19.

Neurological dysfunction

1. Introduction 29.9 kb [1] packed in an envelope with four associated structural (S, E,
M, and N) and sixteen non-structural proteins (nspl — 16) [2]. There is
Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is defined primarily as a res- evidence that the SARS-CoV-2 S protein is essential for infectivity [3].

piratory disease caused by a single-stranded RNA virus known as SARS- The binding between the SARS-CoV-2 S protein and the human
CoV-2. This novel betacoronavirus has a genome size of approximately angiotensin-converting enzyme 2 (hACE2) [4], which is expressed

* Corresponding author at: MSc, PhD, Pharmacist, Laboratory of Neuroscience and Pharmacological Assays (LANEF), Physiology Department, Federal University of
Sergipe, Marechal Rondon Avenue, S/N, Rosa Elza, CEP: 49.000-100, Sao Cristévao-SE, Brazil.
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Prezado o senhor (a) estd sendo convidado a participar como voluntario do
projeto de pesquisa "Identificacdo de preditores de gravidade na COVID-19" sob
responsabilidade da pesquisadora Tatiana Rodrigues de Moura. Esse estudo sera
realizado com sangue e fezes de pessoas que foram diagnosticadas com coronavirus
e manifestaram diferentes sintomas da doenca, para avaliar como as células de
defesa do nosso corpo respondem a esta infeccdo. Queremos identificar substancias
no sangue e fezes do senhor (a) que possam ajudar no diagnostico eficiente da
COVID-19. Apos explicacdo do conteudo desse documento, o senhor (a) pode
perguntar tudo sobre a pesquisa.

O senhor (a) pode se recusar a participar ou pode desistir da participacao do
estudo a qualquer momento. Caso inicialmente o senhor (a) deseje participar,
posteriormente também esta livre para, a qualquer momento, deixar de participar da
pesquisa. Caso o senhor (a) aceite participar do estudo, o senhor (a) doara 20 mL de
sangue e 200g fezes para ser utilizado na pesquisa, hoje e daqui a 60 dias. Daqui a
60 dias entraremos em contato com o senhor (a) novamente para solicitar a segunda
coleta de sangue e fezes. Solicitamos o consentimento do senhor (a) para ligar ou ir
até a sua casa, caso seja necessario, para coletar alguma amostra que falte, antes ou
apos os 60 dias e para obter mais informacfes sobre a recuperacdo do senhor (a).
Nestes dois encontros precisaremos de algumas informacdes sobre a salude do
senhor (@), sobre os sintomas que possa estar sentindo, sobre medicamentos e
alimentacdo. A participacdo do senhor (a) nesta pesquisa ndo o impede de participar
de outra pesquisa e o senhor (a) recebera todo o suporte e tratamento adequado como
ja aconteceria independentemente desta pesquisa. E importante destacar que essa
pesquisa envolve riscos minimos. A coleta de sangue sera realizada por um
profissional que ja faz esta coleta em sua rotina e todos os profissionais que estédo
presentes no estudo sdo devidamente capacitados para evitar qualquer imprevisto
nesse momento. Caso aconteca algo, o senhor (a) tera toda assisténcia médica
gratuita necessaria. A coleta de fezes sera realizada pelo senhor (a) e os
pesquisadores Ihe orientardo de forma simples e rapida. Caso o senhor (a) esteja no
hospital, esta coleta sera realizada com ajuda de um profissional. Além disso, todas
as medidas de prevencao necessarias serdo adotadas para a protecao do senhor (a)
e para a protecdo dos profissionais envolvidos. Sera realizado um questionario e o
senhor (a) podera responder apenas aos questionamentos que nao |he causem
desconforto ou constrangimento, e o senhor (a) tém direito de retirar e ou negar a
participacdo. Este estudo ndo oferece beneficio direto ao senhor (a), mas sua
participacdo € importante pois podera ajudar na geragéo de resultados que forneceréo
informacdes para ajudar nosso pais no combate a COVID-19. Nossa pesquisa pode



86

ajudar a desenvolver medidas de controle, prevencao e tratamento desta doenca e de
futuras doencas.

