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RESUMO

A doenga coronavirus 2019 (COVID-19), causada pelo virus SARS-CoV-2,
resultou numa crise de saude global, com impacto significativo na saude
cardiovascular. A COVID-19 esta associada a disfungcdo vascular, lesao
miocardica e uma série de complicagbes cardiovasculares. Este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos de um programa de exercicio na hemodinamica
cardiovascular e resposta imunoldgica pés-COVID-19. Métodos: Trinta e trés
voluntarios po6s-COVID-19 participaram de um programa estruturado de
exercicios fisicos. Os parametros clinicos e laboratoriais foram avaliados pré e
pos-intervencdo, com foco nas caracteristicas metabdlicas, parametros
cardiovasculares, respostas hematoldgicas, imunologicas e niveis séricos de
citocinas. Resultados: O programa reduziu significativamente o peso corporal
(p<0,0002), o indice de massa corporea (p<0,0002), a circunferéncia da cintura
(p<0,0004) e a massa gorda (p<0,0001), enquanto aumentou a massa livre de
gordura (p<0,0002). Foram observadas melhorias na pressao arterial sistdlica e
diastdlica (p<0,0002), na frequéncia cardiaca de repouso (p<0,0001) e na SpO2
de repouso (p<0,0001). A analise hematolégica mostrou aumento de neutrdfilos
(p<0,0004), basofilos (p<0,0089), mondcitos (p<0,0026) e da relagcdo
linfocitos/neutrofilos (p<0,0001). A hemodinamica cardiovascular melhorou, com
aumentos significativos no volume sistolico (p<0,0429) e no indice de volume
sistélico (p<0,0251) e na relagéo da funcao diastélica precoce (p<0,0463). Além
disso, o programa reduziu as citocinas pré-inflamatérias IL-13 (p<0,0001), IL-2
(p<0,0022) e IL-6 (p<0,0004), enquanto aumentou as citocinas anti-inflamatoérias
IL-1RA (p< 0,0001) e IL-10 (p<0,0001), e citocinas antivirais IFN- (p<0,0001) e
IFN-y (p<0,0003). Conclusao: A intervencéao precoce utilizando um programa de
exercicios fisicos em pacientes pés-COVID-19 demonstrou melhora significativa
na resposta hemodindmica cardiovascular, na resposta proé-inflamatéria e
aumento das respostas anti-inflamatorias e antivirais. Esses achados ressaltam
a importancia do exercicio fisico na melhora do prognéstico e da qualidade de
vida dos pacientes p6s-COVID-19.

Palavras-chave: longa COVID-19; funcdo cardiaca; hemodinamica
cardiovascular; reabilitacdo cardiopulmonar; exercicio fisico.



ABSTRACT

The Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), caused by the SARS-CoV-2 virus,
has resulted in a global health crisis with significant impact on cardiovascular
health. COVID-19 is associated with vascular dysfunction, myocardial injury, and
a range of cardiovascular complications. This study aimed to evaluate the effects
of an exercise program on cardiovascular hemodynamics and immune response
post-COVID-19. Methods: Thirty-three post-COVID-19 volunteers participated in
a structured physical exercise program. Clinical and laboratory parameters were
assessed pre- and post-intervention, focusing on metabolic characteristics,
cardiovascular parameters, hematological and immunological responses, and
serum cytokine levels. Results: The program significantly reduced body weight
(p<0.0002), body mass index (BMI) (p<0.0002), waist circumference (p<0.0004),
and fat mass (p<0.0001), while increasing lean mass (p<0.0002). Improvements
were observed in systolic and diastolic blood pressure (p<0.0002), resting heart
rate (p<0.0001), and resting SpO2 (p<0.0001). Hematological analysis showed
increased neutrophils (p<0.0004), basophils (p<0.0089), monocytes (p<0.0026),
and lymphocyte-to-neutrophil ratio (p<0.0001). Cardiovascular hemodynamics
improved, with significant increases in stroke volume (p<0.0429) and stroke
volume index (p<0.0251), and early diastolic function ratio (p<0.0463).
Additionally, the program reduced pro-inflammatory cytokines IL-18 (p<0.0001),
IL-2 (p<0.0022), and IL-6 (p<0.0004), while increasing anti-inflammatory
cytokines IL-1RA (p<0.0001) and IL-10 (p<0.0001), and antiviral cytokines IFN-3
(p<0.0001) and IFN-y (p<0.0003). Conclusion: Early intervention using a
physical exercise program in post-COVID-19 patients demonstrated significant
improvement in cardiovascular hemodynamic response, pro-inflammatory
response, and increased anti-inflammatory and antiviral responses. These
findings highlight the importance of physical exercise in improving the prognosis
and quality of life for post-COVID-19 patients.

Keywords: long COVID-19; cardiac function; cardiovascular hemodynamics;
cardiopulmonary rehabilitation; physical exercise.
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1. Introducao

A pandemia da doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) desencadeou
uma série de desafios e complexidades em todo o0 mundo, deixando um legado
de impactos significativos na saude fisica e mental das pessoas. Apos a luta para
controlar a propagac¢do do virus, uma nova batalha surgiu: a sindrome pos-
COVID-19, que continua a afetar individuos mesmo apds a recuperacéo inicial
da infecgdo. Entre as muitas facetas dessa sindrome, as repercussdes
cardiopulmonares emergem como uma preocupacgao central. Pois pacientes que
se recuperaram da COVID-19 frequentemente enfrentam uma série de sintomas
persistentes, incluindo fadiga persistente, falta de ar, dores no peito e palpitagdes
cardiacas. Esses sintomas podem indicar uma variedade de complicagdes
cardiopulmonares, como inflamagdo do musculo cardiaco (miocardite),
disfungdo ventricular esquerda, coagulacdo sanguinea anormal e fibrose
pulmonar. Essas condi¢des, se ndo forem adequadamente gerenciadas, podem
levar a complicagbes graves e até mesmo a morte prematura.

Nesse cenario desafiador, a intervencao em reabilitagdo cardiopulmonar
emerge como uma pega fundamental no processo de recuperagao pés-COVID.
No entanto, apesar de sua importancia, a acessibilidade e a disponibilidade de
desses programas permanecem aquém do ideal, bem como, lidamos com o fato
que existem ainda poucas evidéncias cientificas que embasem programas
especializados nesta area.

