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RESUMO
Introducéo: A pandemia de COVID-19, causada pelo betacoronavirus SARS-CoV-2, em 2019
resultou na morte de 6.886.489 pessoas pelo mundo. Os casos mais graves da doenca se
desenvolvem pela resposta inflamatéria exagerada conhecida como cytokine storm. Entre 0s
fatores de risco associado a maior necessidade hospitalizacdo e morbidade da doenca se
destacam condigcfes crénicas como a hipertensdo, diabetes e doencas cardiovasculares. A
possivel relacdo entre a COVID-19 e o diabetes esta no estado inflamatdrio crénico de baixo
grau presente neste disturbio metabdlico. As proteinas de choque térmico (Heat Shock Protein
- HSP) sdo os produtos finais de uma resposta altamente conservada entre as espécies, a resposta
ao choque térmico (Heat Shock Response — HSR), um importante mecanismo envolvido na
proteostase e nos processos anti-inflamatorios. Estudos anteriores de nosso laboratdrio ja
demonstraram que a HSR encontra-se reduzida em individuos diabéticos, levando uma piora
na resposta de resolucéo da inflamacéo e, consequentemente a niveis elevados de citocinas pro-
inflamatdrias e ao dano oxidativo. Desta forma, o estudo possui como objetivos: (a) medir a
concentracdo de HSP72 extracelular (eHSP72) em pacientes com COVID-19 grave, e comparar
com pacientes ndo-infectados, (b) comparar a resposta ao choque térmico (HSR) entre os
pacientes criticos infectados pelo SARS-CoV-2 com e sem diabetes e, (c) comparar a HSR dos
pacientes com COVID-19 grave e pacientes ndo infectados. Métodos: Para o presente estudo
foram selecionados 60 adultos, de ambos 0s sexos, gravemente enfermos com insuficiéncia
respiratoria aguda, diagnosticados com SARS-CoV-2, internados na Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Foram incluidos dois grupos com
individuos ndo-infectados de projetos anteriores para a comparacdo (saudaveis, n = 19 e
pacientes com diabetes, n = 22). Utilizamos amostras de sangue periférico para medir o
metabolismo (glicose e HbA1C), estresse oxidativo (lipoperoxidacédo e carbonilas), eHSP72 e
a HSR (in vitro). Resultados: Os pacientes com COVID-19 grave apresentaram nivel de
eHSP72 plasmatica mais alto em comparacdo com individuos saudaveis e pacientes nao-
infectados. Os individuos com COVID-19 em estado grave apresentaram uma HSR reduzida,
aléem de aumento na peroxidacdo lipidica e carbonilas. Conclusbes: Nossos resultados
demonstraram que os pacientes com COVID-19 grave possuem eHSP72 elevada e uma HSR
reduzida, independentemente da presenca de diabetes. Esses resultados auxiliam a explicar a
razdo da inflamacdo descontrolada (tempestade de citocinas) presente nesses pacientes e
fornece informagdes sobre o aumento do risco de desenvolvimento de Diabetes Mellitus Tipo

2 apos a infeccdo por SARS-CoV-2.



Palavras-chave: SARS-CoV-2. Diabetes Mellitus Tipo 2. HSP72. Inflamagéo, Resposta ao

Choque térmico.



ABSTRACT

Introduction: The COVID-19 pandemic, caused by the betacoronavirus SARS-CoV-2, in 2019
led to the death of 6.886.489 people around the world. The most severe cases of the disease
develop due to an exaggerated inflammatory response known as a cytokine storm. Among the
risk factors associated with greater need for hospitalization and disease morbidity, chronic
conditions such as hypertension, diabetes and cardiovascular disease stand out. The possible
relationship between COVID-19 and diabetes lies in the chronic low-grade inflammatory state
present in this metabolic disorder. Heat Shock Protein (HSP) are the end products of a highly
conserved response across species, the Heat Shock Response (HSR), an important mechanism
involved in proteostasis and anti-inflammatory processes. . Previous studies from our laboratory
have already shown that HSR is reduced in diabetic individuals, leading to a worsening of the
inflammation resolution response and, consequently, to elevated levels of pro-inflammatory
cytokines and oxidative damage. Thus, the study aims to: (a) measure the concentration of
extracellular HSP72 (eHSP72) in patients with severe COVID-19, and compare with uninfected
patients, (b) compare the response to heat shock (HSR) between critically ill patients infected
with SARS-CoV-2 with and without diabetes, and (c) compare the HSR of patients with severe
COVID-19 and uninfected patients. Methods: For the present study, 60 adults of both sexes,
seriously ill with acute respiratory failure, admitted to the Intensive Care Unit (ICU) of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre were selected. Two groups of uninfected individuals from
previous projects were included for comparison (healthy, n = 19 and patients with diabetes, n
= 22). We used peripheral blood samples to measure metabolism (glucose and HbA1C),
oxidative stress (lipoperoxidation and carbonyls), eHSP72 and HSR (in vitro). Results: Severe
COVID-19 patients had higher plasma eHSP72 levels compared to healthy subjects and
uninfected patients. Individuals with severe COVID-19 had a reduced HSR, in addition to an
increase in lipid peroxidation and carbonyls. Conclusions: Our results are sad that patients with
severe COVID-19 have elevated eHSP72 and a reduced HSR, regardless of the presence of
diabetes. These results help to explain the reason for the uncontrolled inflammation (cytokine
storm) present in these patients and provide information about the increased risk of developing
Type 2 Diabetes Mellitus after a SARS-CoV-2 infection.

Keywords: SARS-CoV-2. Type 2 Diabetes Mellitus. HSP72. Inflammation, Heat Shock

Response.
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1. INTRODUCAO
1.1.  VISAO GERAL DA COVID-19

Ao final do ano de 2019 ocorreu um surto de pneumonia de origem desconhecida em
Wuhan (China). Posteriormente, no inicio de 2020, descobriu-se por meio de RT-PCR e
filogenia que o patdgeno responsavel se tratava de um Betacoronavirus com estrutura de
dominio de ligacdo ao receptor semelhante a do SARS-CoV (responsavel pela Sindrome
Respiratdria Aguda Grave — SARS) (BARTLETT, 2004; GRASSELLI et al., 2020; LU et al.,
2020), sendo nomeado como Sindrome Respiratoria Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-
2 ou 2019-nCoV) pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), causando a doenca do
coronavirus (COVID-19) (ZHENG et al.,, 2020). O novo coronavirus se espalhou por
aproximadamente 200 paises e territorios levando a OMS a decretar estado de pandemia
(YUKI; FUJIOGI; KOUTSOGIANNAKI, 2020)

A COVID-19 é transmitida por meio de goticulas respiratorias e contato direto,
apresentando alta capacidade de transmissdo e amplo espectro de manifestagdes clinicas como
ocorréncias assintomaticas, febre, tosse, pneumonia viral grave com insuficiéncia respiratoria
e morte. Dentro as complicagdes mais frequentes estdo a sepse, sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA), insuficiéncia cardiaca, choque séptico e faléncia maultipla de
orgaos. Assim, entre os fatores de risco associados a maior probabilidade de hospitalizacéo e
mortalidade da doenca estdo a idade avancada e presenca de condic@es cronicas (hipertenséo,
diabetes, doengas cardiovasculares, ect.) (GUAN et al., 2020; HUANG et al., 2020; LU et al.,
2020; ZHOU, F. et al., 2020).

Até o dia 26 de marco de 2023, mundialmente 761.321.408 pessoas foram infectadas
coma COVID-19, sendo que destas 6.886.489 pessoas vieram a 6bito em decorréncia da doenca
(WHO ET AL, 2021). No Brasil em especifico, foram diagnosticados 37.319.254 casos e
700.556 6bitos desde o comeco da pandemia, 0s quais sdo distribuidos desigualmente entre suas
regibes, de forma que a regido Sudeste apresenta maior nimero de casos (14.855.889), seguida
da regido Sul (7.928.381), Nordeste (7.7336.349), Centro-Oeste (4.305.185) e Norte
(2.893.450). Entretanto, quando comparado o nimero de mortes devido a COVID-19 ha
alteracdo do ranking por regides, ficando: Sudeste (337.243), Nordeste (134.846), Sul
(110.800), Centro-Oeste (66.073) e Norte (51.594) (SAUDE, [s. d.]).
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1.1.1. Teorias de origem

Os coronavirus sdo virus encontrados em diversas espécies de animais e podem ou nao
causar doencas em seus hospedeiros. Eles séo divididos em quatro géneros distintos
dependendo de sua caracterizagdo genética e soroldgica, sendo eles: Alphacoronavirus (alpha-
CoV), Betacoronavirus (beta-CoV), Gammacoronavirus (gama-CoV) e Deltacoronavirus
(delta-CoV) (DE GROOT RJ, BAKER SC, BARIC R, ENJUANES L, GORBALENYA AE,
HOLMES KV, PERLMAN S, POON L, ROTTIER PJM, TALBOT PJ, WOO PCY, 2011).
Dentre esses géneros, 0os mais comuns em mamiferos sdo o alpha-CoV e o beta-CoV
(WERTHEIM et al., 2013). Outra caracteristica importante dos coronavirus é a sua alta taxa de
recombinacdo. A recombinacdo pode ocorrer quando animais que abrigam diferentes
coronavirus entram em contato préximo ou trocam virus, podendo haver a recombinacdo em
diversas cepas, levando a diferenciagdo (SINGH; YI, 2021). Em decorréncia da alta
recombina¢do do coronavirus, inicialmente foram levantadas algumas teorias de possiveis
origens do betacoronavirus SARS-CoV-2. Como demonstrado por ANDERSEN et al. (2020)
ndo ha nenhum sinal de manipulacdo genética humana, uma vez que as caracteristicas do virus
demonstram que o mesmo nao é derivado de nenhum backbone de virus usado anteriormente.
Entretanto, a origem e a via de transmissdo zoondtica do virus permanecem no campo da
especulacdo (BANERJEE et al., 2021).

No inicio de 2021 pesquisadores na China isolaram e sequenciaram o genoma do SARS-
CoV-2 permitindo a sua compara¢do com outras sequencias de coronavirus. Durante essas
comparacgdes pode ser visto que 96% do genoma do novo coronavirus € idéntico ao genoma do
coronavirus de morcego (WU et al., 2020; ZHOU, P. et al., 2020). Essa alta compatibilidade
entre os genomas indicam a fonte evolutiva da COVID-19, ou seja, 0 coronavirus de morcegos
pode ser um clado que evoluiu de forma independente de um ancestral comum com o SARS-
CoV-2 entre os anos de 1948 e 1982 (BONI et al., 2020). Entretanto, ainda ndo se sabe qual a
rota de transmissdo da COVID-19, se a mesma ocorreu de morcegos para humanos de forma

direta ou por meio de uma espécie animal intermediaria (BANERJEE et al., 2021).

Em uma das hipdteses levantadas o SARS-CoV-2 apresentaria como hospedeiro
reservatorio os morcegos e como hospedeiro intermediario pangolins malaios (Manis javanica).
O pangolin (mamiferos da ordem Pholidota) é uma das espécies de mamiferos mais traficada
ilegalmente, sendo suas escamas sdo usadas na medicina tradicional chinesa e sua carne como
fonte de alimento. Em amostras de pangolins coletadas entre 2017 e 2019 por meio de operagoes

anti-contrabando no sul da China e em um centro de resgate da vida selvagem foram
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identificadas duas sublinhagens de coronavirus relacionadas ao SARS-CoV-2 (LAM et al.,
2020; X1AO et al., 2020).

Outro fator interessante que corrobora com a teoria dos pangolins como hospedeiro
intermediario é a divergéncia no dominio de ligacao ao receptor (RBD) da cepa RaTG13 (96%
semelhante a cepa SARS-CoV-2) encontrada em morcegos Rhinolophus affinis, quando
comparado ao SARS-CoV-2, 0 que sugere que ele pode ndo se ligar eficientemente a enzima
conversora de angiotensina-2 (ACE-2) humano (ANDERSEN et al., 2020; ZHOU, P. et al.,
2020). Em contrapartida, o coronavirus de um pangolim tem o RBD 97,4% idéntico ao RBD
do SARS-CoV-2 (LAM et al., 2020; XIAO et al., 2020). Esses achados sugerem que 0 SARS-
CoV-2 pode ter adquirido o RBD do coronavirus de pangolins por meio da recombina¢do ou
desenvolvido essa semelhanga por meio de evolucdo convergente (BANERJEE et al., 2021).
Entretanto, como demonstrado por BANERJEE et al., (2021) (Figura 1) esta é apenas uma das
diversas teorias levantadas sobre a origem do novo coronavirus SARS-CoV-2.
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@ Pangolin SARSI-CoV
@) SARS-CoV-2
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Figura 1. Possiveis cenarios para a Origem do SARS-CoV-2. Os coronavirus
relacionados & SARS (SARSr-CoVs) tém circulado em espécies selecionadas de
morcegos. E possivel que 0 SARS-CoV-2 permanega desconhecido em morcegos (1).
Os morcegos podem espalhar CoVs dentro das populagfes de morcegos sem causar
sinais clinicos de doencga (2). Devido a fatores desconhecidos, 0s morcegos podem
ocasionalmente liberar CoVs. Os SARSr-CoVs de morcego podem infectar humanos
diretamente (5) ou por meio de um hospedeiro intermediario (3 e 4) e selecionar cepas
adaptadas a humanos, como SARS-CoV-2, por meio da evolucdo adaptativa (5;



17

cenario A). Um SARSr-CoV de morcego poderia ter evoluido para SARS-CoV-2 em
morcegos antes de se espalhar para humanos (5). Alternativamente, os SARSr-CoVs
de morcego podem infectar outras espécies intermediarias de mamiferos que ainda
precisam ser descobertas (3) e o virus pode sofrer evolugdo adaptativa nesses animais
(cenario B). Espécies de virus com aptiddo aprimorada, como SARS-CoV-2, podem
infectar humanos que estdo em contato proximo com o hospedeiro animal
intermediario (4). Os pangolins podem ter sido infectados com um SARSr-CoV de
morcego, diretamente (7) ou por meio de um hospedeiro intermediario ndo descoberto
(8), levando a eventos de recombinacéo entre SARSr-CoVs de pangolim existentes e
SARSr-CoVs de morcego para gerar SARS-CoV-2 (cenario C). O virus recombinado
poderia ter se espalhado para os humanos (9). Alternativamente, os pangolins podem
ter sido infectados com SARSr-CoVs de morcegos (6 ou 7), seguidos de evolucdo
adaptativa ou convergente (cendrio D) para gerar SARSr-CoVs e/ou SARS-CoV-2 de
pangolins. Figura criada com BioRender.com e retirada de BANERJEE et al. (2021).