O senhor (a) ndo tera custos com a participacdo no estudo e nao recebera
pagamento. A participacdo do senhor (a) € VOLUNTARIA e GRATUITA. O senhor
(a) ndo tera gastos com transporte ou alimentacdo, pois 0s pesquisadores irdo
coletar as amostras no hospital ou na sua casa. Caso seja necessario a ida do senhor
(a) ao hospital para pesquisa, 0s gastos com transporte e alimentacdo serdo pagos
pelo pesquisador. O senhor (a) tera assisténcia integral por parte dos profissionais e
pesquisadores do estudo de forma gratuita imediata caso tenham complicacdes e
danos decorrentes da pesquisa, em qualquer fase. Se senhor (0) sofrer qualquer tipo
de dano resultante de sua participacdo na Pesquisa, previsto ou ndo no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, tem direito a indenizagdo, por parte do
pesquisador ou das instituicdes envolvidas nas diferentes fases da pesquisa.

Qualquer informacdo obtida durante este estudo sera confidencial, sendo
apenas compartilhada com outros pesquisadores e membros da equipe medica do
Comité de Etica do Hospital Universitario. Embora os resultados obtidos neste estudo
sejam publicados, ndo havera na apresentacdo destes resultados meios que possam
identificar os participantes. O material biologico cedido sera armazenado e o senhor
(a) podera ser chamado para dar autorizacdo para novo(s) projeto(s). Caso isso seja
impossivel, o material biologico do senhor (a) somente sera utilizado mediante
aprovacao pelo CEP ou pela CONEP, em cumprimento a Resolucao CNS 441/2011.

Diante disto, gostariamos de convidar o senhor (a) a participar dessa pesquisa.
Caso aceite participar, por favor assine este documento nos campos indicados e caso
tenha alguma duvida ou necessidade, pode nos avisar antes de assinar. Gostariamos
de deixar claro que uma via deste documento assinada ficara com o senhor (a) e outra
via com o0 pesquisador responsavel pelo contato no seu domicilio. Além disso, o
senhor (a) e o pesquisador deverao rubricar todas as paginas desse termo.

O senhor (a) poderé solicitar mais informac¢des a qualquer momento durante o
estudo com os pesquisadores. Ou caso tenha duvidas sobre seus direitos como
participante de um estudo de pesquisa, podera entrar em contanto com o Comité de
Etica em Pesquisa Universidade Federal de Sergipe no endereco (Rua Claudio Batista
s/n% Bairro: Sanatério — Aracaju, CEP: 49.060-110, SE) ou por e-mail (cephu@urs.br)
ou por telefone e horarios para contato: (79) 3194-1208 - Segunda a Sexta-feira das
07 as 12h. O Comité de ética é o responsavel por fiscalizar para que os estudos
clinicos sejam realizados dentro do maior rigor ético, garantindo assim, a qualidade
dos resultados e a seguranca dos pacientes.

O senhor (a) esta de acordo com a nossa pesquisa e ACEITA participar do
nosso estudo, solicitamos sua assinatura aqui abaixo:

Local e data;:

Assinatura do voluntario ou responsavel:

Assinatura do Pesquisador (a):

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Profa. Dra. Cristiane Bani Correa (Celular:
(79) 988066667, email: crisbani@gmail.com). Profa. Dra. Tatiana Rodrigues de
Moura (Celular: (79) 88378130, email: tmoura.ufs@gmail.com. Prof. Dr. Ricardo
Queiroz Gurgel  (celular: (79) 9977-0480, email: ricardoggurgel@gmail.com)
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ANEXO A (Comité de Etica)

Vocé estd em: Piblico > Buscar Pesquisas Aprovadas > Detalhar Projeto de Pesguisa
DETALHAR FROJETO DE PESQUISA

= DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo Piblico: Identificago de preditores de gravidade na COVID-19
Pesquisador Responsivel: TATIANA RODRIGUES DE MOURA
Contato Pablico: TATIANA RODRIGUES DE MOURA

Condigbes de salde ou problemas estudados: COVID-19
Descritores CID - Gerais: COVID-18, virus identificado

Descritores CID - Especificos: COVID-19, virus identificado
Descritores CID - da Intervengio:

Data de Aprovagio Etica do CEPICONEP: 22/07/2020

—  DADOS DA INSTITUIGAO PROPONENTE

Nome da Instituigio: FUNDACAQ UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIFE
Cidade: ARACAJU

— DADOS DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Comité de Etica Responsavel: 5546 - Universidade Federal de Sergipe - UFS
Enderego: Rua Claudio Batista sin®

Telefone: (79)3194-7208

E-mail: cep@academico.ufs.br

= CENTRO(S) PARTICIPANTE(S) DO PROJETO DE PESGUISA

— CENTRO{S) COPARTICIPANTE(S) DO PROJETO DE PESQUISA

Votad