Assim, é imperativo reconhecer a prevaléncia da sindrome p6s-COVID,
seus Iimpactos e repercussdes cardiovasculares. E que programas
especializados de reabilitacdo cardiopulmonar tem que ser aprimorados, pois
nao sao apenas uma opgao terapéutica, mas sim uma necessidade urgente para
garantir uma recuperagao completa e qualidade de vida 6tima para os para os

pacientes em recuperagao pos infeccdo por COVID-19.

1.1 COVID-19 - Definigao

A COVID-19, causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, emergiu como uma
das maiores pandemias da historia recente, desencadeando uma crise global
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sem precedentes. Descoberto pela primeira vez em Wuhan, China, no final de
2019, o virus rapidamente se disseminou pelo mundo, afetando milhdes de
pessoas e sobrecarregando sistemas de saude em todo o globo. Estudos iniciais
sugeriram que a COVID-19 compartilha semelhangas genéticas com outros
coronavirus, como o SARS-CoV e o MERS-CoV, ambos associados a surtos
anteriores de doencgas respiratérias agudas.(! No entanto, o SARS-CoV-2
demonstrou uma capacidade unica de transmissao eficiente entre humanos,
resultando em uma disseminagéo rapida e sustentada.®

A doenca apresenta uma ampla gama de sintomas, desde casos
assintomaticos até formas graves que requerem hospitalizacao e ventilagéo
mecanica. Os sintomas mais comuns incluem febre, tosse seca, fadiga, perda
de paladar e olfato, enquanto sintomas graves podem incluir falta de ar, dor no
peito e confus&o.® Estudos epidemioldgicos revelaram que certos grupos
populacionais, como idosos e pessoas com condicdes médicas subjacentes,
correm maior risco de desenvolver complicagdes graves de COVID-19, como
pneumonia e faléncia de 6rgaos. Além disso, a transmissao do virus pode ocorrer
mesmo em individuos assintomaticos ou pré-sintomaticos, tornando o controle
da disseminagao uma tarefa desafiadora.®

Diante da rapida propagacgéo do virus, medidas de saude publica foram
implementadas em todo o mundo para conter a disseminagdo da COVID-19.
Essas medidas incluem o distanciamento fisico, uso de mascaras faciais,
higienizacdo frequente das maos e restricdbes de viagens. Além disso, a
vacinagado em massa tem desempenhado um papel crucial na reducao da
morbidade e mortalidade associadas a doenca.® No entanto, o acesso equitativo
as vacinas tem sido um desafio, especialmente em paises de baixa e média
renda, destacando a necessidade de cooperagcdo global para garantir uma
distribuigao justa e eficaz. A resposta a COVID-19 continua a evoluir a medida
que novas variantes do virus surgem e os cientistas trabalham para entender
sua transmissibilidade e resisténcia a tratamentos e vacinas existentes.® Em
ultima analise, a luta contra a COVID-19 exige uma abordagem multifacetada e
colaborativa, envolvendo governos, organizagdes internacionais, comunidades

cientificas e o publico em geral.
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1.2 COVID-19 - Epidemiologia

A epidemiologia do COVID-19 tem sido objeto de extensa pesquisa desde
o surgimento da doenga. Estudos epidemioldgicos fornecem insights cruciais
sobre a transmissao, distribuigdo e impacto da doenga em populagdes globais.
Adisseminacao do virus ocorre principalmente através de goticulas respiratorias,
contato préximo com pessoas infectadas e superficies contaminadas, com a
transmissao ocorrendo de forma mais eficiente em ambientes fechados e com
grande aglomeragdo de pessoas.’® A ampla gama de sintomas e a
possibilidade de transmissao por individuos assintomaticos ou pré-sintomaticos
complicam os esforgos de controle da doencga.*?

A epidemiologia também revelou disparidades significativas na
prevaléncia e gravidade da COVID-19 entre diferentes grupos populacionais.
Estudos demonstraram que idosos e pessoas com condigdes médicas
subjacentes, como doengas cardiovasculares, diabetes e obesidade, tém maior
risco de desenvolver complicagbes graves e morte.(' Além disso, minorias
étnicas e grupos socioeconémicos desfavorecidos enfrentam um 6nus
desproporcional da doenga devido a disparidades no acesso aos cuidados de
satde e condigbes de trabalho que os expdem a um maior risco de infecgdo.!"12)

A evolugdo da COVID-19 também é influenciada pela emergéncia de
variantes do virus, que podem apresentar diferentes graus de transmissibilidade,
gravidade da doencga e resisténcia a tratamentos e vacinas. Estudos genémicos
tém rastreado a propagacao de variantes como a Alpha, Beta, Gamma e Delta
em diferentes regides do mundo, destacando a importancia da vigilancia
genbmica continua para informar estratégias de saude publica e
desenvolvimento de vacinas atualizadas.(13.14)

Diante desses desafios, intervencbes baseadas em evidéncias, como
vacinagdo em massa, distanciamento social e rastreamento de contatos,
continuam a ser fundamentais na contencdo da pandemia. No entanto, a
compreensao continua da epidemiologia do COVID-19 é essencial para informar
politicas de saude publica eficazes e adaptaveis que possam mitigar o impacto

da doencga e promover a recuperacao global.
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1.3 COVID-19 - Fisiopatologia

A fisiopatologia do COVID-19 € um campo complexo que envolve uma
interagdo intricada entre o virus SARS-CoV-2 e o sistema imunolégico humano.
A infecgdo geralmente comega com a ligagao do virus as células epiteliais do
trato respiratorio através dos receptores da enzima conversora de angiotensina
2 (ECA2), permitindo sua entrada nas células. Este processo é facilitado pela
proteina spike (S) do virus, que se liga a ECA2 como receptor primario.('51%) Uma
vez dentro das células hospedeiras, o virus se replica rapidamente, causando
dano direto as células epiteliais e desencadeando uma resposta imunologica.