1.1.2. Mecanismo de invasdo as células hospedeiras

Os coronavirus sdo formados por quatro proteinas estruturais: Spike (S), membrana,
envelope e nucleocapsideo (YUKI; FUJIOGI; KOUTSOGIANNAKI, 2020). A Spike é uma
glicoproteina transmembrana que medeia a entrada viral na celula hospedeira. Ela € composta
por duas subunidades: S1 que se liga a célula dos hospedeiro; e S2 que é responsavel pela fuséo
das membranas (CHEN et al., 2020; LETKO; MARZI; MUNSTER, 2020; YUKI; FUJIOGI;
KOUTSOGIANNAKI, 2020). As proteinas Spike recobrem o SARS-CoV-2 e apresentam na
subunidade S1 um dominio de ligacéo ao receptor (RBD) otimizado que se liga ao receptor da
enzima conversora de angiotensina-2 (ACE-2), uma proteina de membrana inativadora da
angiotensina Il (Angll), encontrada no coracao, pulmdes (pneumacitos tipo | e 1), rins e trato
gastrointestinal humano, gerando uma interacdo mais forte (ANDERSEN et al., 2020; CHEN
et al.,, 2020; HAMMING et al., 2004; HIRANO; MURAKAMI, 2020; LETKO; MARZI;
MUNSTER, 2020; VAN DEN BRAND et al., 2014)

O ciclo de vida dos virus no hospedeiro consistem em 5 etapas: fixacdo, penetracao,
biossintese, manutencdo e liberacdo (YUKI; FUJIOGI; KOUTSOGIANNAKI, 2020). Como
descrito anteriormente, 0 SARS-CoV-2 utiliza 0 mesmo receptor de entrada celular que o virus
SARS-CoV, a ACE-2 (ZHOU, P. et al., 2020). Assim, a proteina Spike vai participar dos
processos de fixacdo (subunidade S1) e penetracdo (subunidade S2) do virus SARS-CoV-2 por
meio de sua ligacdo com a ACE-2, permitindo que o genoma viral adentre a célula (CHEN et
al., 2020).

A ACE-2 ¢ altamente expressa nas células epiteliais pulmonares (HAMMING et al.,
2004), o que coincide com as lesdes pulmonares iniciais frequentemente observadas. As células

epiteliais, macrofagos alveolares e células dendriticas (DCs) sdo elementos essenciais na defesa
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inata contra infeccGes respiratorias (YOSHIKAWA et al., 2009) uma vez que as DCs e 0s
macréofagos podem fagocitar células epiteliais apoptoticas infectadas e apresentar o antigeno as
células T. Assim, as células T CD4" véo ativar as células B promovendo a producgdo de
anticorpos especificos do virus e as células T CD8" vao matar as células infectadas pelo virus
(CHANNAPPANAVAR; ZHAO; PERLMAN, 2014). Assim, a infec¢do gerada pela COVID-
19 ativa as imunidades inata e adaptativa, causando a chamada “tempestade de citocinas”. Esta
tempestade é caracterizada pelo aumento excessivo e descontrolado de citocinas pro-
inflamatorias, levando ao quadro de hiperinflamacao, faléncia multipla de 6rgdos (MEHTA et
al., 2020; ZHANG, W. et al., 2020) e linfopenia nos pacientes (ZHENG et al., 2020; ZHOU,
F. etal., 2020).

1.2. TEMPESTADE DE CITOCINAS

A tempestade de citocinas € caracterizada por um estado de liberacdo descontrolada de
uma variedade de citocinas inflamatdrias sistémicas (levando ao estado de hiperinflamacéo) e
pela hiperativacdo de células imunes, sendo intimamente relacionada ao mau prognostico em
casos de COVID-19. Essa liberacdo descontrolada e a hiperativacdo tém inicio na ligacdo da
proteina Spike com a ACE-2 por meio de eventos moleculares e da internalizacdo da ACE-2
(down regulation) mediada pelo virus (FAJGENBAUM; JUNE, 2020; KUBA et al., 2005;
MAHMUDPOUR et al., 2020; YANG et al., 2021).

A tempestade de citocinas abrange varios disturbios de desregulacdo imune
caracterizados por sintomas constitucionais, inflamacéo sistémica e disfuncdo de maltiplos
orgaos que podem levar a faléncia de multiplos 6rgaos. As citocinas por si s6 possuem tempo
de meia-vida curto, o que impede efeitos fora do tecido linfoide e locais de inflamacéo.
Entretanto, sua producdo sustentada, como no caso da tempestade de citocinas, leva a niveis
circulantes elevados, levando a hiperinflamacdo (FAJGENBAUM; JUNE, 2020).

Como ja descrito, a entrada do virus SARS-CoV-2 nas células epiteliais respiratérias
provoca uma resposta imune inicial com producdo de citocinas inflamatérias juntamente com
a fraca resposta de interferon (IFN) (HUSSMAN, 2020). Afim de esclarecer o0 mecanismo da
producdo exacerbada de citocinas, HIRANO e MURAKAMI (2020) descreveram um possivel
mecanismo da tempestade de citocinas causada pela via da angiotensina 2 (Angll) na COVID-
19. Nesse mecanismo, o proprio SARS-CoV-2 ativa o fator nuclear kB (NF-xB), e 0 aumento

plasmatico de Angll gerado pela down regulation da ACE-2 induz citocinas pré-inflamatorias,
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incluindo o TNF-a e IL-6, além de ativar o amplificador de IL-6 que por sua vez ativa 0 NF-
kB (feedback positivo). Assim, a prépria inflamacdo pulmonar grave pode induzir a
desregulacdo da via renina-angiotensina, seguida pelo desenvolvimento da sindrome do

desconforto respiratdrio agudo.

Entretanto, esse modelo descrito elucida apenas um dos possiveis caminhos para a
tempestade de citocinas na COVID-19, visto que a mesma é composta por uma rede complexa
de quatro eixos moleculares: dowregulation de ACE-2 levando a uma desregulagéo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (eixo ACE/AngllI/AT1R); atenuacdo do receptor Mas (eixo
ACE2/MasR); aumento da ativagdo de bradicinina (eixo ACE2/bradicininca BILR/DABK); e
ativacdo do sistema complemento incluindo componentes C5a e C5b-9 (MAHMUDPOUR et
al., 2020). Assim, todos esses mecanismos convergem para a elevacao dos niveis de fatores
inflamatdrios como IL-1B, IL-1, IL-6, TNF-o (HUANG et al., 2020). Além disso, 0s niveis
elevados de citocinas pro-inflamatérias juntamente com a ativacdo imune inata, estdo
associadas ao desenvolvimento do estresse oxidativo, levando a morte celular (CHERNYAK
et al., 2020).

1.3. ESTRESSE OXIDATIVO E COVID-19

O estresse oxidativo (EO) é caracterizado como o desequilibrio entre as espécies
reativas de oxigénio (EROS) (pré-oxidantes) e antioxidantes, pendendo para pré-oxidante,
levando a oxidacao de lipideos, proteinas e acidos desoxirribonucleicos (DNA) (LIEBERT;
JONES, 2006; SIES, 1997). Em condicdes fisiologicas, a oxidacdo de proteinas é em grande
parte reversivel. Entretanto, em condices patoldgicas associadas ao estresse oxidativo, como
no caso da COVID-19, a oxidacdo pode ser irreversivel, levando consequentemente a morte
celular (TOUYZ et al., 2018).

As EROS sdo moléculas e atomos instaveis que fazem ligacdes de oxirreducdao com
outros atomos e moléculas, afim de se estabilizarem (FERREIRA, A. L. A.; MATSUBARA,
1997). Elas séo originadas de por todos tipos celulares, como por exemplo musculatura lisa
vascular, células endoteliais e células mononucleares (HIGASHI et al., 2009). Quando
produzidas em grandes quantidades, as EROS podem acarretar distarbios (FINKEL, 2011).
Todavia, as EROS regulam diversas func¢Ges biolégicas como por exemplo sobrevivéncia
celular, a estimulagdo do fator de crescimento, proliferacédo e diferenciacdo, e geracdo da
resposta inflamatdria/imune (FINKEL, 2011; MITTLER, 2017; YANG et al., 2013). Assim, 0
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estresse oxidativo induz a proliferagéo celular, hipertrofia, apoptose e inflamagdo por meio da
ativacdo de vérias cascatas de sinalizacdo e fatores de transcricdo redox-sensiveis. Porém,
qualquer interrupcédo no equilibrio entre pro-oxidante e antioxidantes leva ao estresse oxidativo
e ao subsequente dano celular (CHERNYAK et al., 2020; YANG et al., 2013) nas células
musculares lisas vasculares, endoteliais e miocardicas por meio de alteragdes de genes redox,

além de sobrecarga de calcio intracelular e fragmentacdo do DNA (HIGASHI et al., 2009).

A pneumonia viral causada pela infeccdo de SARS-CoV-2 induz a superativacdo da
resposta imune nos tecidos pulmonares por meio da replicacdo viral, sendo quase sempre
acompanhado de estresse oxidativo. Entretanto, até 0 momento ainda ndo estd claro se o
COVID-19 desencadeia o estresse oxidativo no epitélio das vias aéreas (CHERNYAK et al.,
2020). Ainda assim, IMAI et al. (2008) observou que hd uma alta taxa de producdo de OxPL
(fosofolipideos oxidados) em exsudatos inflamatdrios que revestem os espacos das areas
lesadas, pneumdcitos e macrofagos alveolares de humanos infectados por SARS, além da
formacdo de malondialdeido (produto da degradacdo da peroxidacdo lipidica). Eles relatam
ainda que a producdo de EROS e de OxPL local, gerados pelo processo de estresse oxidativo,
ndo sdo apenas um subproduto do processo da doenca pulmonar, mas controlam a gravidade da

doenca.

Durante a infeccéo, as células endoteliais ativadas secretam citocinas pré-inflamatorias
e guimiocinas que recrutam células imunes para o local da inflamacdo (CHERNYAK et al.,
2020). Entre as citocinas pré-inflamatorias secretadas, esta 0 TNF-a, 0 qual ativa o fator de
transcricdo NF-xB, responsavel por controlar a expressdo de metaloproteinases de matriz
(MMPs) que quebram e ativam diversas citocinas pré-inflamatorias como, IL-1B, TNF e
TGFpB1. Além disso, 0 NF-kB controla ¢ expressao de IL-6 (CHERNYAK et al., 2020; PARKS;
WILSON; LOPEZ-BOADO, 2004).

1.4. DIABETES COMO FATOR DE RISCO PARA A COVID-19

Algumas condicdes coexistentes como hipertensao, diabetes e obesidade sdo associados
a casos mais graves de COVID-19. A relagdo entre quadros criticos de COVID-19 e a diabetes
estd possivelmente no estado inflamat6rio crénico presente nestes pacientes, aumentando o
risco de infecgdes (ENGLMEIER, 2020; FAJGENBAUM; JUNE, 2020; MULLER et al.,
2005), podendo levar a sepse (FRYDRYCH et al., 2018).
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O Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) é caracterizado por diferentes graus de resisténcia a
insulina e deficiéncia relativa na secrecdo desse hormdnio. A resisténcia a insulina ocorre por
meio da diminuicdo no numero de receptores de insulina, da falha na ligacdo horménio-
receptor, ou falha na translocacdo de GLUT 4 para a membrana (CRUZ et al., 2013). Esta
resisténcia estd intimamente associada a capacidade do estresse oxidativo e estado inflamatorio
de gerar apoptose e disfungdes nas células B-pancreéticas (MAEDLER et al., 2002; POLLACK
et al., 2016; XIE et al., 2018).

O estado inflamatdrio crénico ocorre por meio da producdo continua de citocinas pré-
inflamatorias, como TNF-o e IL-6 secretadas por macrofagos. Essas citocinas em especifico
atuam se ligando aos receptores de insulina, interrompendo as vias de sinalizacdo, causando
resisténcia a insulina (SOKOLOVA et al., 2019; XIE et al., 2018). Além disso, 0 aumento dos
niveis glicémicos e de &cidos graxos livres na DM2 induzem a uma caracteristica pro-
inflamatoria em macrdfagos que residem ou invadem o tecido adiposo, ilhotas pancreéticas e
na vasculatura (EHSES et al., 2007; NGUYEN et al., 2007; VANDANMAGSAR et al., 2011),
alem de induzir ao estresse oxidativo, provocando uma resposta inflamatoria e,
consequentemente, o aumento da secrecdo de IL-1B (BONI-SCHNETZLER et al., 2008;
MAEDLER et al., 2002; ZHOU et al., 2010). A IL-1p por sua vez, amplifica ainda mais a
inflamacdo por meio da autorregulacdo dependente do NF-xB, aumentando a expressao de
citocinas e quimiocinas, e o recrutamento de células imunes, (BONI-SCHNETZLER et al.,
2008; NGUYEN et al., 2007), gerando um ciclo vicioso sustentado.

A hiperglicemia gera, ainda, um aumento na producdo de EROS por meio de diversas
vias (DREWS; KRIPPEIT-DREWS; DUIFER, 2010; FINKEL, 2011; ZHANG, P. et al., 2020).
Com o aumentos dos niveis de EROS ha também o aumento nos niveis de marcadores de danos
ao DNA induzidos por estresse oxidativo e reducdo o0s niveis de enzimas antioxidantes
(OGUNTIBEJU, 2019). As células B sdo extremamente sensiveis ao estresse oxidativo, uma
vez que possuem baixa capacidade antioxidante. Assim, as moléculas oxidantes atuam no
metabolismo celular (inducdo de eventos-chave para a apoptose) e aumentam a expressao de
antioxidantes o que acarreta a atenuacdo dos efeitos do estresse oxidativo na funcéo das células
B por meio da regulagdo positiva de enzimas antioxidantes. Como citado anteriormente, as
células fagociticas também geram dano oxidativo as células  por meio das as EROs, espécies
reativas de nitrogénio (ERNS) e citocinas produzidas e liberadas por elas (DREWS; KRIPPEIT-
DREWS; DUIFER, 2010).
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Desta forma, a DM2 é composta por diferentes alteracfes metabolicas que acarretam a
resisténcia a insulina, havendo diversas vias causais metabdlicas. Além da producdo de
citocinas pro-inflamatorias e do estresse oxidativo ja comentadas, a DM2 afeta também vias de
resolucdo da inflamagdo, como a resposta ao choque térmico (Heat Shock Response — HSR)
(KRAUSE et al., 2015b).

