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Project abstract:

Aproximadamente 14% dos pacientes com doenca pelo coronavirus 2019 (COVID-19) tem manifestacdes
graves e 6% tem evolucdo para quadros criticos, sendo a letalidade em torno de 4%. Casos graves se
manifestam ap6s 7 a 8 dias do inicio da doenca, e a progressao para a forma critica ocorre em média apds o 11°
dia de sintomas. A patogénese da COVID-19 estd relacionada a invasdo do coronavirus da sindrome respiratdria
aguda grave — 2 (SARS-CoV-2) nas células epiteliais das vias aéreas combinada com a reag@o imunoldgica do
hospedeiro. A resposta inflamatdria sistémica ndo controlada € o principal mecanismo por tras da sindrome
respiratéria aguda grave e do estado de hipercoagulabilidade. Este € atribuido ao fen6meno de imunotrombose,
cujas principais células participantes sdo mondcitos, que expressam fator tecidual, neutréfilos, que liberam
redes extracelulares compostas de DNA, enzimas e histonas (NETs) e plaquetas, através da degranulacdo e
agregacdo. O objetivo desse projeto € descrever, em um estudo longitudinal, a associag@o entre a cinética de
formacgao de NETS e de ativag@o plaquetdria durante hospitalizacdo por COVID-19 e a ocorréncia de eventos
tromboembdlicos, necessidade de ventilagdo mecanica e 6bito. Também avaliaremos a capacidade do soro dos
pacientes com COVID-19 causar a liberagdo de NETS e identificaremos drogas capazes de inibir “in vitro” o
processo de imunotrombose. Para tal, faremos o acompanhamento prospectivo de 100 pacientes com COVID-19
e dosaremos marcadores de NETs (MPO-DNA e H3 citrulinado), atividade plaquetéria (PF4 e RANTES) e
citocinas inflamatérias (TNF-Q, IL-17a, IL-6, and IL-8) em 4 tempos da hospitaliza¢do (admissao, dia +4, dia+8
e ultimo dia de internacdo). Avaliaremos a associacdo da mudanca do padrio desses marcadores com 0s
desfechos clinicos. Realizaremos ensaios de cultura de neutréfilos normais com soro de pacientes e dosaremos a
concentragdo de DNA livre no meio. Posteriormente, avaliaremos o potencial inibitério sobre liberagdo de NETs
das seguintes drogas: vardenafil, aspirina, riociguat, dipiridamole, milrinone, enoxaparina. Os resultados
permitirdo: 1. Conhecer a cinética do processo de imunotrombose ao longo do periodo de hospitalizagao por
COVID-19, identificar o momento da evolucdo da doenga em que ha maior alteracdo desse fendmeno e associa-
lo a ocorréncia de desfechos clinicos adversos; 2. Identificar drogas com potencial de inibir a liberagdo de NETs
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“in vitro”, cuja eficécia terapéutica poderé ser testada no futuro para tratamento da COVID-19 e de outras

doencas associadas a imunotrombose.
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Contribuicao das redes extracelulares de neutrofilos (NETs) e da ativagdo plaquetéria para a
imunotrombose na COVID-19 e efeito inibitdrio de substincias que aumentam os niveis
intracelulares dos nucleotideos ciclicos

« Registros de coleta dados demogréficos, dados referentes a comorbidades, caracteristicas clinicas
da doenca (tempo de sintomas, tempo de internagdo), diagndstico de eventos tromboembdlicos,
evolucdo para quadro critico (insufici€ncia respiratdria grave, sepses, faléncia de multiplos 6rgdo) e
6bito dos pacientes internados por COVID-19

« Resultados experimentias das concentracdes de marcadores de NETs (complexo DNA-MPO e
histona H3 citrulinada [H3Cit]) no soro dos pacientes em momentos seriados (admissdo, dia +4,
dia+8 e ultimo dia de internagdo)

« Resultados experimentias das concentracdes de quimiocinas de plaquetas capazes de estimular
células inflamatorias (PF4 e RANTES) no soro dos pacientes em momentos seriados (admissao, dia
+4, dia+8 e dltimo dia de internagao)

« Resultados experimentias das concentracdes de citocinas inflamatérias relacionadas a formacao de
NETs (TNF-a, IL-17a, IL-6, and IL-8) no soro dos pacientes em momentos seriados (admissdo, dia
+4, dia+8 e dltimo dia de internagio)

« Resultados experimentias da liberacdo de NETSs por neutréfilos de individuos saudaveis apos
estimulo com soro de pacientes con COVID-19

« Resultados experimentias da agregacdo e degranulacdo de plaquetas de individuos saudédveis
ap0s estimulo com soro de pacientes con COVID-19

« Resultados experimentias da liberacdo de NETs e a ativacéo plaquetéria induzidas por soro de
pacientes com COVID-19 ap6s inibigao por: vardenafil, aspirina, riociguat, dipiridamole, milrinone,

enoxaparina

Os dados demogréficos e clinicos de todos os pacientes serdo obtidos através do

levantamento de prontudrio médico eletronico. As informagdes sobre os desfechos clinicos serdo também obtidas
através de andlise do prontudrio médico. Os prontudrios médicos serdao avaliados diariamente para a detec¢do dos
desfechos clinicos. O diagnéstico de tais desfechos serd de exclusividade da equipe médica que assiste aos
pacientes, os exames clinicos, laboratoriais de rotina e de imagem serdo realizados conforme indicac¢io da equipe
médica. Os pesquisadores usarao esses dados médicos para a determinagdo da gravidade e dos desfechos da
COVID-19. Informacdes sobre o uso de medicacdes anti-inflamatorias, antivirais, antiplaquetérias e
anticoagulantes também serdo obtidas dos prontudrios.

N6s iremos documentar nossos metadados na forma de anotagdes do livro ATA do laboratério. Todos os
dados referentes aos resultados serdo anotados de forma padronizada em colunas, obedecendo-se as
unidades, abreviacdes e espacos para dados faltantes. Apds, os dados serdo transcritos em planilhas

excel e posteriormente em dataset do SPSS.

Realizaremos a coleta dos dados médicos e resultados experimentais. Aos participantes da pesquisa sera
garantida a privacidade, o anonimato e confidencialidade dos dados. A andlise de dados seré feita de forma
andnima e apenas dados demogréaficos (sexo, etnia, idade), conjuntamente com os dados sobre a

doenca, serdo descritos. Em relacdo oas resultados experimentais, neles nao sera identificado nenhum
paciente ou controle, nos referiremos apenas a "amostra de neutréfilos controles" e "amostras de
pacientes".

Os dados gerados serdo disponibilizados apenas aos pesquisadores participantes, por meio de chave de

acesso, até sua completa publicacao.



Question not answered.

Os dados serdo armazenados no formato . xlsx e em .sav, podendo ser abertos em Excel e em SPSS,
respectivamente. Os arquivos serdo mantidos no computador institucional da Pesquisadora Responsdvel, localizado
no laboratério de Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP. Serio feitos backup em nuvem dos dados, no Google
Drive institucional (UNCAMP) da Pesquisadora Responsédvel. Os dados serdo preservados por tempo

indeterminado ap6s sua publicagao.

Question not answered.

Os dados brutos obtidos no trabalho serdo mantidos por tempo indeterminado em computador institucional e

armazenados em nuvem

Question not answered.

Os dados serdo compartilhados conforme forem requeridos, podendo serem enviados aravés de link na nuvem.

Question not answered.

O gerenciamento dos dados ser4 feito pelo pesquisador responsavel

Question not answered.
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