A resposta imune a infeccéo pelo SARS-CoV-2 envolve a liberagdo de
citocinas pro-inflamatdrias, incluindo interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), como parte da resposta do hospedeiro a presenca
viral.('7.8) Em alguns pacientes, essa resposta imunoldogica pode se tornar
desregulada, resultando em uma tempestade de citocinas, onde ha uma
liberacdo excessiva de citocinas pro-inflamatdrias. Isso pode levar a um estado
de hiperinflamacéo sistémica, contribuindo para a patogénese de complicagdes
graves, como a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA).(19:20)

Além disso, a coagulopatia associada a COVID-19 € uma complicagao
comum que contribui significativamente para a morbidade e mortalidade da
doenca. Esta coagulopatia é caracterizada por uma resposta pré-coagulante
exacerbada, levando a formacédo de trombos em varios 6rgaos e sistemas,
aumentando o risco de eventos tromboembdlicos venosos e arteriais. Multiplos
mecanismos contribuem para a coagulopatia, incluindo a inflamacgao sistémica,
disfuncdo endotelial e ativagéo plaquetaria.(2'22)

Além da resposta imune inata, a resposta imune adaptativa desempenha
um papel fundamental na fisiopatologia do COVID-19. Estudos demonstraram
que a ativacao de células T CD4+ e CD8+ é essencial para a eliminacéo do virus
e a resolugao da infeccdo. No entanto, em casos graves da doenga, observa-se
uma supressao da resposta imune adaptativa, com diminuigdo da contagem e
funcao das células T, o que pode contribuir para a progressao da infecgao e
agravamento do quadro clinico.(?324) A compreensdo desses mecanismos

fisiopatoldégicos € fundamental para o desenvolvimento de estratégias
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terapéuticas direcionadas e intervencdes clinicas para melhorar os resultados

em pacientes com COVID-19.

1.4 COVID-19 - Sequelas (COVID Longa)

As sequelas de longo prazo do COVID-19, conhecidas como COVID-19
de longa duragao ou "COVID longo", tém despertado preocupagdes significativas
devido a sua persisténcia e impacto na qualidade de vida dos pacientes. Estudos
tém relatado uma variedade de sintomas persistentes que persistem por
semanas ou meses apos a recuperacao inicial da infeccdo aguda pelo SARS-
CoV-2. Sintomas comuns incluem fadiga extrema, dispneia, dor toracica,
palpitagdes, dificuldade de concentragao, insbnia e sintomas neurolégicos, como
perda de memoria e confusdo mental.(2526)

Além dos sintomas persistentes, alguns pacientes experimentam
complicagbes médicas graves como resultado da COVID-19 de longa duragéo.
Estas podem incluir danos pulmonares irreversiveis, como fibrose pulmonar,
comprometimento da funcdo cardiaca, disfungao cognitiva, sindrome pés-
intensiva, disturbios psiquiatricos e efeitos adversos sobre varios sistemas
orgénicos, como o renal e o hepatico.?”?8) Essas complicagdes podem levar a
incapacidade permanente e impactar negativamente a qualidade de vida dos
sobreviventes da COVID-19.

Afisiopatologia das sequelas de longo prazo do COVID-19 ainda nao esta
totalmente compreendida, mas evidéncias sugerem que uma combinagédo de
fatores, incluindo inflamagdo persistente, disfuncdo imunoldgica, leséo
endotelial, resposta autoimune e dano tecidual direto causado pelo virus, podem
contribuir para a persisténcia dos sintomas e complicagdes.?%3% A presenca de
comorbidades pré-existentes, como obesidade, diabetes e doencgas
cardiovasculares, também pode aumentar o risco de desenvolvimento de
sequelas de longo prazo.(®".32)

A abordagem clinica para pacientes com COVID-19 de longa duragao
geralmente envolve uma equipe multidisciplinar de profissionais de saude,
incluindo médicos, fisioterapeutas, terapeutas ocupacionais, psicélogos e outros
especialistas, para abordar os diversos aspectos dos sintomas persistentes e

complicagdes médicas.(3334) Estratégias de tratamento podem incluir reabilitagdo
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pulmonar, terapia cognitivo-comportamental, suporte psicolégico, manejo da dor
e tratamento farmacolégico para controlar sintomas especificos.

Aidentificagédo precoce e a compreenséo das sequelas de longo prazo do
COVID-19 séo fundamentais para garantir o acompanhamento adequado e o
manejo eficaz dos sobreviventes da doenca. Além disso, a pesquisa continua é
necessaria para elucidar os mecanismos subjacentes e desenvolver abordagens
terapéuticas direcionadas para mitigar o impacto das sequelas de longo prazo e

melhorar os resultados a longo prazo dos pacientes afetados.

1.5 COVID-19 - Efeitos Cardiovasculares Agudos

Os efeitos cardiovasculares agudos do COVID-19 representam uma
preocupacao significativa devido a sua associagdo com complicagdes graves e
aumento da mortalidade. Pacientes com COVID-19 podem apresentar uma
ampla gama de manifesta¢des cardiovasculares, incluindo lesdes miocardicas,
arritmias, miocardite, pericardite, trombose arterial e venosa, além de
complicacdes relacionadas a aterosclerose, como infarto agudo do miocardio
(IAM) e acidente vascular cerebral (AVC).(3536)

A lesdo miocardica € uma das complicagdes cardiovasculares mais
comuns e é caracterizada pela elevacao dos niveis de biomarcadores cardiacos,
como troponina e creatina quinase-MB (CK-MB), em pacientes com COVID-19.
Estudos tém demonstrado uma associagdo entre lesdo miocardica e maior
gravidade da doenca e desfechos desfavoraveis, incluindo necessidade de
ventilagdo mecanica, internagdo em unidades de terapia intensiva (UTIs) e
mortalidade hospitalar.(7:38)

Além disso, a COVID-19 esta associada a disturbios do ritmo cardiaco,
como taquicardia, fibrilacao atrial e taquicardia ventricular, que podem aumentar
o risco de complicagbes cardiovasculares graves, como insuficiéncia cardiaca,
choque cardiogénico e morte subita cardiaca.®® A inflamagdo sistémica e a
ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) podem
desempenhar um papel importante na patogénese das arritmias associadas a
COVID-19.