1.5.  HSP70 E INFLAMACAO

A HSR é um mecanismo de defesa contra o estresse celular ndo letal (oxidativo, térmico,
isquémico, metabdlico, etc), que é iniciado pela ativacdo do fator de transcricdo heat shock
factor 1 (HSF1) (DE LEMOS MULLER et al., 2019; KRAUSE et al., 2015b). A ativagdo da
HSR ocorre logo apos os primeiros sinais inflamatorios, como o aumento da temperatura (local
ou sistémica) corporal, estimulando a producao rapidas das proteinas de choque térmico (Heat
Shock Protein — HSP), com énfase na HSP72 (DE LEMOS MULLER et al., 2019; KRAUSE
et al., 2015b; KRAUSE et al., 2015c; SINGH; HASDAY, 2013).

As HSP sdo divididas por familias de peso molecular. A HSP70 sdo as proteinas de
choque térmico mais abundantes e sensiveis, aumentando seu contetdo celular em até 2%
durante o estresse. Essa familia é constituida por proteinas com peso molecular de 70 a 78 kDa,
possuindo como principais membros: as HSP72 (72 kDa), forma induzida por estresse, e as
HSP73 (73 kDa), forma expressas constitutivamente. Durante a HSR as HSP70 evitam as
interacdes inadequadas, formacao de agregados de proteinas e degradacao de proteinas lesadas,
além de auxiliarem no redobramento de proteinas novas. Elas possuem ainda um potente efeito
anti-inflamatorio intracelular, atribuido a sua capacidade de interacdo com o complexo NF-kB,
o associando com seu inibidor IxB, impedindo a transcricdo de citocinas pro-inflamatérias e
melhorando a sensibilidade a insulina (BORGES et al., 2013; KRAUSE et al., 2015b; NOBLE;
MILNE; MELLING, 2008; TANG et al., 2013). Aléem das fungdes descritas acima, a HSP72
atua ainda na inibindo a ativacdo da JNK (ARCHER; VON SCHULZE; GEIGER, 2018)
(impedindo a fosforilacdo dos receptores de insulina) (KRAUSE et al., 2015c) e o estresse
oxidativo, combatendo o aumento da sintese de EROS, oxidacdo de proteinas, oxidacdo do
DNA e peroxidacdo lipidica, gerados pela diabetes, inibindo a apoptose e a inflamacao
(KARUNAKARAN; PARK, 2013; KRAUSE et al.,, 2015b). Entretanto, o efeito anti-
inflamatério das HSP70 € dependente do local onde elas se encontram. Desta formas as HSP70

intracelular (IHSP70) sdo associadas ao efeito anti-inflamatdrio, enquanto as HSP70 presentes
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no meio extracelular (eHSP70) estdo relacionadas a fungdo pré-inflamatdria, gerando uma
inflamacéo local e sistémica (KRAUSE et al., 2015c).

As HSP70 podem ser secretada na forma livre ou em vesiculas (exossomos) por diversos
tipos de células (CALDERWOOD; GONG; MURSHID, 2016), além de vazarem para fora de
células que sofrem morte necrotica, mas ndo apoptotica. No meio extracelular, as eHSP70
interagem com células efetoras imunes, como por exemplo células dendriticas e células natural
killers (NK), orquestrando a resposta imune (BASU et al., 2000; BOTZLER et al., 1998), e
estimulam a liberacdo citocinas pré-inflamatorias, como 1L-1p, TNF-a e IL-12 por macrofagos
(ASEA et al., 2000; BASU et al., 2000; JOHNSON; FLESHNER, 2006), o recrutamento de
células NK (HORN et al.,, 2007), a capacidade neutrofilica (ORTEGA et al., 2009) e
quimiotaxia (ORTEGA et al., 2006). Desta forma, as eHSP70 atuam como moléculas
associadas a danos padrdes (DAMPS), ligando-se a receptores de reconhecimento de padrdo
(PRR), como por exemplo o receptor Toll-like 2 (TLR2) e 4 (TLR4), desencadeando cascatas
de sinalizacdo inflamatdrias que ativam a proteina NF-xB, induzindo mudancas na expressao
génica e iniciando a resposta imune inata (CALDERWOOD; GONG; MURSHID, 2016;
CALDERWOOD; MURSHID; GONG, 2012; DE MAIO, 2011). Assim, as HSP70 atuam como
um sinal de perigo para o sistema imune, ativando 0s mecanismos imunes inatos e inflamatorios
antes do contato com o antigeno (FLESHNER; CAMPISI; JOHNSON, 2003).

1.6. HSP70 E DIABETES

A expressdo e a liberacao das proteinas de choque térmico é um importante mecanismo
inflamatério (HIRSCH; HECK, 2022). Entretanto, individuos com DM2 apresentam alteracéo
da HSR (razdo eHSP72/iHSP72), a qual é associada ao estado inflamatdrio crénico. Sendo
assim, apresentam niveis elevados de eHSP72 (efeito pré-inflamat6rio) quando comparados
com individuos saudaveis (MAHMOUD et al., 2018) e diminuicdo de iHSP72 (BRUCE et al.,
2003; DE LEMOS MULLER et al., 2018; KURUCZ et al., 2002; RODRIGUES-KRAUSE et
al., 2012).

As eHSP72 presentes no plasma se ligam as células por meio dos receptores TLR2 e
TLR4 (CALDERWOOD; GONG; MURSHID, 2016; CALDERWOOD; MURSHID; GONG,
2012; DE MAIQ, 2011; SEARS; KIM, 2010). O TLR4 é um importante mediador da resisténcia
a insulina, contribuindo para a resisténcia por meio de sua ativacdo por ligantes exdgenos ou

enddgenos. Quando ativado, ele excita por diferentes vias as quinases pro-inflamatérias INK
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(isoformas 1, 2 e 3), IKK e NF-«B, inibindo a fosforilagdo do receptor de insulina (IRS) e
estimulando a transcricdo de genes pro-inflamatérios (citocinas, quimiocinas e EROS)
dessensibilizando a insulina também dentro da propria célula alvo e em outras células (efeito
parécrino e sistémico). Além disso, a ativacdo do TLR4 ativa vias de producao excessiva de
oxido nitrico (NO) (KRAUSE et al., 2015b; KRAUSE et al., 2015c; SEARS; KIM, 2010).

Embora muitos mecanismo possam contribuir para o desenvolvimento da resisténcia a
insulina, a JNK exerce um papel central nessa condi¢cdo (DE OLIVEIRA et al., 2022). Isso
porque a ativagdo das isoformas JNK1 e JNK2 induzem trés mecanismos que resultam na
resisténcia a insulina, sendo eles: (a) fosforilagdo do receptor de insulina da proteina de
transducdo de sinal (IRS-1), (b) promocdo da inflamagdo metabélica através da ativacdo de
macrofagos, (c) e regulacdo negativa do eixo PPARa-FGF21 (SOLINAS; BECATTINI, 2017).
A ativacdo da JNK leva, ainda, ao aumento da producédo de EROS (KRAUSE et al., 2015c¢),
influenciando positivamente a inflamacdo via NF-xB, gerando mais inflamagdo, EROS e
eHSP70, sustentando o ciclo vicioso inflamatério (DE OLIVEIRA et al., 2022). A ativacao das
vias NF-kB e JNK levam também a inibigdo da sinalizacdo da Akt permitindo a ativacdo de
glicogénio sintase quinase-3f (GSK-3B), um importante inibidor da ativa¢ao do HSFI,
reduzindo a sintese de HSPs (CANGERI DI NASO et al., 2015). Essa reducdo leva uma
resposta reduzida a estresses nao letais, deixando a célula mais suscetivel a danos provenientes
de espécies reativas (EROS e ERNS), os quais possuem niveis elevados em individuos com

hiperglicemia (glicotoxicidade) e inflamagéo, como no estado da DM2.

Devido ao aumento na demanda de insulina causada pela hiperglicemia crénica na DM2,
as c€lulas P apresentam aumento de sintese proteica podendo levar a resposta de proteina
desdobrada/mal dobradas (UPR) e ao estresse do reticulo endoplasmatico (RE). Porém, como
0s niveis de iHPS70 estdo reduzidos, o suprimento de chaperonas para 0 enovelamento
apropriado de proteinas recém-sintetizada néo ¢ o suficiente, causando disfungdo das células 3,
perpetuacdo da inflamacéo e aumento do risco de apoptose (HUANG; XIE; LIU, 2014). Desta
forma, a liberacdo de eHSP70 leva a reducdo dos niveis da HSR, disfuncdes metabdlicas e perda
de integridade celular (KRAUSE et al., 2014; KRAUSE, et al., 2015c).

1.7. HSR, DIABETES E COVID-19

Entre os grupos de risco para o desenvolvimento da COVID-19 grave estdo doencas

cronicas como hipertenséo, diabetes e doencas cardiovasculares (GRASSELLI et al., 2020;
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ZHOU, F. et al., 2020). E interessante salientar que todos apresentam resisténcia a insulina
(NEWSHOLME et al., 2010). No caso de individuos diabéticos, sua maior propensdo a
hospitalizagdo e mortalidade pode estar relacionada com o comprometimento da resposta imune
causada pela disfuncdo metabdlica crénica (BENFIELD; JENSEN; NORDESTGAARD, 2007;
EMERGING; FACTORS, 2011; FRYDRYCH et al., 2018). Um ponto comum sugerido entre
doencas metabdlicas e a COVID-19 € o estado inflamatério e a incapacidade de induzir sua
resolucdo (KRAUSE; GERCHMAN; FRIEDMAN, 2020).

A HSR é uma importante via na proteostase e adaptacdo ao estresse normal (DE LEMOS
MULLER et al., 2019). Porém, individuos com doengas metabdlicas, como o diabetes, essa
resposta estd reduzida (DE LEMOS MULLER et al., 2018). Desta forma, estes individuos
apresentam uma resposta a inflamacéo prejudicada, permitindo que a inflamacéo se espalhe por
todos os tecidos, aumentando a taxa de complicacfes de pacientes, como os infectados por
SARS-CoV-2 (DE LEMOS MULLER et al., 2018; KRAUSE et al., 2015b). Isso ocorre porque
nesses individuos ha uma sinalizacdo de insulina prejudicada, resultando na manutencdo da
funcdo da enzima GSK-38 ¢ inibi¢ao da ativagdo do HSF1, que tem como efeito a reducdo da
HSR (BIJUR; DE SARNO; JOPE, 2000; CANGERI DI NASO et al., 2015; DE LEMOS
MULLER et al.,, 2018; RODRIGUES-KRAUSE et al., 2012). Além disso, diabético
apresentam uma inflamacéo de baixo grau, ou seja, os niveis de mediadores inflamatorios como,
TNF-a, IL-6 e IL-1pB, ficam cronicamente elevados (SOKOLOVA et al., 2019; XIE et al.,
2018).

A infeccdo por SARS-CoV-2 ativa a resposta imune adaptativa e inata, levando a
tempestade de citocinas (MEHTA et al., 2020; ZHANG, W. et al., 2020). A alta expressao de
citocinas pro-inflamatérias como 0 TNF-a, levam a ativagdo da JNK, que por sua vez leva a
inativacdao de receptores de insulina (CHUNG et al., 2008) e, eventualmente, a resisténcia a
insulina (NEWSHOLME et al., 2010). A expressdao de TNF-o também ativa proteinas e
enzimas que iniciam a producdo de EROS e ERNS (NEWSHOLME; KRAUSE, 2012). Além
disso, a expressdo de TNF-a e ativacdo da JNK, seja pela infecgdo por SARS-CoV-2 ou pela
inflamacéo de baixo grau presente nos diabéticos, pode reprimir transitoriamente a ativacao do
HSF1 e fosforilar o HSF1 em seu dominio regulador, causando sua supressao (DAl et al., 2000).
Assim, tanto diabéticos quanto infectados por SARS-CoV-2 possuem mecanismo que atuam
sobre a sinalizagdo insulinica, levando a uma resisténcia a insulina prejudicando a resolucédo da

inflamac&o por meio da diminuicdo da HSR (Figura 2).
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Figura 2. Resposta ao choque térmico no estado saudavel e no estado resistente a insulina.
enzima GSK-3p (por fosforilagdo). Nesse caso, a ativagdo do HSR, quando estimulado, é
normal e 0 HSP72 pode manter a inibicdo do NF-kB, portanto, um equilibrio inflamatdrio.
A obesidade (expansdo do tecido adiposo) e a inatividade fisica iniciam uma inflamagéo
cronica de baixo grau que se espalha para todos os tecidos. Os mediadores inflamatérios
(citocinas, ligantes de TLR e outros) podem induzir a ativagdo de NF-kB e JNK, levando a
superproducdo de EROS/ERNS (pelo aumento da atividade e expressdo de enzimas
inflamatdrias) e inibicdo da sinalizacdo da insulina. Na presenca de resisténcia & insulina,
GSK-3p torna-se ativado e inibe a atividade e expressdo de HSF1, resultando em um HSR
atenuado. Nessa circunstancia, a ndo inibicdo do NF-kB resulta na amplificacdo da
inflamacdo e a ndo resolucéo, causando um ciclo inflamatério vicioso. A terapia de calor
(imerséo em 4gua quente ou sauna) e o exercicio podem ativar a HSR e melhorar a sinaliza¢éo
e a inflamacéo da insulina. Duas possiveis terapias alternativas que podem ser aplicadas para
restaurar a HSR e reduzir a inflamacéo em pacientes infectados com SARS-CoV-2 sdo 0 uso
racional de drogas antipiréticas (permitindo aumentos de temperatura, melhorando assim a
HSR) e o uso de drogas ativadoras de HSR, como o BGP-15. Figura e legenda retiradas de
KRAUSE; GERCHMAN; FRIEDMAN, (2020).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando o papel fundamental da HSR (com o aumento consequente das HSP72)
na resolucdo da inflamacdo e o fato desta estar reduzida em individuos com resisténcia a
insulina, este estudo teve como objetivo principal testar a HSR em pacientes diabéticos
infectados com SARS-CoV-2 e comparad-la com a de individuos sem diabetes. Os dados
apresentados nessa dissertacdo estdo publicados no periddico Biolecules (BORGES RUSSO et
al., 2022) (Anexo ).