Outra complicagédo cardiovascular aguda observada em pacientes com

COVID-19 é a ocorréncia de eventos tromboembodlicos, incluindo trombose
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venosa profunda (TVP), embolia pulmonar (EP), AVC isquémico e IAM.#041) A
inflamacéo sistémica, a hipercoagulabilidade e a disfungao endotelial sao fatores
que contribuem para o aumento do risco de trombose em pacientes com COVID-

19, especialmente aqueles em estado grave ou critico da doenga.

1.6 COVID-19 — Efeitos cardiovasculares cronicos

Os efeitos cardiovasculares crénicos do COVID-19 emergem como uma
preocupagao crescente a medida que mais evidéncias sugerem que a doencga
pode deixar sequelas duradouras no sistema cardiovascular. Estudos
longitudinais tém demonstrado que mesmo apos a recuperagao aparente da
infeccdo aguda, alguns pacientes continuam a apresentar disfuncao
cardiovascular persistente. Entre as sequelas mais comuns estao a disfuncao
ventricular esquerda, a reducdo da fracdo de ejecao (FE), a remodelacao
cardiaca adversa e a persisténcia de biomarcadores cardiacos elevados, como
a troponina e a proteina C reativa.(@842)

A miocardite € uma complicagao cardiovascular cronica frequentemente
associada ao COVID-19. Esta condicao inflamatéria do miocardio pode resultar
em fibrose cardiaca, cicatrizes e disfuncio sistdlica e diastdlica do ventriculo
esquerdo, predispondo os pacientes a insuficiéncia cardiaca crénica e arritmias
cardiacas.®® A inflamacao persistente e a ativagdo imune inadequada podem
desempenhar um papel significativo na patogénese da miocardite p6s-COVID-
19.

Além disso, a COVID-19 pode acelerar o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares crbénicas preexistentes, como aterosclerose, hipertensao
arterial, doenga coronariana e insuficiéncia cardiaca.“*4% A inflamagao cronica,
a disfungdo endotelial e a ativaggo do SRAA podem contribuir para o
agravamento e progressao dessas condi¢gdes, aumentando o risco de eventos
cardiovasculares adversos a longo prazo.

Complicagdes tromboembdlicas cronicas também foram relatadas em
pacientes apos a recuperagao da COVID-19, incluindo TVP, EP, AVC e eventos
isquémicos periféricos.?146) A persisténcia da hipercoagulabilidade e da
inflamacéo crénica pode contribuir para o desenvolvimento e recorréncia desses

eventos tromboembdlicos ao longo do tempo.
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Outras complicacdes cardiovasculares crénicas relacionadas a COVID-19
incluem a sindrome de taquicardia ortostatica pésural (POTS), disautonomia
cardiaca, sindrome de fadiga crénica e disturbios do sono, que podem afetar
negativamente a qualidade de vida e a capacidade funcional dos pacientes a
longo prazo.#748) A compreensao dessas sequelas cardiovasculares cronicas é
essencial para garantir o acompanhamento adequado e o manejo precoce dos
pacientes afetados, visando prevenir ou minimizar o impacto dessas

complicagdes a longo prazo.

1.7 COVID-19 - Exercicio Fisico na Reabilitagao Cardiopulmonar

A reabilitacdo cardiopulmonar em pacientes p6s-COVID-19 desempenha
um papel crucial na recuperagdo e na melhoria da qualidade de vida apds a
doenca. Esses programas multidisciplinares visam restaurar a funcéo
cardiorrespiratoria, reduzir sintomas persistentes e promover o retorno a
atividade fisica e a funcionalidade normal. As intervencdes de reabilitacdo
cardiopulmonar para pacientes pos-COVID-19 geralmente incluem exercicios
aerobicos, treinamento de resisténcia, educagao sobre estilo de vida saudavel,
gerenciamento do estresse e suporte psicoldgico.*9:50)

Os exercicios aerdbicos, como caminhadas, ciclismo e natacdo, sao
fundamentais na reabilitagdo cardiopulmonar, pois ajudam a melhorar a
capacidade cardiovascular, a resisténcia e a funcao pulmonar. O treinamento de
resisténcia, por sua vez, fortalece os musculos respiratérios e periféricos,
melhorando a capacidade de realizagcao de atividades diarias e reduzindo a
fadiga relacionada a doenga.®5"

A educagao sobre estilo de vida saudavel desempenha um papel
importante na prevengao de complicagdes cardiovasculares e pulmonares a
longo prazo, abordando fatores de risco modificaveis, como tabagismo, dieta
pouco saudavel, sedentarismo e estresse. Programas de reabilitacdo
cardiopulmonar também fornecem orientacdo sobre estratégias de
gerenciamento de sintomas, como dispneia, dor no peito e fadiga, ajudando os
pacientes a desenvolverem habilidades para lidar com esses desafios.'.52)

Além disso, o suporte psicolégico desempenha um papel crucial na

reabilitacdo cardiopulmonar, pois muitos pacientes p6s-COVID-19 enfrentam
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ansiedade, depressao e estresse relacionados a doencga e as preocupacdes com
a saude. Os programas de reabilitagdo oferecem aconselhamento
individualizado, terapia cognitivo-comportamental e grupos de apoio para ajudar
os pacientes a lidarem com o impacto emocional da COVID-19 e desenvolver
estratégias de enfrentamento eficazes.(®3:54)

A reabilitacdo cardiopulmonar baseada em evidéncias demonstrou
beneficios significativos na melhoria da capacidade funcional, qualidade de vida
e resultados clinicos em pacientes p6s-COVID-19. Estudos tém mostrado que a
participacdo em programas de reabilitagdo cardiopulmonar esta associada a
uma reducgao na mortalidade, readmissdes hospitalares e custos de saude, além
de uma melhora na fungdo cardiorrespiratéria e bem-estar psicologico dos
pacientes.(6:5%)

Em resumo, a reabilitagdo cardiopulmonar desempenha um papel vital na
recuperacao e no manejo dos sintomas persistentes em pacientes p6s-COVID-
19. E o treinamento fisico especializado € um componente fundamental para o
sucesso desses programas multidisciplinares que oferecem uma abordagem
abrangente e personalizada para ajudar os pacientes a reconstruirem sua saude
cardiovascular e pulmonar, recuperar a funcionalidade e retomar uma vida ativa

e saudavel apos a doenga.

1.8 Avaliagao hemodinamica por cardiografia por impedancia

A avaliagdo hemodinamica desempenha um papel crucial na
compreensao da funcdo cardiaca e na gestdo de diversas condigdes clinicas. A
cardiografia por impedancia (ICG) emergiu como uma técnica nao invasiva
promissora para avaliagdo hemodinamica, oferecendo insights precisos sobre o
débito cardiaco (DC), resisténcia vascular periférica (RVP) e volume
intravascular. A ICG baseia-se na medicdo das mudancgas na impedancia elétrica
do tdérax, relacionadas as variagdes de volume sanguineo durante o ciclo
cardiaco.(%6) Esta técnica tem demonstrado ser particularmente util em pacientes
com insuficiéncia cardiaca, permitindo uma monitorizagdo continua e néao
invasiva da fungédo cardiaca.®”

O equipamento PhysioFlow é um sistema avangado de ICG oferece uma

abordagem inovadora para a avaliagdo hemodinémica. Este dispositivo utiliza
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um conjunto de eléctrodos multifasicos colocados no térax do paciente para
medir as variagbes de impedancia ao longo do tempo, proporcionando uma
estimativa precisa do DC e outros parametros hemodinamicos.(8) Além disso, o
PhysioFlow oferece a vantagem adicional de ser portatil e facil de usar, o que o
torna uma ferramenta versatil para a monitorizagdo continua em ambientes
clinicos e ambulatoriais.®°

Estudos clinicos tém validado a eficacia do equipamento PhysioFlow em
diversas condi¢des, incluindo insuficiéncia cardiaca, choque séptico e
hipovolemia. Por exemplo, uma pesquisa de Scharf et al.%8) demonstrou a
capacidade do PhysioFlow em detectar alteragdes hemodinamicas precoces em
pacientes com choque séptico, permitindo uma intervencao rapida e precisa.
Esses achados destacam o potencial do PhysioFlow como uma ferramenta
invaluable na avaliagdo hemodinamica e no gerenciamento de pacientes
criticamente enfermos.

Em resumo, a ICG e o equipamento PhysioFlow representam avangos
significativos na avaliacdo hemodindmica ndo invasiva. Com sua precisao,
facilidade de uso e capacidade de monitoramento continuo, essas tecnologias
desempenham um papel vital na otimizagdo do manejo clinico de uma variedade

de condi¢des cardiovasculares e hemodinamicas.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo primario

Avaliar os efeitos de um programa de exercicio fisico combinado na
performance hemodinamica e cardiopulmonar de pacientes pos-COVID-19
através da cardiografia por impedancia.
2.2 Objetivo secundario

Avaliar se o programa de exercicio proposto pode se relacionar com a

modulagdo da resposta imunologica celular e humoral sistémica nesta

populacgao.
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3. Material e métodos

3.1 Recrutamento e selegao dos voluntarios

Os voluntarios foram recrutados através das redes sociais e de divulgagéo
nas Unidades de Pronto Atendimento (UPA) e Unidades Basica de Saude (UBS)
do municipio de Sdo José dos Campos-SP. Foram recrutados individuos de
ambos os sexos entre 18 e 85 anos de idade, que tenham tido COVID-19,
comprovadamente por meio de exame de RT-PCR ou antigeno, os quais foram
posteriormente estratificados em pacientes moderados e graves, de acordo com

os critérios adotados pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS).(€0)

3.2 Protocolo Experimental

Foram estudados 33 pacientes pos-COVID-19, classificados com critério
de gravidade entre moderado e grave de acordo com os critérios adotados pela
OMS.

Os individuos foram avaliados antes do inicio do projeto e apos 90 dias
de reabilitagdo. Foram considerados individuos pds-COVID-19 moderados,
aqueles que apresentaram teste rapido positivo ou teste de antigeno positivo ou
teste de RT-PCR, e que apresentaram os seguintes sintomas: tosse seca, coriza,
inflamacgéo de garganta, dores corporais difusas, hipertermia persistente, sem
hipoxemia. Foram considerados individuos pés-COVID-19 graves, aqueles, que
além de algum ou varios dos sintomas descritos acima, apresentarem hipoxemia
(saturacao de oxigénio — SPO2 < 93%) necessitando de internacdo com ou sem

suporte ventilatério (invasivo ou ndo invasivo).(©0

3.3 Protocolo de Exercicios

O programa de exercicios foi constituido de 3 sessdes semanais em dias
alternados de 5 minutos de aquecimento, 5 minutos de alongamento, 20 minutos
de exercicio aerobio continuo de intensidade moderada, 20 minutos de exercicio

resistido de intensidade moderada, 10 minutos de alongamento para o
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resfriamento. O treinamento fisico aerdbio foi realizado em esteira ou em
bicicleta ergométrica, de acordo com a preferéncia do voluntario do estudo, mas
foi realizado em intensidade leve para moderada (iniciando-se a 60% da
frequéncia cardiaca maxima e aumentando-se a intensidade em 2% a cada
semana), por um periodo de 20 minutos. O treinamento fisico resistido, foi
realizado a uma intensidade moderada, correspondendo a 75% da carga
maxima, e foram executadas 4 séries de 10-15 repeticdes, com intervalos de
descanso de 1 minuto entre as séries. Foram realizados os seguintes exercicios:
Supino Reto, Puxador Alto, Elevagao Lateral, Extensdo de Pernas, Flexao de
Pernas e Elevacao nas pontas dos pés. Os exercicios de alongamento foram

realizados com exercicios classicos para membros superiores € inferiores.