3. HIPOTESE
3.1. HIPOTESE NULA

Os pacientes diabéticos infectados por SARS-CoV-2 terdo menor resposta ao choque

térmico e maior contetido de eHSP72.

3.2. HIPOTESE ALTERNATIVA

Os pacientes diabéticos infectados por SARS-CoV-2 ndo terdo menor resposta ao

choque térmico e maior conteudo de eHSP72.

4. OBJETIVO
41. OBJETIVO GERAL

Comparar a avaliacdo da Resposta ao Choque Térmico (HSR) e marcadores de dano
oxidativo em pacientes com SARS-CoV-2 com e sem diabetes tipo 2, admitidos na unidade de
terapia intensiva (UTI) no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) gravemente enfermos
com amostras congeladas de individuos com e sem diabetes tipo 2 ndo infectados com SARS-

CoV-2 de estudos anteriores.

4.2. OBIJETIVO ESPECIFICO

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

a) Quantificar a concentracdo de HSP72 extracelular;
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b) Auvaliar a resposta ao choque térmico dos pacientes;
c) Auvaliar a peroxidacdo lipidica no plasma;
d) Mensurar o dano a proteinas plasmaticas.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1. SELECAO DA AMOSTRA

Neste estudo foram admitidos pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) do Hospital de clinicas de Porto Alegre (HCPA) e submissdo a intubacdo orotraqueal e
ventilagdo mecanica (VM) com tempo inferior a 48h. Os pacientes deveriam ter idade > 18
anos, serem infectados por SARS-CoV-2 confirmada através do ensaio de ReagOes da Cadeia
em Polimerase (RT-PCR) a partir de esfregagos nasais e faringeos. Os critérios de excluséo
foram: doenca renal cronica em diélise; cirrose Child-Pugh B ou C; uso de corticosterdides
crénicos; hipercortisolismo; insuficiéncia adrenal; transplante de 6rgdos sélidos; cirurgia
gastrica ou ressec¢do do intestino delgado (incluindo cirurgia bariatrica); diminuicdo da
absorcdo intestinal; expectativa de vida inferior a 24h; gravidez ou amamentacéo; e participacéo

de grupos de intervencdo de outros estudos.

5.2. PROCEDIMENTOS E COLETA DE SANGUE

Apos a admissdo, intubacdo e ventilacdo, os responsaveis pelos possiveis pacientes do
estudo foram contatados. Havendo a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo I1) pelo representante legal, até 72h apds a admissdo na UTI foram realizadas
coletas de amostras de sangue por meio de cateteres centrais e armazenadas em tubos
Vacutainer™ revestidos com EDTA em trés tubos individuais, utilizando técnicas assépticas
padrdo. Apds a coleta, um tubo foi separado para a analise de eHSP72, TBARS, carbonilas e
proteinas no plasma basal. Os outros dois tubos foram incubados a 37° ou 42°C a realizacdo do
teste de resposta ao choque térmico e posterior retirada do plasma para a medida de eHSP72
liberada em cada temperatura. Para a obtencdo do plasma, o sangue foi centrifugado a 1502 g
por 10min a 4°C. O plasma coletado foi acondicionado em eppendorfs de 1,5 mL em
ultrafreezer com temperatura de -80°C para posterior analise. Ja as caracteristicas basicas dos
pacientes, como idade, sexo, comorbidades e medicamentos utilizados foram coletadas dos

prontudrios médicos eletrénicos e da familia do paciente quando necessério. A defini¢cdo do
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diabetes se deu por meio de diagnostico pré-venoso, uso atual de medicamentos
antihiperglicémicos, ou um valor de hemoglobina glicada (HbA1c) de admisséo (A1C) > 6,5%
(48 mmol/mol). Sendo que a HbAlc foi medida por HPLC (variante Il Turbo) e expressa como
porcentagem da hemoglobina total para HbAlc. Além disso, para fins de comparagdo entre
grupos, foram utilizadas ainda amostras congeladas de individuos saudaveis e com diabetes tipo
2 de estudos anteriores (DE LEMOS MULLER etal., 2018; FAYH et al., 2018; RODRIGUES-
KRAUSE et al., 2012). Desta forma, foram originados 4 grupos: Control (grupo controle néo
infectado, n = 19) (C), Diabetics (diabetes ndo infectado, n = 22) (DMT2), COVID-19 Control
(n = 27) (CC) e COVID-19 Diabetics (n = 32) (DMT2+COVID). Todos os grupos foram

analisados utilizando a mesma metodologia.

53. CALCULO AMOSTRAL

O presente trabalho foi realizado com um grupo de pacientes recrutados do trabalho
guarda-chuva “Efeito de anormalidades metabolicas sobre a morbimortalidade relacionada a
infeccdo pelo SARS-CoV-2 em pacientes internados em hospital de referéncia para o estado do
Rio Grande do Sul”, do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Este, utilizou tamanho amostral
de 420 pacientes (pacote EnvStats, versdo 2.3.1, software R, para detectar diferenca na
mortalidade entre grupos, UTI sem diabetes x UTI com diabetes, com um poder de 80% e um
erro de 5%, considerando 10% como faltando devido a erros de dosagem). No presente projeto,
para a avaliacdo da HSR, eHSP72 e dano oxidativo, foram coletadas amostras de sangue de 60

pacientes consecutivos.

5.4. TESTE DE RESPOSTA AO CHOQUE TERMICO

O teste de resposta ao choque térmico foi realizado conforme descrito por DE LEMOS
MULLER et al. (2018). Assim, ap0s a coleta, os tubos contendo o sangue total dos pacientes
foram imediatamente incubados a duas temperaturas 37°C (temperatura controle) e 42°C
(temperatura de estresse térmico) durante 2 h em banho-maria, com agitacdo leve a cada 15
min. Apds a incubacdo, o sangue total foi centrifugado a 1502 g por 10 min, permitindo a
separagdo do plasma para a analise direta de HSP72 extracelular. Para demonstrar a resposta ao
choque térmico (HSR), serd utilizado o delta da concentragdo de HSP72 entre sangue incubado
a 37°C e a 42°C.
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5.5. QUANTIFICACAO DE HSP72 EXTRACELULAR

Para a quantificacdo das proteinas de choque térmico de 72 kDa extracelular foi
utilizado um kit de enzyme-linked immunosorbet assay (ELISA) (EKS-715, Stressgen, Victoria,
BC, Canadd), conforme descrito anteriormente (KRAUSE et al., 2014). Para a quantificacao da
concentracdo de HSP72 foi utilizada uma curva padrdo a partir de diluigdes conhecidas de
HSP72. Tanto as amostras, quanto a curva padréo foram lidas em uma leitora de microplacas
(Multiskan Go, ThermoScientific, Waltham, MA, EUA) a 450nm.

5.6. AVALIACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA

A peroxidagéo lipidica foi avaliada conforme descrito por DE SOUZA et al., (2018),
sendo utilizado o principio a reagédo entre as extremidades aldeidicas dos lipoperdxidos com o
acido tiobarbitdrico (TBA). Desta forma, para a quantificacdo foram utilizadas substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Para tanto, as amostras de plasma foram
centrifugadas a 12060rpm a 4°C por 10min, apos foi retirado 250uL de sobrenadante da amostra
centrifugada, acrescido 10pL de butilhidroxitolueno (BHT) a 4,5mM e 200uL de acido
tricloroacético (TCA) a 30%. Apos, a solucdo de amostra mais reagentes, foi colocada em
banho-maria fervente por 15min, centrifugada a 15.000 g em temperatura ambiente por 2 min.
400uL de sobrenadante foram retirados desta solucédo, sendo adicionado 400uL de TBA 0,73%
e posto em banho-maria fervente por 30min. As amostras retiradas do banho-maria foram
pipetadas em duplicatas (200 pL em cada po¢o) em placa de 96 pocos, sendo lidas a 540 nm
em leitor de microplacas (Multiskan Go, ThermoScientific, Waltham, MA, EUA). O resultado

da concentracdo de MDA na amostra foi dado em nmol/mL.

5.7.  QUANTIFICACAO DO DANO A PROTEINAS

O dano as proteinas foi medido por meio da técnica de carbonila, sendo quantificado
por meio de espectrofotometria como anteriormente descrito (DALLE-DONNE et al., 2003).
Desta forma, foram utilizados 2 eppendorfs (branco e teste) contendo 500uL de amostra, sendo
adicionado em cada eppendorf 500uL de TCA 40% e posteriormente agitados no vortex e
incubados em gelo por 30min. Apos a incubagdo foram centrifugados a 15.000 g por 5 min a
4°C, descartados o0s sobrenadantes e ressuspendidos os pellets, adicionando-se 500uL de HCI

2N no eppendorf do branco e DNPH 10 mM no eppendorf de teste. Por seguinte, ambos
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eppendorfs foram incubados por 1h, sendo vortexados a cada 10min. Apds o tempo de
incubacéo, foi acrescido ao conteido dos eppendorfs 500uL de TCA 40%, seguido de agitacao,
centrifugacdo a 15.000 g por 5min a 4°C e descarte de sobrenadante. A seguir foi adicionado
800uL de TCA 20%, seguido de centrifugacdo e descarte de sobrenadante. Depois foram
realizadas trés lavagens com solucdo etanol/acido de etila (1:1). Apds as lavagens, os pellets
foram ressuspendidos e dissolvidos em cloridrato de guanidina (6M) a 37°C, sendo incubado
em banho-maria a 37°C por 15 min passando no vortex a cada minuto. Apos, as amostras foram
lidas as absorbancias em 366nm utilizando cubeta de quartzo. Assim, primeiramente foi lido o
branco/controle e depois o teste da amostra. O dano as proteinas foram expressos em nmol/mg

de proteina.

5.8. QUANTIFICACAO DE PROTEINAS PLASMATICA

A quantificagéo de proteinas do plasma sanguineo foi realizada por meio da técnica de
Bradford (BRADFORD, 1976). Assim, as amostras (diluicdo 1:80) e a curva padrédo foram
pipetadas (10pL) em duplicata em placa de 96 pocos, sendo acrescido a cada pogo 200uL de
solucéo de cor. Apds foi realizada a leitura da absorbancia da placa em leitor de microplacas
(Multiskan Go, ThermoScientific, Waltham, MA, EUA) a 595nm. A leitura de absorbancia foi
utilizada para calcular a concentracédo de proteina na amostra, usando como referéncia a curva
padrdo. A quantificacdo de proteinas foi utilizada para calcular o dano as proteinas, por meio

da técnica de carbonila.

59. ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categdricas foram expressas em porcentagem. Dependendo da distribuicao
da variavel, os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) ou mediana [P25-
P75]. Os grupos foram comparados utilizando anélise de variancia unidirecional com o teste de
Kruskal-Wallis seguido de pos-hoc de Bonferroni, ou teste de qui-quadrado, conforme o caso.
Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. As analises
estatisticas foram realizadas usando SPSS, versao 23.0 (Armonk, NY, EUA). O coeficiente de
correlacdo de ordem de classificacdo (r) de Spearman foi utilizado para determinar a correlagédo
entre eHSP72 e HSR.
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5.10. ASPECTOS ETICOS

Este estudo teve a aprovagdo do Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegres (CAAE 32962620600005327 e FIPE-HCPA 2020-0218) e os procedimentos do estudo
ocorreram de acordo com a Declaragéo de Helsinque.

6. RESULTADOS
6.1. CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

Como demonstra a Tabela 1, as caracteristicas gerais dos pacientes com COVID-19 em
estagio grave. N&o foi vista diferenca significativa para idade, peso e indice de massa corporal
(IMC) entre os pacientes criticos com COVID-19 (controle infectado versus diabetes
infectado). Porém, assim como esperado, a glicemia e o HbA1C foram maiores no grupo
DMT2+COVID.

Tabela 1. Caracteristicas dos sujeitos.

Caracteristicas do COVID-19 Control COVID-19 Diabetics

Paciente (n=27) (n=132) p Valor
Sexo (M/F) (13/14) (18/14)

Idade (anos) 58.2 +13.5 63.5+11.2 p=0.522
Massa corporal (Kg) 90.8 +18.42 89.3+ 20 p=0.762
IMC (KG/m?) 33+6.7 336+7.9 p=0.631
Glicemia (mg/dL) 171 +48 235 + 79* p= 0.006
HbA1C (%) 59+05 8.9+ 2.2 p< 0.0001

#Quando ha diferenca entre os grupos COVID-19 Control e COVID-19 Diabetics. Dados expressos como nimeros
absolutos, média + DP.
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6.2. CARACTERIZACAO DOS GRUPOS

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas dos sujeitos de cada grupo. Nela é possivel
identificar que os pacientes infectados mesmo sem um diagndstico prévio de diabetes e HbA1C
< 6,5% apresentaram hiperglicemia significativa. Este fato se deve muito provavelmente a
hiperglicemia de estresse (> 140 mg/mL). Junto a isto, os pacientes infectados pelo SARS-CoV-
2 com diabetes também apresentaram valores mais altos de glicose sérica quando comparados
a individuos ndo infectados com diabetes. Além disso, os pacientes em estado grave com
COVID-19 apresentaram IMC mais alto, o que demonstra prevaléncia a obesidade,
independente da presenca ou ndo de diabetes. Essa prevaléncia pode indicar a presenca de
resisténcia a insulina, podendo explicar também a hiperglicemia e os niveis de HbA1C dentro
deste grupo.

Tabela 2. Caracteristicas dos sujeitos.

. . COVID-19
gar_actfristicas do Control Diabetics COVID-19 Control Diabetics
aciente = = =

(n=19) (n=22) (n=27) (n=32)
Sexo (M/F) - - (13/14) (18/14)
Idade (anos) 54.5+8.3 68.9+7.8 58.2 +13.5 63.5+11.2
'(\gs)sa corporal 68.1+9.3 79.12+10.8 90.8 + 18.42* 89.3 + 20*
Altura (m) 1.63+0.08 1.66+0.8 1.66+0.1 1.67+0.1
IMC (Kg/m?) 256+25 28.7+3.1 33+6.7* 33.6+7.9*
Glicemia (mg/dL) 1025+124 133.1+214 171.1 +48.38*+ 235.7 £ 79.4*#
HbALC (%) - 6.75+0.6 5.94 +0.51 8.9+22#

* Quando diferente do grupo controle ndo infectado. * Quando diferente do grupo diabetics. # Quando diferente do
grupo COVID-19 control. Dados expressos como nimero absoluto ou média + DP.
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6.3. CONCENTRACAO PLASMATICA DE HSP 72 EXTRACELULAR EM PACIENTE
EM ESTADO GRAVE COM COVID-19

Né&o foram encontradas diferencas estatisticas entre pacientes criticos com COVID-19
para eHSP72 (0,453 £ 0,202 vs. 0,547 + 0,253 ng/mL) (Figura 2). Curiosamente, foi detectada
uma correlacdo positiva entre eHSP72 e HbALC (r = 0,394, p = 0,0042) em pacientes
gravemente enfermos com COVID-109.
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Figura 3. Comparacdo plasmatica de eHSP72 entre pacientes criticos com COVID-19 com e sem diabetes.
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6.4. COMPARACAO PLASMATICA DE HSP72 ENTRE DIFERENTES GRUPOS

Como era esperado haver uma diferenca entre os niveis de eHSP72 entre 0s grupos
COVID-19 e DMTS+COQOVID-19, decidimos comparar 0s resultados com outros grupos de
estudos anteriores. Assim, para fins de comparacdo com uma condicdo ja conhecida pela
inflamacdo e elevada concentracgdo plasmatica de eHSP72, incluimos o grupo C (n=19), DMT?2
(n = 22) e um grupo com criangas/adolescentes com leucemia linfoblastica aguda (ALL) (n =
16), . Como demonstrado na Figura 4, utilizamos a comparacdo entre quatro grupos. Desta
forma, houve a unido entre os pacientes criticos infectados por SARS-CoV-2 (com e sem
diabetes), formando o grupo COVID-109.

O grupo COVID-19 apresentou elevacdo das concentracGes plasmaticas de HSP72
(0,486 £ 0,23 ng/mL) quando comparado com os grupos C (0,096 + 0,06 ng/mL) e DMT2
(0,198 + 0,05 ng/mL). Entretanto, quando comparado com o os pacientes do ALL (1,53 +0,94
ng/mL), os individuos com COVID-19 apresentam niveis mais baixos de eHSP72.
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Figura 4. Comparagdo da concentragdo plasmética de eHSP72 entre pacientes criticos com COVID-19 grave,
individuos saudaveis ndo infectados, pacientes ndo infectados com diabetes e pacientes com leucemia linfoblastica
aguda (ALL). " Quando diferente do grupo control (healthy). + Quando diferente de pacientes do grupo diabetic. *
quando diferente dos pacientes infectados por covid-19. ¥ Quando diferente do grupo ALL. p < 0,005. Dados
expressos como média + D.P.
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6.5. COMPARACAO DA RESPOSTA AO CHOQUE TERMICO

Como revela a Figura 5, o grupo C composto por individuos saudaveis sem diabetes
apresentam uma HSR preservada, como demonstrado em estudo anterior. (CANGERI DI
NASO et al., 2015). Entretanto, a infeccdo por SARS-CoV-2 em pacientes gravemente

enfermos, diminui a HRS mesmo na auséncia de diabetes.

HSR (Variation from 37 °C to 42 °C eHSP70)

Figura 5. Comparacdo da resposta ao chogue térmico entre pacientes criticos infectados com COVID-19 com e
sem diabetes, individuos saudaveis néo infectados com COVID-19 e diabéticos ndo infectados com COVID-19.
A diferenca entre a concentracdo de eHSP72 do sangue incubado a 37°C e a 42°C é utilizada como indice da
resposta ao choque térmico (HSR). * Quando diferente da individuos saudaveis ndo infectados com COVID-19
(control). p< 0.05. Dados expressos como media + DP.
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6.6. DANO OXIDATIVO

As Figuras 6 e 7 demonstram que os pacientes com COVID-19 grave apresentam um
aumento dos danos oxidativos (lipidico e proteico) quando comparados ao grupo saudavel (C).
N&o havendo diferenca entre controle infectado com COVID-19 e diabetes infectado com
COVID-19.

. *p < 0,0001 .
30 . *p < 0,0001
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Figura 6. Comparacéo de dano lipidico entre pacientes criticos com COVID-19 com e sem diabetes, e individuos
ndo infectados por COVID-19. * Quando diferente de individuos saudaveis ndo infectados com COVID-19
(control). Teste de Kruskal-Walis. p< 0.05. Dados expressos como mediana e intervalo interquartil.
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Figura 7. Comparacdo de dano a proteinas entre pacientes criticos com COVID-19 com e sem diabetes, e
individuos ndo infectados por COVID-19. * Quando diferente de individuos saudaveis ndo infectados com
COVID-19 (control). Teste de Kruskal-Walis. p< 0.05. Dados expressos como mediana e intervalo interquartil.

7. DISCUSSAO

O estudo apresentado foi o primeiro a medir a concentracdo basal de HSP72 e a HSR
em pacientes criticos infectados por SARS-CoV-2, com e sem diabetes. Como principais
conclusdes temos: a) a concentracdo plasmatica de eHSP72 apresenta niveis elevados em
pacientes criticos com COVID-19, entretanto, menores gque 0s niveis observados em pacientes
com ALL, b) ha uma reducdo da HSR em pacientes com COVID-19 grave quando comparada
com a HRS de individuos saudaveis, independentemente da presenca ou ndo de diabetes e c) 0s
pacientes criticos infectados com SARS-CoV-2 apresentam niveis mais altos de peroxidacéo

lipidica e danos a proteina que individuos saudaveis, independentemente do estado glicémico.

Como relatado anteriormente neste estudo, individuos com inflamacdo crénica e
estresse oxidativo, como pacientes de Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) (OGLESBEE et al.,
2005) e DM2 apresentam niveis mais altos de eHSP72 (MAHMOUD et al., 2018), assim como
0s observados nos pacientes com COVID-19. Essa alteracdo na concentracdo de eHSP72 é
correlacionada com marcadores de inflamacdo, como proteina C reativa, contagem de
mondcitos e TNF-a (MAYER; BUKAU, 2005; NJEMINI; DEMANET; METS, 2004). Porém,

para 0 nosso estudo, a presenca de diabetes ndo influenciou os niveis de eHSP72 dos pacientes
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com COVID-19 indicando que, aparentemente, a DM2 n&o induz a alteragdes na HSR de
pacientes em estado grave infectados por SARS-CoV-2. Como a redugdo de HSR é semelhante
entre pacientes criticos com COVID-19 (com ou sem diabetes) e pacientes ndo infectados com
diabetes, podemos afirmar que o diabetes é equivalente ao COVID-19 em termos de sistema de
HSP72 e HRS. Da mesma forma, no passado acreditava-se que ao diabetes era um equivalente
cardiovascular (HAFFNER et al., 1998). Como a HSR ja esté significativamente reduzida nos
pacientes com diabetes, nenhuma diminuicdo adicional é observada quando os mesmos

possuem COVID-19 grave.

Como descrito, a resisténcia a insulina é outra complicacdo acarretada pelos niveis
elevados de eHSP72 (KRAUSE et al., 2014). A ativacdo das JNKs por meio da ligacdo das
eHSP72 com os receptores TLR2 e TLR4 promove a fosforilacdo de IRS-1, levando a inibicéo
da ativacdo de Akt (LEE et al., 2003), reducéo da absorcédo de glicose pelos tecidos sensiveis e
a um estado de resisténcia a insulina. Desta forma, os niveis mais altos de eHSP72 no sangue
dos pacientes com COVID-19 grave pode contribuir para a resisténcia a insulina e
hiperglicemia de estresse comumente presente nestes pacientes (Tabela 1), podendo levar a

resultados negativos.

Alguns estudos levantaram a hipdtese de que a COVID-19 poderia aumentar o risco de
DM2 em pacientes pds-infeccdo (BARRETT et al., 2022; NARAYAN; STAIMEZ, 2022). Os
mecanismos subjacentes a esse efeito de longo prazo da COVID-19 ainda sdo desconhecidos.
No entanto, nosso grupo especula que a elevada concentracdo de eHSP72 possa estar, ao menos
em parte, envolvida nesse mecanismo. O alto nivel de eHSP72 pode levar a um possivel efeito
deletério sobre as células B pancreaticas. KRAUSE et al. (2014) relatou que a eHSP72 elevada,
exerce efeitos diretos em as células -pancreaticas clonais (de humanos e roedores) e ilhotas do
pancreas, diminuindo a viabilidade das células P e ilhotas, a secrecdo de insulina e a fungao
mitocondrial. Observando nossos dados, especulamos que os niveis elevados de eHSP72 em
pacientes com COVID-19 podem estar relacionados a esse efeito metabdlico duradouro do
COVID-19 e sua possivel associacdo com o desenvolvimento de diabetes (Figura 8). A
correlacdo positiva entre eHSP72 plasmatica e HbA1C (r = 0,394, p = 0,0042) em pacientes
com COVID-19 pode sugerir, pelo menos em parte, uma interacdo direta entre esses fatores. A

Figura 8 apresenta 0 mecanismo proposto para essa hipotese.

Durante a elaboracédo deste projeto, esperava-se que os pacientes com DM2 infectados
por SARS-CoV-2 em estado grave apresentassem uma HSR menor que 0s pacientes infectados

em estado grave sem DM2. Entretanto, todos os pacientes com COVID-19 deste estudo
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apresentaram HSR reduzida, independente da presenca ou ndo de DM2. Sendo assim,
sugerimos que o virus pode inibir diretamente a HSR ou, utilize destas vias para seu proprio
ciclo de replicacdo. Isso porque a infec¢do pelo novo coronavirus pode levar a desregulacao de
ACE2 em diversas células, diminuindo a producdo de angiotensina (1-7) e a ativacdo do
receptor MAS. Quando ativado o receptor MAS induz respostas anti-inflamatorias, que
juntamente com a ativagdo da SIRTL, estimula a via de HSR (KARPE; TIKOO, 2014). Na
auséncia deste eixo, a HSR é reduzida e o efeito inibitorio da iIHSP72 intracelular sobre o NF-
kB se torna ausente, interrompendo a resolucao inflamatéria. Além disso, a tempestade de
citocinas induz danos diretos nas células/tecidos e ativa a liberacdo de HSP72 para 0o meio
extracelular (eHSP72) (KRAUSE et al., 2015a). Como ja descrito, a eHSP72 reforca o sistema
inflamatdrio e induz a ativacdo do TLR (principalmente TLR4) em varios tipos celulares,
incluindo as células e musculo esquelético (KRAUSE et al., 2015b). Assim, a ativacao crénica
dos TLRs pela eHSP72 pode reduzir a capacidade de ativacdo da HSR, piorando a resposta

inflamatdria e alterando o estado metabdlico (Figura 8).

Outra evidéncia deste estudo foi 0 aumento do dano lipidico e proteico nos individuos
com COVID-19 independentemente da presenca de diabetes. Esse aumento do dano esta
intimamente ligado ao aumento da producio de EROS. ROMAO et al. (2022) demonstraram
que o0s pacientes em estado grave com COVID-19 apresentaram aumento da geragdo
mitocondrial de EROS por mondcitos e que individuos em estado grave infectados com SARS-
CoV-2 com baixa carga viral possuem capacidade antioxidante total reduzida. O aumento das
ERQOS ja era esperado, uma vez que os macréfagos produzem aumento dessas espécies afim de
causar a morte de patdgenos intracelulares (MILLS et al., 2016). Além disso, a ligacdo de
eHSP72 ao TLR4 estimula a geracdo de EROS mitocondriais (WEST et al., 2011), e a proteina
SARS-CoV-2 ORF3a também induz a producdo de EROs mitocondrial promovendo a
expressao e estabilizacdo do fator induzivel por hipoxia alfa 1 (HIF-1a), facilitando a infecgéo
por SARS-CoV-2 (TIAN et al., 2021). A estabilizacdo do HIF-1a, leva ao aumento da
expressdo de ACE2, IL-1B, TNF-a, IL-6 ¢ INF a, p e A (CODO et al., 2020). Desta forma, o
aumento da producdo de EROS em individuos com COVID-19 greve sustenta o ciclo vicioso

pro-inflamatorio.