3.4 Avaliagao hemodinamica por cardiografia por impedancia

A ecocardiografia por impedancia foi realizada utilizando-se o
equipamento Physioflow® (Bristol, EUA), que fornece medigbes continuas,
precisas, reprodutiveis e sensiveis da frequéncia cardiaca (FC), do DC, volume
sistélico (VS), indice cardiaco (IC), FE, e o volume diastdlico final (VDF), indice
de fluido toracico (IFT) e a RVP. Os voluntarios foram orientados a despir-se
(retirando a camiseta/camisa/blusa) e se deitar na maca em decubito dorsal, e
assim realizou-se a assepsia com alcool 70% das areas onde os 6 eletrodos
foram posicionados. Apds o posicionamento dos eletrodos, foi aguardado 1
minuto para estabilizacdo dos sinais. Apds esse periodo de estabilizacido do

sinal, iniciou-se a gravagao do sinal por um periodo de 3 minutos.

3.5 Coleta, Processamento e Analise do Sangue

10 ml de sangue venoso foram coletados, ap6s 10 minutos de repouso,
utilizando-se material estéril a vacuo, dos quais 5 ml foram coletados em tubo
contendo anticoagulante EDTA K3 e 5 ml coletados em tubo contendo fator proé-
coagulagao. Apds a coleta, 25 microlitros do sangue coletado em tubo contendo
EDTA K3 foi utilizado para a realizagdo do hemograma completo, com

equipamento Sysmex XS-800i. Em seguida, os dois tubos de sangue coletados
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foram centrifugados a 1000g, 7 minutos a 4°C e o soro e o0 plasma foram

armazenados a -86°C para a dosagem de citocinas.

3.6 Medidas dos Niveis de Citocinas

Os niveis das citocinas IL-1B3, IL-2, IL-6, IL-1RA, IL-10, IFN-B e IFN-y
foram medidos no ar condensado, € no soro e/ou plasma dos voluntarios
utilizando-se kits de ELISA DuoSet (R&D Systems, EUA) e ELISA Max Deluxe
(Biolegend, EUA). As leituras foram realizadas conforme instru¢cao do fabricante,
utilizando-se a multileitora SpectraMax i3 (Molecular Devices, EUA). Os

resultados foram apresentados em pg/mL.

3.7 Analise Estatistica

O software GraphPad Prism 5.0 foi utilizado para a avaliagdo da analise
estatistica e construcdo dos graficos. A normalidade dos dados foi avaliada
utilizando-se o teste de Pearson. Os dados com distribuicdo paramétrica foram
avaliados através do teste ONE WAY ANOVA seguido do teste Newman-Keuls.
Os dados com distribuicdo ndo paramétrica foram avaliados pelo teste ANOVA
ON RANKS seguido do teste de Dunns para comparagao entre os grupos. O

valor a partir de p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4. Resultados

4.1 Caraterizagao Clinico-laboratorial dos Voluntarios P6s-COVID-19

A tabela 1 demonstra as caracteristicas clinico-laboratoriais dos
voluntarios P6s-COVID-19.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos voluntarios p6s-COVID-
19. Voluntarios submetidos a reabilitagcdo (n = 33). Resultados expressos como
meédia e desvio padrao.

Parametros Antes Depois P Valor
Idade (anos) 4544 (3,5) 46.52 (3,1) 0.2737
Peso (kg) 74.03 (4,2) 65.89(6,3) 0.0002
Altura (m) 1,68 (4,2) 1,68 (4,6) 0.5086
IMC (kg/m?) 30.43 (2,3) 25.88(3,5) 0.0002
Pressao arterial sistélica (mmHgQ) 142,1(1,4) 118,1(1,4) 0.0002
Pressao arterial diastdlica (mmHg) 95,4 (0,7) 74,4 (0,9) 0.0002
Circunferéncia de cintura (cm) 92.24 (4,7) 78.85(1,6) 0.0004
Leucdcitos totais (células/mm?3) 7.96 (2,0) 6.22 (2,7) 0.5940
Basofilos (células /mm?3) 34.5 (7,0) 26.8 (8,7) 0.0089
Mondcitos (células /mm3) 4145 (4,1) 218.42(3,2) 0.0026
Eosindfilos (células /mm3) 158.22 (2,6) 146.42 (2,8) 0.7044
Linfocitos (células /mm3) 3.5(2,4) 2.46 (2,8) 0.2544
Neutrdfilos (células /mm3) 4.25 (2,3) 2.52(2,3) 0.0004

Razao linfécito/neutrofilo (células /mm3) 10,31 (0,54) 1,88 (0,21)  0.0001
Frequéncia cardiaca de repouso (bpm) 112.2 (3,2) 85,6 (2,5) 0.0001

Massa gorda (%) 42.57 (4,2) 35.89(2,4) 0.0001
Massa livre de gordura (%) 62.35(3,5) 64.48 (4,6) 0.0002
Sp0O2% de Repouso 92.05(0,6) 97.25(0,8) 0.0001
Sexo (M/F)# 14/19 e e

IMC: indice de massa corporea; SpO2%: saturacao parcial de oxigénio.
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4.2 Efeitos do programa sobre a Hemodinamica Cardiovascular

Os resultados apresentados na Figura 1 demonstram que os exercicios

reduziram significativamente a frequéncia cardiaca de repouso (heart rate).

801

— p<0.0124
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Figura 1. Efeitos sobre a frequéncia cardiaca de voluntarios pés-COVID-19 (n
= 33).

Os resultados apresentados na Figura 2 evidenciam que o programa

melhorou significativamente o VS (stroke volume).

150+

p<0.0429

100+

504

Stroke Volume (mL)

Pre Rehab Post Rehab

Figura 2. Efeitos do programa sobre o volume sistolico de voluntarios pos-
COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 3 demonstram que o programa

melhorou significativamente o indice do VS (stroke volume index).
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Figura 3. Efeitos do programa sobre o indice do volume sistolico de voluntarios
p6s-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 4 demonstram que o programa néo

alterou significativamente o DC (cardiac output).
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Figura 4. Efeitos do programa sobre o débito cardiaco de voluntarios poés-
COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 5 demonstram que o programa nao
alterou significativamente o IC (DC corrigido pela superficie corporal; cardiac

output).
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Figura 5. Efeitos do programa sobre o indice cardiaco de voluntarios pos-
COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 6 demonstram que o programa néo
alterou significativamente a resisténcia vascular sistémica (Systemic

Vascular Resistance).
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Figura 6. Efeitos do programa sobre a resisténcia vascular sistémica de
voluntarios p6s-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 7 demonstram que o programa nao
alterou significativamente o indice da resisténcia vascular sistémica

(Systemic Vascular Resistance Index).
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Figura 7. Efeitos do programa sobre o indice da resisténcia vascular sistémica
de voluntarios pos-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 8 demonstram que a reabilitagéo
cardiopulmonar nao alterou significativamente o indice de trabalho do

ventriculo esquerdo (Left Cardiac Work Index).