Considerando o potencial terapéutico que o aumento da HSR pode ter no desfecho
inflamatdrio em pacientes em estado grave infectados com SARS-CoV-2, podemos sugerir

diferentes estratégias de tratamento, como: (a) uso racional de drogas antipiréticas, permitindo
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a elevacdo da temperatura corporal pela febre, mas sem causar danos por calor e garantindo o

aumento da iIHSP72, (b) aumento artificial da temperatura corporal (utilizando cobertores
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Figura 8. Possivel papel da eHSP72 elevada e HSR mais baixo na infeccdo por SARS-CoV-2 e diabetes: uma

hipotese integrativa. A infeccdo causada por SARS-CoV-2 pode regular negativamente a ACE2 em varias células,

diminuindo a producdo de angiotensina (1-7) e a ativagao do receptor MAS. Sem esse eixo, a HSR é diminuida e
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o efeito inibitério da HSP72 sobre o NF-«xB é ausente, levando a uma resolucéo inflamatoria interrompida. A
tempestade de citocinas induz danos diretos nas células/tecidos e ativa, juntamente com o aumento do tonus
simpatico, a liberacdo de HSP72 para 0 meio extracelular (eHSP72). A eHSP72 pode reforcar o sistema
inflamatdrio e induzir a ativacdo de TLR (receptores Toll-Like), principalmente TLR4, em varios tipos de células,
incluindo nas células B pancreaticas e musculo esquelético. Essa interacdo pode levar a ativagdo de proteinas de
sinalizagdo pro-inflamatérias, como MyD88 e TIRAP, que ativam IKK, p38, JNK e, finalmente, NF-kB, induzindo
alteracBes na expressdo génica. Além disso, a ativagdo de TLR pode aumentar a atividade da NADPH oxidase
(NOX), que produz superoxido e, juntamente com os efeitos inflamatérios das citocinas, leva a disfungdo
mitocondrial. Nas células B pancreéticas o efeito final é a reducdo da capacidade de producdo de ATP, menor
secrecdo de insulina e, a longo prazo, disfuncédo e morte das células p. As respostas no masculo esquelético podem
incluir o bloqueio da sinalizacdo da insulina (através do aumento das espécies radicais de oxigénio — ROS — e
nitrogénio — RNS — e fosforilagéo de diferentes sitios de receptores de insulina), levando a resisténcia a insulina.
A ativacdo cronica dos TLRs pela eHSP72 pode reduzir a capacidade de ativacdo da HSR, piorando o estado

inflamatério e metabdlico. A acdo conjunta desses efeitos levaria a uma leve hiperglicemia e, por fim, ao diabetes.

térmicos), (c) uso de ativadores de HSP72 como o BGP-15, o qual se mostrou seguro e bem
tolerado em ensaios clinicos de fase Il em pacientes com diabetes e resisténcia a insulina
(KRAUSE; GERCHMAN; FRIEDMAN, 2020; LITERATI-NAGY et al., 2009, 2010).
SMUDER et al. (2019) demonstrou que o BGP-15 em modelo animal induz beneficios
metabolicos, além de reduzir a sinalizacdo inflamatdria e melhorar os musculos respiratérios
durante a ventilagdo mecénica. Entretanto, a eficacia e a seguranca dessas possiveis terapias

necessitam ser testadas na populacdo deste estudo.

O atual estudo apresenta algumas limitacbes. Primeiro, € importante salientar que a
maioria dos nossos pacientes criticos apresentava obesidade, com graus potencialmente altos
de resisténcia a insulina. Desta forma, a populacdo sem diabetes ndo era metabolicamente
saudavel, o que pode ter contribuido para que ndo houvesse diferenca da HSR entre os pacientes
em estado grave com COVID-19 com ou sem diabetes. Segundo, a falta de informacdes sobre
a HSR em pacientes ndo criticos com COVID-19 impediu que testassemos se o nivel anterior
da HSR determinaria a evolucdo da doenca e a necessidade de internacdo na UTI. Terceiro, 0
baixo tamanho amostral e a incapacidade de estratificar os dados por e sexo e contabilizar os

medicamentos anteriores também foram limitacGes deste trabalho.
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8. CONCLUSAO

Apesar das limitagbes, conseguimos demonstrar que 0s pacientes em estado grave
infectados por SARS-CoV-2 apresentaram concentracdes elevadas de eHSP72 plasmatico,
atuando como mensageiros pré-inflamatérios. Foi observado também uma reducdo na HSR dos
pacientes com COVID-19, o que leva a uma resolucédo inflamatoria deficitaria. Desta forma, a
reducdo da HSR e ao aumento da eHSP72 podem explicar em parte, a inflamacao descontrolada
(tempestade de citocinas) observada nessa populagdo. Sugerimos ainda que sejam investigadas
novas terapias ativadoras da HSR como forma de controlar a inflamacdo gerada pela infeccao
dos virus SARS-CoV-2.
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Abstract: Aims: We hypothesized that critically ill patients with SARS-CoV-2 infection and insulin
resistance would present a reduced Heat Shock Response (HSR), which is a pathway involved in
proteostasis and anti-inflammation, subsequently leading to worse outcomes and higher inflamma-
tion. In this work we aimed: (i) to measure the concentration of extracellular HSP72 (eHSP72) in
patients with severe COVID-19 and in comparison with noninfected patients; (ii) to compare the HSR
between critically ill patients with COVID-19 (with and without diabetes); and (iii) to compare the
HSR in these patients with noninfected individuals. Methods: Sixty critically ill adults with acute
respiratory failure with SARS-CoV-2, with or without diabetes, were selected. Noninfected subjects
were included for comparison (healthy, n = 19 and patients with diabetes, n = 22). Blood samples
were collected to measure metabolism (glucose and HbAlc); oxidative stress (lypoperoxidation and
carbonyls); cytokine profile (IL-10 and TNF); eHSP72; and the HSR (in vitro). Results: Patients
with severe COVID-19 presented higher plasma eHSP72 compared with healthy individuals and
noninfected patients with diabetes. Despite the high level of plasma cytokines, no differences were
found between critically ill patients with COVID-19 with or without diabetes. Critically ill patients,
when compared to noninfected, presented a blunted HSR. Oxidative stress markers followed the
same pattern. No differences in the HSR (extracellular/intracellular level) were found between
critically ill patients, with or without diabetes. Conclusions: We demonstrated that patients with
severe COVID-19 have elevated plasma eHSP72 and that their HSR is blunted, regardless of the
presence of diabetes. These results might explain the uncontrolled inflammation and also provide
insights on the increased risk in developing type 2 diabetes after SARS-CoV-2 infection.

Keywords: SARS-CoV-2; inflammation; heat shock response; HSP72; metabolic diseases; critically
ill patients

1. Introduction

COVID-19 (coronavirus disease 2019) ranges in severity from asymptomatic to acute
respiratory distress syndrome (ARDS). The latter requires intensive care admission and
mechanical ventilation and is consequently associated with a high mortality rate [1-4].

Biomolecules 2022, 12, 1374. https:/ /doi.org/10.3390/biom12101374
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Critically ill patients with SARS-CoV-2 infection present a hypercoagulability state along
with a syndrome called “cytokine storm” (as represented by the high pro-inflammatory
state) [5]. Cytokine storm is a term applied to maladaptive cytokine release in response to
viral infection, leading to elevated systemic levels of cytokines and chemokines, including:
interleukin 1 (IL-1x); tumor necrosis factor alpha (TNF); interleukin 7 (IL-7); vascular
endothelial growth factor (VEGF); interleukin 8 (IL-8); interferon gamma (IFN-y); interleukin 9
(IL-9); interleukin 10 (IL-10); monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1); and others [6]. The
elevated levels of these pro-inflammatory cytokines play a significant role in the morbidity
and mortality of SARS-CoV-2 infections [6]. At the center of this storm is the nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-«B), which controls the expression of
several proinflammatory proteins. In fact, in critically ill patients with COVID-19, the NF-
kB signaling pathway is upregulated [7]. In general, the inhibition of the NF-kB signaling
pathway may be mandatory for the proper resolution of inflammation in SARS-CoV-2-infected
patients.

Resolution of inflammation can be reached through the activation of the heat shock
transcription factor-1 (HSF1), thereby initiating a very conserved transcriptional program
called the Heat Shock Response (HSR) [8]. Infection-induced elevation on the body temper-
ature (fever) is a known inductor of the HSF-1 activation. The activation of the HSR induces
the expression of Heat Shock Proteins (HSP), particularly the 70 kDa family (HSP70, and
its inducible form HSP72), a protein with anti-inflammatory and cytoprotective propri-
eties [9,10].

The HSR (represented by HSP72 expression and release) is essential to protect the
cells against a wide range of nonlethal stresses, such as oxidative stress, hyperthermia,
exertional stress, exercise, ischemia, and metabolic stress [11]. HSP72 is mandatory to
maintain cellular proteostasis by acting as a classical molecular chaperone [12]. In addition
to its key role in the maintenance of proteostasis, HSP72 exerts a potent anti-inflammatory
effect [13]. HSP72 can interact with the complex formed by NF-«B and its inhibitor (IkB),
impeding NF-kB translocation to the nucleus, and thus decreasing its activity [14]. A
detailed description of the HSR is available elsewhere [15]. Interestingly, the obesity-related
chronic inflammatory state shows a depressed HSR, and the mechanisms for such findings
are related to insulin resistance [16-19]. Thus, in SARS-CoV-2-infected people with some
degree of insulin resistance, the lower HSR may partially explain the hyper-inflammatory
state and the worse prognosis (when in comparison with insulin-sensitive infected subjects).
This abnormal response might be even more pronounced in subjects with established type
2 diabetes.

The extracellular HSP72, opposite to its action in the intracellular environment, acti-
vates several proinflammatory responses. eHSP72 has been reported to stimulate neutrophil
microbicidal capacity [20] and chemotaxis [21], recruitment of NK (natural killer) cells [22],
as well as cytokine release from various immune cells [23,24]. In the extracellular com-
partment, this protein binds to cell-surface receptors known as the Toll-like receptor (TLR
2 until 4) [25]. This interaction can lead to the activation of proinflammatory signaling
proteins such as MyD88 and TIRAP (which activate IKK, p38, JNK, and ultimately NF-«B),
and induce changes in gene expression [26].

We have hypothesized (when determining worse outcomes) that critically ill patients
with both SARS-CoV2 infection and insulin resistance would present a blunted HSR and,
consequently, a higher level of inflammation [15]. In this work, we aimed: (i) to measure
the basal concentration of extracellular HSP72 (eHSP72) in critically ill patients with severe
COVID-19 pneumonia to compare with noninfected individuals, (ii) to compare the HSR
(in vitro) between critically ill severe COVID-19 pneumonia patients with and without type
2 diabetes, and (iii) to compare HSR in these patients with noninfected individuals.
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2. Methods and Materials
2.1. Study Design and Participants

This study protocol was approved by the Ethics Committee of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (CAAE 32962620600005327 and FIPE-HCPA 2020-0218). The study procedures
were conducted according to the Declaration of Helsinki, and the informed consent was
obtained from the patient’s legal representatives.

This is a prospective cohort study. Patients with acute respiratory failure admitted to
the intensive care unit (ICU) of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Porto Alegre, Brazil)
were prospectively included after screening from November 2020 to August 2021. Patients
were eligible if they had laboratory-confirmed SARS-CoV-2 infection that was determined
via reverse transcriptase-polymerase-chain reaction (RT-PCR) assay from either nasal or
pharyngeal swabs. Inclusion criteria were determined via ICU admission that was less
than 48 h, orotracheal intubation and mechanical ventilation (MV) within the first 48 h
of ICU admission, and age >18 years. The exclusion criteria were chronic kidney disease
on dialysis; cirrhosis Child—Pugh B or C; chronic corticosteroid use; hypercortisolism;
adrenal insufficiency; solid organ transplantation; gastric surgery or small bowel resection
(including bariatric surgery); decreased intestinal absorption; life expectancy less than 24 h;
pregnancy or breastfeeding; and participation of interventions groups from other studies.

In order to compare the obtained results from critically ill patients with severe COVID-
19 pneumonia with noninfected subjects, we used the data and stored frozen samples from
previous studies [17,27,28]. These samples were obtained from healthy individuals (here
named noninfected control group, n = 19) and individuals with type 2 diabetes (noninfected
with diabetes, n = 22). All data analyses were performed using the same methodology.

2.2. Procedures and Biochemistry Measurements

All consecutive patients over 18 years of age admitted to the ICU with a confirmed
SARS-CoV-2 RT-PCR test and submitted to MV within the first 48 h of ICU admission were
eligible for study entry.

Blood samples were collected until 72 h of ICU admission. The baseline characteristics
such as age, gender, comorbidities, and medications were collected from electronic medical
records and from the patient’s family when needed. Diabetes was defined based on previ-
ous diagnosis, current use of anti-hyperglycemic medications, or an admission glycated
hemoglobin (A1C) value >6.5% (48 mmol/mol).

Blood samples were obtained from central catheters and stored in heparin-coated
and gel-clotted Vacutainer™ tubes using standard aseptic techniques. Samples were
immediately centrifuged (at 4 °C and 1000 x g for 15 min), after which plasma and serum
were removed and stored at —80 °C for further analysis. Plasma glycemia levels were
measured in an automated system Cobas C111 (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).
HbA1lc was measured by HPLC (Variant II Turbo) and expressed as a % of total hemoglobin
for HbAlc.

2.3. Plasma Cytokine Quantification

Blood samples were collected in EDTA tubes and centrifuged immediately at 4 °C
and 1000x g for 15 min. The separated plasma was stored at —80 °C until analysis.
Plasma values of TNF and IL-10 were assessed by magnetic bead assay using the Human
Magnetic Custom Luminex® Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and
the Luminex® 200TM magnetic bead plate reader (Luminex, Austin, TX, USA) following
the manufacturers’ instructions.

A standard curve was generated by serial dilutions of the reconstituted standard.
Samples and standards were incubated with mixed beads overnight at room temperature
on an orbital shaker. Beads were washed and then incubated with the detection antibodies
at room temperature for 1 h and with streptavidin for 30 min. Beads were washed and
resuspended, and the plate was subsequently analyzed on the Luminex® 200TM reader.
The results were plotted as a function of fluorescence intensity. Mean fluorescence intensity
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(MFI) takes into account the number of fluorescent pixels within the scanned area. MFI
values below the detection limit were assumed to be missing values. MFI was then
converted to picograms (pg)/mL based on the standard curve. All samples were analyzed
in duplicate.

2.4. Oxidative Damage

Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) were used to determine lipid per-
oxidation. Briefly, samples were first centrifuged at 12,000x g at 4 °C for 10 min, then
250 uL of the sample, 10 uL of 4.5 mM butylated Hydroxytoluene (BHT), and 200 uL of 30%
trichloroacetic acid (TCA) were added to 1.5 mL Eppendorf tubes. These were subsequently
placed in a boiling water bath (100 °C) for 15 min, and centrifuged at 15,000x g at room
temperature for 2 min. Next, 400 uL of supernatant and 400 uL of 0.23% thiobarbituric acid
(TBA) were pipetted into the cryotubes and boiled in a 100 °C water bath for 30 min. The
samples were cooled down for 5 min and pipetted in duplicates of 200 uL into a 96-well
plate. TBARS was then determined in a microplate reader at 540 nm (Multiskan Go, Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) [29]. Carbonyl assay was used to determine oxidative dam-
age to proteins and the absorbance was read at 360 nm (Multiskan Go, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) [30].

2.5. Heat Shock Response Test

Considering the importance of the HSR for stress adaptation, we tested the capacity
of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) (a major source of circulating HSP72 and
representative of the immune cell stress response), to release HSP72, under heat stress
conditions (a normal and expected response in healthy cells). Briefly (accordingly with
the protocol [19]), after harvesting, the whole blood was immediately incubated at two
different temperatures: 37 °C (control) and 42 °C (heat stressed) for 2 h in a water bath
(with a gentle mix every 15 min). After incubation, the total blood was centrifuged to
isolate plasma/serum and the PBMCs through a density gradient separation, as previously
described [31]. Then, plasma was used for the direct analysis of extracellular HSP72,
while PBMCs were prepared for the measurement of iHSP72. The PBMCs were washed
and treated to ensure the absence of erythrocytes. PBMCs were then resuspended in an
RPMI 1640 medium (pH 7,4 supplemented with 2% NaHCO3, 10% bovine calf serum,
100 U/mL penicillin and 100 ug/mL streptomycin); seeded in a 24-well flat-bottom plate
(1 x 10° cells/well); and placed in an incubator for 6 h (37 °C in a 5% CO2) in order to
recover from the HS and reach the peak of HSP70 expression [19]. Cells were then removed
from the incubator, lysed, and the total content of proteins was prepared for Western
blotting analysis [19]. The difference between the concentration at 37 °C and 42 °Cis used
as an HSR index [19]. This test was applied previously, in several different conditions and
diseases [17,32].

2.6. Extracellular HSP72 Quantification

A highly sensitive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method (EKS-715,
Stressgen, Victoria, BC, Canada) was used to quantify the levels of plasma HSP72 protein
as previously described [33]. Absorbance was measured at 450 nm and a standard curve
was constructed from known dilutions of HSP72 protein to allow quantitative assessment
of HSP72 concentration. Quantifications were made using a microplate reader (Multiskan
Go, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

2.7. Protein Quantification and Western Blotting for Intracellular HSP70 Immunocontent
Cellular protein quantification was determined using a BCA Protein Assay Kit (Thermo

Scientific, Waltham, MA, USA), and samples (1 ug) were mixed with 5x Laemmli loading

buffer [50 mM Tris, 10% SDS, 10% glycerol, 10% 2-mercaptoethanol, and 2 mg/mL bro-

mophenol blue] at a final concentration of 1:5, boiled for 5 min, and then electrophoresed [32].

For sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), equivalent
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amounts of protein (1 ug) were applied in a 10% polyacrylamide minigel for 2 h at 100V [32].
Proteins were then transferred onto nitrocellulose membranes (GE Healthcare, Chicago,
IL, USA) according to the manufacturer’s instructions (Bio-Rad, Hercules, FL, USA) (2 h,
100 V) [32]. For immunoblotting, membranes were blocked in 2% BSA in a wash buffer
[50 mM Tris, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl (TEN)-Tween 20 0.1% solution, pH 7.4] for 30 min
and then incubated overnight at a 1:1.000 dilution with monoclonal Anti-HSP70 antibodies
that were produced from mice (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) [32]. After appropriate
washing, the membranes were probed with anti-mouse IgG and biotin antibodies at a
1:10.000 dilution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 1h. Membranes were then
incubated with a final Streptavidin—Peroxidase Polymer, Ultrasensitive (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), at a 1:1.000 dilution for 1 h. Visualization of the blots was performed
using the chemiluminescence reagent, p-coumaric acid, and luminol in an ImageQuantTM
LAS 4000 chemiluminescence system (GE Healthcare, Chicago, IL, USA), and quantified
using Image] (version 1.51f; NIH, Maryland City, MD, USA) [32]. A standard molecular
weight marker (RPN 800, Rainbow Full Range Bio-Rad, CA, USA) was used as a reference
to determine the molecular weights of the bands. The data were then normalized using
GAPDH expression.

2.8. Statistical Analysis and Sample Size

Categorical variables were expressed as percentages. Data were expressed as mean £
standard deviation (SD) or median [P25-P75], depending on variable distribution. Groups
were compared using one-way analysis of variance with the Bonferroni post hoc test, the
Kruskal-Wallis test, or chi-square test, as appropriate. Values were considered statisti-
cally significant if p < 0.05. Statistical analyses were performed using SPSS, version 23.0
(Armonk, NY, USA). Further, Spearman’s rank order correlation coefficient (r) was used
to determine correlations between extracellular HSP72 HSR and other variables. For all
analyses, statistical significance was accepted for p < 0.05. Our samples were collected from
a smaller group of patients selected from a major study. The sample size was calculated to
be 420 patients using an EnvStats package, version 2.3.1, R software, to detect a difference
in mortality between groups (controls vs. people with diabetes)—with a power of 80% and
an x-error of 5%—and considering 10% to be missing due to dosage errors [34]. From this
population, we collected blood samples from 60 consecutive patients.

3. Results
3.1. Patient Characteristics and Cytokine Profile in Critically Ill Patients with Severe COVID-19
Preumonia

The baseline characteristics of critically ill patients with severe COVID-19 pneumonia
are described in Table 1. No significant differences were found for age, weight, and body
mass index (BMI) between the critically ill patients (with vs. without type 2 diabetes). As
expected, glycaemia and HbA1C were higher in patients with diabetes. No statistical differ-
ences were observed between the groups for TNF (26.6 [9.36-32.39] vs. 17.7 [12.77-27.41]
pg/mL), IL-10 (2.86 [1.42-4.57] vs. 2.0 [1.42-6.87] pg/mL), or TNF/IL-10 (6.85 [3.35-13.28]
vs. 5.06 [2.38-10.43]).

3.2. Plasma Extracellular HSP72 Concentration in Critically Ill Patients with COVID-19

As depicted in Figure 1, no differences between critically ill patients with COVID-19
were found for eHSP72 (0.453 £ 0.202 vs. 0.547 & 0.253 ng/mL). Interestingly, we detected
a positive correlation between plasma eHSP72 and HbA1C (r = 0.394, p = 0.0042) in critically
ill patients with COVID-19.

3.3. Comparison of Plasma HSP72 among Different Groups: Noninfected Control Subjects,
Noninfected Subjects with Diabetes and Critically Ill Patients with COVID-19 Pneumonia

Since we were expecting much higher levels of eHSP72 in critically ill patients with
COVID-19, and as there are no available data in the literature, we decided to compare
the results of eHSP72 in critically ill patients with other groups of patients from previous
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studies, including: noninfected healthy controls (17 = 19) and noninfected subjects with
diabetes (1 = 22). For this comparison among the three groups, we analyzed all critically ill
patients together, both those with and without diabetes (Figure 2).

Table 1. Subjects’ characteristics, biochemistry, and cytokine profile.

Critically Ill Infected COVID-19: Critically Ill Infected COVID-19:

Patient Characteristic Control Diabetics p Value

(n=27) (n=32)

Sex (M/F) (13/14) (18/14)
Age (years) 582+ 135 63.5+11.2 p=0522
Body Mass (kg) 90.8 4+ 18.42 89.3 + 20 p=0.762
BMI (kg/m?) 33+67 33.6+79 p=0.631
Glycemia (mg/dL) 171 + 48 235+ 79 % p=0.006
HbA1C (%) 59+05 89+22% p <0.0001
TNF-« (pg/mL) 26.6 [9.36-32.39] 17.7 [12.77-27.41] p=0532
IL-10 (pg/mL) 2.86 [1.42-4.57] 2.0 [1.42-6.87] p=0.682
TNF-a/IL-10 6.85 [3.35-13.28] 5.06 [2.38-10.43] p=0.405

# When different from Critically Il Infected SARS-CoV2: Control. Data expressed as absolute number, mean =+ SD
or median [P25-75].

- -
(=] (4]

eHSP72 (ng/mL)

o
o

Figure 1. Comparison of plasma concentration of eHSP72 between critically ill patients with COVID-
19 pneumonia with and without diabetes.
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Figure 2. Comparison of plasma concentration of eHSP72 between critically ill patients with COVID-
19 pneumonia, noninfected healthy subjects and noninfected patients with diabetes. * When different
from noninfected controls (healthy). § When different from noninfected patients with diabetes
p <0.05. Data expressed as mean =+ SD.

Critically ill patients with COVID-19 pneumonia presented higher plasma concentra-
tions of eHSP72 (0.486 & 0.23 ng/mL) when compared with noninfected healthy controls
(0.096 + 0.06 ng/mL) and noninfected subjects with diabetes (0.198 4= 0.05 ng/mL).

3.4. Heat Shock Response in Critically IIl Patients with Severe COVID-19 Pneumonia

As shown in Figure 3, no differences in the HSR were found between critically ill
patients with COVID-19 with or without diabetes. To confirm that both the exocytosis
and intracellular content of HSP72 were reduced, we analyzed the immunocontent of
HSP72 from the PBMCs. As depicted in Figure 3, intracellular quantification confirmed the
reduced expression of iHSP72. A possible inverse correlation between intracellular HSR
and the inflammatory index (TNF-o/IL-10) (r = —0.284) may be present, despite not being
statistically significant (p = 0.058).

3.5. Comparison of Heat Shock Response between Different Groups: Noninfected Control Subjects,
Noninfected Subjects with Controlled Diabetes, and Critically Ill Patients with Severe COVID-19
Pneumonia

To compare the HSR with other groups, we analyzed blood from noninfected patients:
the healthy control group and the noninfected subjects with diabetes. In a different ap-
proach from the baseline blood eHSP72 group, we included all groups that we performed
the HSR test on: noninfected controls, noninfected subjects with diabetes, critically ill
patients with COVID-19 without diabetes, and critically ill patients with COVID-19 with
diabetes. Table 2 shows the patient group characteristics. Notably, infected patients even
without a previous diagnosis of diabetes and HbAlc <6.5% presented significant hyper-
glycemia, most likely due to stress hyperglycemia (>140 mg/mL). In line with this, infected
patients with diabetes also had higher serum glucose values when compared to noninfected
subjects with diabetes. Interestingly, obesity was highly prevalent in critically ill patients
with COVID-19, regardless of the presence of diabetes, as demonstrated by the higher BMI
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observed than usually seen in the critically ill population (Table 2). This may indicate the
presence of insulin resistance and may also explain the hyperglycemia and the levels of

HbA1lc within this group.
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Figure 3. Comparison of Heat Shock Response (intracellular) between critically ill patients with
COVID-19 pneumonia with and without diabetes. Briefly, the collected blood was immediately
incubated (whole blood) at two different temperatures: 37 °C (control) and 42 °C (heat stressed) for
2 hin a water bath. After the incubation, the PBMC were resuspended in an RPMI 1640 medium (pH
7.4 supplemented with 2% NaHCO3, 10% bovine calf serum, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin), seeded in a 24-well flat-bottom plate (1 x 10° cells/well), and placed in an incubator
for 6 h (37 °C ina 5% CQO,) in order to recover from the HS and reach the peak of HSP70 expression.
Cells were then removed from the incubator, appropriately lysed and the total content of proteins was
then prepared for Western blotting analysis. Plasma was collected and used for HSP72 measurements.
The difference between concentration at 37 °C and 42 °C is used as the HSR index. A representative
image was used to show the immunocontent of iHSP72. Data expressed as mean + SD.
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Table 2. Subjects’ characteristics and general biochemistry: All groups.

Patient Characteristic

Noninfected Control Noninfected Diabetics

Critically Ill Infected Critically Il Infected

(1 = 19) (= 22) COVID-19: Control COVID-19: Diabetics

(n=27) (n=32)
Age (years) 545+ 8.3 689 + 7.8 58.2 + 13.5 635+ 11.2
Body Mass (kg) 68.1+9.3 7912+ 10.8 90.8 + 1842 * 893 +20*
Height (m) 1.63 + 0.08 1.66 + 0.8 1.66 + 0.1 167 +0.1
BMI (kg/m?) 25.6 + 2.5 28.7 + 3.1 33+67* 33.6+£79*
Glycaemia (mg/dL) 1025 + 124 133.1 + 214 171.1 + 48.38 + 235.7 + 79.4
HbAIC (%) - 6.75 + 0.6 5.94 + 0.51 89+22%

* Different from noninfected controls. ¥ When different from noninfected diabetics. * When different from critically
ill, infected COVID-19: Control. Data expressed as absolute number or mean =+ SD.

Figure 4 depicts the comparison between noninfected healthy controls, noninfected
subjects with diabetes, and critically ill patients with COVID-19 pneumonia (with or
without diabetes). As previously compared, patients without diabetes have a preserved
HSR [18]. However, in the presence of COVID-19 infection, particularly in critically ill
patients, the HSR is blunted even in the absence of diabetes. Thus, a similarly disrupted
HSR can be found in noninfected subjects with diabetes and in critically ill patients with
COVID-19. Regarding markers of oxidative damage (lipids and proteins) our results have
shown that, compared to healthy people, infected subjects present higher levels of damage
(Figure 5). However, following the same pattern of the HSR, no differences exist between
infected controls and diabetics.

HSR (Variation from 37 °C to 42 °C eHSP70)

Figure 4. Comparison of the Heat Shock Response between critically ill patients with COVID-19
pneumonia with and without diabetes, noninfected healthy subjects, and noninfected patients with
diabetes. Briefly, the collected blood, was immediately incubated (i.e., the whole blood) at two
different temperatures: 37 °C (control) and 42 °C (heat stressed) for 2 h in a water bath. After
the incubation, plasma was collected and used for HSP72 measurements. The difference between
concentration at 37 °C and 42 °C is used as the HSR index. * When different from noninfected healthy
subjects. p < 0.05. Data expressed as mean =+ SD.
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Figure 5. Comparison of lipid (A) and protein (B) oxidative damage between critically ill patients
with COVID-19 pneumonia with and without diabetes, noninfected healthy subjects. * When different
from noninfected healthy subjects. p < 0.05. Data expressed as mean =+ SD.

4. Discussion

This is the first study that measured the basal concentration of blood HSP72 and the
HSR status in critically ill patients with severe COVID-19 pneumonia, with and without
diabetes. The main findings of this study are: (1) the concentration of plasma eHSP72
is high in critically ill patients with COVID-19 pneumonia and (2) the HSR is blunted in
critically ill patients with severe COVID-19 pneumonia when compared to healthy patients
without COVID-19, regardless of their glycemic status.