Left Cardiac Work
Index (kg.m/m2)

]
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Figura 8. Efeitos do programa sobre indice de trabalho do ventriculo esquerdo
de voluntérios p6s-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 9 demonstram que o programa néo

alterou significativamente a FE estimada (Ejection Fraction Estimated %).
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Figura 9. Efeitos do programa sobre a fracéo de ejecédo de voluntarios pos-
COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 10 demonstram que o programa

nao alterou significativamente o VDF (End Diastolic Volume).
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Figura 10. Efeitos do programa sobre o volume diastélico final de voluntarios
p6s-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 11 demonstram que o programa
ndo alterou significativamente o indice de fluido toraxico (Thoracic Fluid

Index).
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Figura 11. Efeitos do programa sobre o indice de fluidos toraxico de voluntarios
pds-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 12 demonstram que o programa
melhorou significativamente a taxa de fungao diastélica precoce (%) [Early

Diastolic Function Ratio (%)].
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Figura 12. Efeitos do programa sobre a taxa de funcéo diastélica precoce (%)
de voluntérios p6s-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 13 demonstram que o programa
reduziu significativamente os niveis séricos da citocina pré-inflamatéria,

interleucina 1 beta (Serum IL-1B).
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Figura 13. Efeitos do programa sobre os niveis séricos de IL-13 de voluntarios
pés-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 14 demonstram que o programa
reduziu significativamente os niveis séricos da citocina pré-inflamatoria,

interleucina 6 (Serum IL-6).
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Figura 14. Efeitos do programa sobre os niveis séricos de IL-6 de voluntarios
p6s-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 15 demonstram que o programa
reduziu significativamente os niveis séricos da citocina pré-inflamatéria,

interleucina 2 (Serum IL-2).
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Figura 15. Efeitos do programa sobre os niveis séricos de IL-2 de voluntarios
pds-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 16 demonstram que o programa
aumentou significativamente os niveis séricos da citocina anti-inflamatéria,
interleucina 1 RA (Serum IL-1RA).
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Figura 16. Efeitos do programa sobre os niveis séricos de IL-1RA de
voluntarios p6s-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 17 demonstram que o programa
aumentou significativamente os niveis séricos da citocina anti-inflamatéria,

interleucina 10 (Serum IL-10).
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Figura 17. Efeitos do programa sobre os niveis séricos de IL-10 de voluntérios
pds-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 18 demonstram que o programa

aumentou significativamente os niveis séricos da citocina anti-inflamatéria,

interferon beta (Serum IFN-beta).
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Figura 18. Efeitos do programa sobre os niveis séricos de IFN-B de voluntarios
p6s-COVID-19 (n = 33).

Os resultados apresentados na Figura 19 demonstram que o programa

aumentou significativamente os niveis séricos da citocina antiviral, interferon

gama (Serum IFN-gama).
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Figura 19. Efeitos do programa sobre os niveis séricos de IFN-y de voluntarios
p6s-COVID-19 (n = 33).
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5. Discussao

O presente estudo demonstrou que as alteragcbes hemodinamicas
cardiovasculares induzidas pela COVID-19 séo persistentes e silenciosas e
necessitam de intervengao. Nesse sentido esse estudo também demonstra que
um “programa combinado”, constituido por exercicios aerobios e resistidos, foi
capaz de reestabelecer uma resposta hemodinamica cardiovascular normal.

Um estudo recente envolvendo 5 milhdes de pacientes descobriu que
individuos que sobreviveram a COVID-19 enfrentaram um risco marcadamente
maior—até 2.000%—de desenvolver problemas cardiovasculares (como infarto
e arritmias), problemas pulmonares (incluindo hipoxemia e dispneia), disturbios
metabdlicos (como diabetes e dislipidemia) e condi¢gdes neuroldgicas (tais como
comprometimento cognitivo, disturbios do sono e infarto cerebral) dentro de 1 a
6 meses apos a infecgdo.®) Nesse sentido, o presente trabalho reforga esses
achados, mas de uma maneira aprofundada, por mostrar quais alteragdes
hemodinamica cardiovasculares estao alteradas no paciente p6s-COVID-19 de
gravidade moderada e grave através da cardiografia por impedancia. Além disso,
o presente estudo aponta para a importancia da intervencdo com base em
exercicios fisicos precoce nesses pacientes, uma vez que alteragdes
hemodinamicas cardiovasculares foram revertidas através de 3 meses de
intervengao com exercicio combinado, realizados 3x por semana.

Inicialmente observamos que a frequéncia cardiaca de repouso foi
reduzida significantemente. Tais efeitos sdo particularmente importantes, uma
vez que o aumento da FC na pds-COVID-19 tem sido reportado como uma
alteracao tipica na pds-COVID-19, normalmente devido ao desbalanco
autondmico.®? Entretanto, no presente estudo ndo pudemos realizar a analise
do balanco/desbalanco autonémico através da VFC, o que constitui uma
limitacao do presente estudo, através do qual poderiamos verificar se os efeitos
positivos bradicardicos observados apds os 3 meses do programa foram em
decorréncia da melhora da resposta autonémica.