In conditions where chronic inflammation and oxidative stress occur, such as in
patients with type 1 diabetes (T1DM) [35] and type 2 diabetes (T2DM), higher levels of
eHSP72 are also present [36]. In fact, serum eHSP72 concentration is positively correlated
with markers of inflammation in humans, such as C-reactive protein, monocyte count, and
TNF-o [37,38]. However, in this sample of critically ill patients, the presence of diabetes did
not influence the eHSP72 levels. These results indicate that, apparently, metabolic disease
does not seem to influence the HSR when the patient is severely ill. As the blunted HRS is
similar in critically ill patients with COVID-19 (with or without diabetes) and noninfected
patients with diabetes, we may state that diabetes induces similar responses in terms of
HSP72 and the HSR systems that severe COVID-19 (by different mechanisms) induces. In
the same vein, in the past, diabetes was believed to be a cardiovascular equivalent [39].
Since the HSR is already significantly depressed in subjects with diabetes, no further
decrease is observed in these patients when facing severe COVID-19.

Another complication related to the elevated levels of eHSP72 is insulin resistance [33].
The underlying mechanisms that may lead to insulin resistance could involve an eHSP70-
mediated stimulation of the TLR2/4. Accordingly, the TLR2/4-dependent activation of
JNKs promotes phosphorylation of IRS-1 at Ser307 in rodents (equivalent to Ser312 in
humans), leading to the inhibition of Akt activation [40], to a reduced glucose uptake by
sensitive tissues, and to a state of resistance to insulin action. Thus, higher blood eHSP72
levels in patients with COVID-19 might contribute to the insulin resistance and stress
hyperglycemia commonly present in these patients (Table 2), which may lead to negative
outcomes. In addition, there is also a possible deleterious effect of elevated eHSP72 on
pancreatic beta cells. Previous studies have shown that chronic high eHSP72 exerts direct
effects on clonal pancreatic human and rodent beta cells and islets, such as decreased beta
cell and islet viability, insulin secretion, and mitochondrial function [33]. Taken together,
the elevated eHSP72 concentration may be related to the long-term metabolic imbalance
reported in the literature [41-43].

Regarding the HSR, our initial hypothesis was that critically ill patients with COVID-19
pneumonia with diabetes would have a lower response when compared to those critically
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ill patients without diabetes, leading to better outcomes in the last group. However, we
found that, in critically ill patients with COVID-19, the HSR is blunted regardless of the
presence of diabetes, indicating that the virus may directly inhibit this pathway or, perhaps,
use all chaperone machinery for its own cycle of replication (Figure 6).

SARS-CoV-2

Pro-inflammatory

Cytokines Disrupted
7

Inflammatory
Resolution

LONG TERM METABOLIC EFFECTS?

Figure 6. Possible role of elevated plasma eHSP70 and a lower HSR in a SARS-CoV-2 infection.
In several cells, infection caused by SARS-CoV-2 might lead to downregulation of ACE2. This
would decrease the production of angiotensin (1-7) and the activation of the MAS receptor. MAS
receptor activation induces anti-inflammatory responses and, in addition, by the activation of SIRT1,
stimulates the HSR pathway [44]. Without this axis, the HSR is diminished and the inhibitory
effect of intracellular HSP72 over NF-kB is absent, leading to a disrupted inflammatory resolution.
The cytokine storm induces direct damage on cells/tissues and activates, along with the increased
sympathetic tonus, the release of HSP72 to the extracellular environment (eHSP72) [45]. Extracellular
HSP72 might reinforce the inflammatory system and induce activation of TLR (Toll-like receptors,
particularly TLR4) in several cell types, including pancreatic beta cells and skeletal muscle [11]. The
chronic activation of the TLRs by eHSP72 might reduce the capacity of the HSR activation, worsening
the inflammatory response and altering metabolic status.
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In different cell types, the higher demand for protein synthesis may lead to the
unfolded protein response (UPR) and endoplasmic reticulum stress (ER stress) [13]. The
UPRis triggered to avoid the formation of protein aggregates that cause cellular dysfunction.
If the UPR is resolved through autophagy and the HS response, then cells can reach
proteostasis again, otherwise, they undergo apoptosis [14]. HSP70 is mandatory to maintain
proteostasis during high demand of protein synthesis, as it occurs in beta cells producing
high insulin content [13]. Under normal conditions, when HSP72 expression is normal, the
chaperone supply for the appropriate folding of newly synthetized proteins is sufficient.
However, due to an inflammation-induced inability to express iHSP70, the UPR is induced,
causing cell dysfunction, perpetuation of inflammation, and apoptosis [13]. Viral activities
have a profound impact on ER function [46]. In particular, SARS-CoV hijacks the ER
to process its structural and nonstructural proteins [47,48]. In fact, it was demonstrated,
in vitro, that the induction of ER stress and the UPR by SARS-CoV is modulated through
the S protein [47]. In that paper, using kidney epithelial cells, the authors have shown that
the S protein modulated ER stress differentially by stimulating PKR-like ER kinase (PERK),
but sparing the other two branches of the UPR signaling mediated through IRE-1 and ATF-6
(inositol-requiring enzyme 1 and activating transcription factor 6), respectively [47]. Thus,
it is reasonable to speculate that SARS-CoV-2 overloads the ER to produce the necessary
material for replication, leading to an increased use of chaperones (HSP72, for example),
and finally causing the full depletion of this pathway. Our findings suggest HSP72 to be
lower than expected, independent from the previous metabolic state. Without HSP72, cells
would lose their proteostasis control and leave inflammatory factors, such as NF-«B, free
to increase the inflammation in a positive forward feedback system. In fact, the lack of
a proper HSR in critically ill patients with COVID-19 might explain, at least in part, the
high levels of proinflammatory cytokines in our cohort, which was found to be without
a difference between patients with or without diabetes. Despite not being statistically
significant (p = 0.058), we found a possible inverse correlation between an intracellular
HSR and the inflammatory index (TNF-a/IL-10) (r = —0.284).

The HSR is essential for the maintenance of proteostasis and the inflammatory sta-
tus. Stress-activated HSF1 can provide a robust anti-inflammatory response through the
induction of HSP72. However, a mandatory pathway to maintain a normal chaperone
machinery (i.e., in the HSR) is through insulin signaling [11]. Hampered insulin signaling
will lead to a deficient ability to induce the HSR in order to resolve inflammation (which
is a mechanism associated with overactivity of the GSK-3f3 enzyme). Not surprisingly,
obesity-related chronic inflammatory states show a depressed HSR [16-18]. Thus, a lower
HSR in insulin-resistant individuals might be responsible for the exacerbated levels of
inflammation and the comparatively worse prognosis observed in critically ill patients
infected by SARS-CoV-2, perhaps as little is known regarding insulin signaling during criti-
cal illness [49]. In addition, infection caused by SARS-CoV-2 may lead to downregulation
of ACE2. This would decrease the production of angiotensin-(1-7) and the activation of
the MAS receptors. MAS receptor activation can induce anti-inflammatory responses and,
through the activation of SIRT1, stimulate the HSR pathway [44]. Without this axis, the
HSR is diminished and the inhibitory effect of intracellular HSP72 over NF-kB is absent,
leading to a disrupted inflammatory resolution (Figure 6).

Considering the therapeutic potential that increasing the HSR may have on the in-
flammatory response in critically ill patients with severe COVID-19 pneumonia, we could
suggest different strategies of treatment: (i) the rational use of antipyretic drugs (allowing
mild elevation of body temperature by fever, without causing heat damage, but guarantee-
ing the increase in HSP72); (ii) artificially increasing the body temperature (using thermal
blankets, for example (please refer to reference [45] to understand the beneficial effects
of heat therapy); and (iii) the use of HSP72 activators such as BGP-15 [15]. The pharma-
cological inducer of HSP72 and BGP-15, has been shown to be safe and well tolerated in
phase II clinical trials in patients with diabetes and insulin resistance [50,51]. In addition,
the use of BGP-15 in animal models was found to induce metabolic benefits, as well as
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reducing inflammatory signaling, and improving respiratory muscles during mechanical
ventilation [52]. Nevertheless, the efficiency and safety of such therapies could be tested in
this study population.

This study has limitations. First, despite the fact that our data show no difference in
the HSR between critically ill patients with SARS-CoV-2 infection with or without diabetes,
itis important to consider that most of our critically ill patients had obesity, with potentially
high degrees of insulin resistance. For this reason, we need to look at the data with caution,
since our study population without diabetes were not “metabolic healthy”. Second, the
lack of information regarding the HSR in noncritically ill patients with COVID-19 prevents
us from testing if the previous level of the HSR would determine the evolution of the
disease and the need for ICU admission. Finally, low sample size, inability to stratify data
by sex, and the inability to account for previous medications were also a limitation in this
work. Additional information regarding patients medications and full data can be found at
supplementary material (Figure S1 and Table S1).

5. Conclusions

Despite the limitations of this study, we demonstrated that critically ill patients with
severe COVID-19 pneumonia present elevated concentrations of plasma eHSP72. In ad-
dition, the HSR, a vital pathway for proteostasis and anti-inflammation, is blunted. The
consequences of these two abnormalities might explain, in part, the uncontrolled inflamma-
tion (cytokine storm) seen in these patients. Finally, the administration of HSR activators
should be further investigated.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390 /biom12101374/s1, Figure S1: eHSP72 with separate groups;
Table S1: Patient Medication Profile.
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo do Projeto: O impacto do diabetes e da glicemia em desfechos clinicos de pacientes
com COVID-19

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa cujo objetivo é avaliar se
existe relacdo entre o diabetes, pardmetros metabdlicos e inflamatérios com a infeccéo pelo
coronavirus (SARS-Cov-2), além disso sera avaliado se essa relagdo interfere em desfechos
durante a sua internagdo no hospital (como admissédo em unidade de terapia intensiva (UTI),
necessidade de ventilagdo mecanica, tempo de internacdo no hospital e a ocorréncia de morte)
e ap0s a sua alta hospitalar. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Endocrinologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar o convite, sua participacdo na pesquisa envolvera os seguintes

procedimentos:
Durante a internacéo hospitalar:

1) Autorizacdo para acessar 0 prontudrio e consultar as seguintes informacdes: evolucao
das equipes assistentes, controles de sinais vitais, exames e procedimentos realizados e
medicacdes utilizadas durante a internacao.

2) Coleta de cerca de 25mL (equivalente a aproximadamente duas colheres de sopa) de
sangue para analise, semelhante a um exame de sangue de rotina em que serdo
realizados exames de glicemia, hemoglobina glicada, insulina, cortisol, ACTH e

citocinas plasmaticas.
Apos a alta hospitalar:

Apos a alta hospitalar, serdo realizadas duas consultas, a primeira 4 semanas apés a alta e a
segunda 16 semanas ap0s a alta hospitalar, as quais serdo agendadas no Centro de Pesquisa
Clinica (CPC) do HCPA com o objetivo de realizar os seguintes procedimentos definidos da

visita 1 e 2 abaixo:
Visita 1:

1) Entrevista médica completa com avaliacdo de sua saude, informagdes sobre possiveis

doencas, medicagdes em uso.



2)

3)

4)

5)
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Responder a questionarios sobre nivel de atividade fisica, nivel socioeconémico,
escolaridade e nivel cultural.

Exame fisico composto por: peso, altura, medidas da cintura e do quadril e composicao
corporal por bioimpedanciometria (que ¢ um exame indolor capaz de calcular a
quantidade de gordura corporal, em que vocé fica por alguns segundos em pé sobre uma
espécie de balanca).

Exames de sangue e urina: vocé vird em jejum de 12 horas para coletar sangue para

exames de rotina como colesterol, triglicerideos e hemoglobina glicada. Para esses
exames serdo coletados em média 25 mL (equivalente a 2 colheres de sopa) de sangue.

Exame para avaliar sarcopenia: que consistira na avaliacdo da circunferéncia da

panturrilha, e teste da caminhada, no qual vocé caminhara durante 6 minutos e medidas

serdo realizadas no inicio e no final do teste, como pressao arterial e frequéncia cardiaca.

Visita 2:

1)
2)

3)

4)

5)

Responder a questionarios sobre nivel de atividade fisica.

Exame fisico composto por: peso, altura, medidas da cintura e do quadril e composi¢éo
corporal por bioimpedanciometria (que é um exame indolor capaz de calcular a
quantidade de gordura corporal, em que vocé fica por alguns segundos em pé sobre uma
espécie de balanca).

Exames de sangue e urina: vocé vira em jejum de 12 horas para coletar sangue para

exames de rotina como colesterol, triglicerideos e hemoglobina glicada. Para esses

exames serdo coletados em média 25 mL (equivalente a 2 colheres de sopa) de sangue.

Exame para avaliar sarcopenia: que consistird na avaliacdo da circunferéncia da
panturrilha, e teste da caminhada, no qual vocé caminhara durante 6 minutos e medidas
serdo realizadas no inicio e no final do teste, como pressao arterial e frequéncia cardiaca.

Exames para avaliar a funcdo cardiaca: eletrocardiograma.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa sdo:

Entrevista clinica: algumas perguntas, como o seu nivel cultural, escolaridade,

depresséo, ansiedade, dentre outras, podem lhe causar algum constrangimento, porém é

muito importante que sejam respondidas com bastante sinceridade.
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e Exames de sangue: as coletas de sangue podem causar desconforto e hematoma (mancha

roxa na pele) na regido da coleta decorrente de alguma possivel infeccéo, lesdo nervosa

e dor. Em cada exame serdo coletados em média 25 mL de sangue.
Os demais procedimentos deste estudo, ndo conferem riscos a vocé.

A participacdo na pesquisa ndo trard beneficios diretos aos participantes, porém
contribuira para 0 aumento do conhecimento sobre este tema e, se aplicavel, podera beneficiar
futuros pacientes. Caso seja encontrado algum resultado relevante para a sua saide nos exames
realizados pela pesquisa, se vocé estiver de acordo, iremos repassar esta informagéo para o seu

médico assistente.

Sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatoria. Caso
vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo

havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na instituicao.

N&o esté previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e VOCé

ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na pesquisa,

vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou seja,

0 Seu nome nao aparecera na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Fernando Gerchman pelo telefone (51) 33598127, com a pesquisadora Gabriella Richter
Natividade pelo telefone (51) 985810805 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA,
sala 2229, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para 0 participante e outra para 0s

pesquisadores.




Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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