Além da diminui¢ao da frequéncia cardiaca de repouso, o presente estudo
observou uma reducao da pressao arterial sistélica e diastdlica de repouso. Esse

resultado € extremamente importante levando-se em consideracdo que apesar
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de ser um fator de risco para quase todos os eventos cardiovasculares adversos,
doencgas renais e danos aos orgaos terminais conhecidos, a importancia da
hipertensao arterial é frequentemente subestimada pelos clinicos®® além de ser
uma doenca silenciosa. No caso da pos-COVID-19, esse fator passa a ser ainda
mais importante, pois muitos pacientes apresentando p6s-COVID-19 nao eram
hipertensos antes da COVID-19, e muito facilmente n&o se atentardo em avaliar
e acompanhar sua pressao arterial apos terem contraido da COVID-19. Além
disso, é sabido que a hipertensao arterial resultara em alteracées do VS final
resultando em um menor VS.®4 Interessantemente, no presente estudo,
observamos exatamente o classico explicado acima pela literatura cientifica,
onde juntamente com a reducdo da pressdo arterial sistémica (sistélica e
diastdlica), observamos uma melhora significativa no VS, no indice do VS, e no
VDF, o que é resultante da diminui¢do da presséao arterial sistémica.®4

O presente estudo também avaliou o VS nesses pacientes com pés-
COVID-19, mostrando uma melhora significativa, ndo somente do VS, mas
também do indice de VS, que é o VS corrigido pela superficie corporal,
reforcando ainda mais os dados, com 3 meses de reabilitagdo cardiopulmonar.
E importante ressaltar que individuos com baixo VS que ja tiveram um evento
cardiovascular apresentam aumentado indice de mortalidade por eventos
cardiovasculares nos 10 anos seguintes, comparados aqueles com VS
normal.®4) Além disso, a literatura demonstra que o VS indica um funcionamento
melhor e mais eficiente da bomba cardiaca e também da perfuséo sanguinea.(®®
Dessa forma, € possivel afirmar que uma vez que o programa diminuiu a FC, o
duplo produto, a presséao arterial sistolica e diastdlica e aumentou o VS, de que
este programa de exercicio combinado exerceu importante fator ndo s6 de
reabilitacdo, mas também de cardioprotecdo para esses pacientes com pos-
COVID-19. Entretanto, essas melhoras observadas nos parametros descritos
acima nao foram evidenciadas no DC, no IC, na resisténcia vascular sistémica,
no indice da resisténcia vascular sistémica, no indice de trabalho do ventriculo
esquerdo, na FE, no VDF, e no IFT.

Por outro lado, além da melhora da FC, pressao arterial sistdlica e
diastdlica, duplo produto, VS e indice do VS, o programa também melhorou a
taxa de fungao diastdlica precoce, sugerindo uma melhora na capacidade de

preenchimento dos ventriculos e uma melhora na fungéo diastélica. De fato, um
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decréscimo da fungao diastolica tem sido reportado em pacientes p6s-COVID-
19 por periodos de até 6 meses da infecgdo.%6) Entretanto, esse é o primeiro
estudo demonstrando que um programa de 3 meses de exercicio combinado foi
capaz de melhorar significativamente a taxa de fungéo diastolica precoce (fungéo
diastdlica), reforcando mais uma vez, a importancia da intervengao precoce com
treinamento fisico especializado nos pacientes p6s-COVID-19.

Boa parte dos pacientes pdés-COVID-19 apresentam um disturbio
autondmico cardiovascular chamado disautonomia, o qual leva a alteracdes
hemodinadmicas cardiovasculares. No entanto, os mecanismos autonémicos
patofisioldgicos precisos que causam essa condicdo ainda nao sao totalmente
compreendidos. As teorias atuais sugerem causas potenciais como
neurotropismo, tempestades de citocinas e inflamacgdo persistente.(®”) Nesse
sentido, o presente estudo demonstrou pela primeira vez que um programa de
exercicio combinado foi capaz de diminuir os niveis séricos das principais
citocinas pro-inflamatérias relacionadas a tempestade de citocinas da COVID-
19, sendo elas a IL-1j3, IL-2, IL-6. Além disso, de maneira inédita, o programa de
exercicios proposto induziu um aumento nos niveis séricos das citocinas anti-
inflamatodrias IL-1RA e IL-10 além de aumentar também os niveis das citocinas
com propriedades antivirais interferon beta (IFN-) e interferon gama (IFN-y).

Especificamente sobre a IL-1B, niveis aumentados dessa citocina pré-
inflamatdria foram encontradas tanto no lavado broncoalveolar (LBA) quando no
plasma / soro de pacientes com COVID-19 moderados, graves e criticos, em
comparagao com aqueles com nivel de severidade leve e controles né&o
portadores de COVID-19.68) Além disso, os niveis aumentados de IL-1B tém sido
associados com a insuficiéncia cardiaca em pacientes com COVID-19 criticos.(©8)
Nesse sentido, embora ndo possamos estabelecer uma relagao causal entre o
efeito supressor do programa sobre os niveis de IL-13 com a melhora observada
na hemodindmica cardiaca no presente estudo em pacientes com p6s-COVID-
19 de gravidade moderada e grave, estudos futuros poderédo esclarecer essa
possivel relacdo causal.

Além da IL-1p3, a rotina de exercicios foi capaz de reduzir os niveis de IL-
2. A importancia desse efeito se deve ao fato de niveis aumentados de IL-2
estarem associados a disfuncao cardiaca na COVID-19, além de estar associada

ao desenvolvimento do remodelamento cardiaco na COVID-19.69
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Classicamente, niveis aumentados de IL-2 também foram associados com
diminuigdo severa do cronotropismo e depressdo cardiaca.’® Entretanto,
esclarecemos que ndo podemos associar diretamente os efeitos observados pés
programa a disfuncdo e remodelamento cardiaco, nem mesmo com diminui¢cao
do cronotropismo e depressdo, cardiaca, embora esses efeitos foram
observados em paralelo no presente estudo.

A literatura demonstra que niveis sistémicos aumentados de IL-6 na
COVID-19 estao associados com aumento da mortalidade e morbidade, e estéo
especificamente associados com a disfungéo cardiaca.”" Um estudo também
revelou que pacientes hospitalizados com COVID-19 que apresentavam niveis
significativamente mais altos de IL-6 experimentaram desfechos clinicos piores,
incluindo maiores taxas de admissdo na UTI e mortalidade.("? Além disso, niveis
aumentados e persistentes de IL-6 tém sido associados a lesdao miocardica no
paciente pds-COVID-19 em razéo da inflamac&o.("®) Nesse sentido, os efeitos
observados do programa proposto na diminuicdo dos niveis de IL-6 nos
pacientes p6s-COVID-19 de gravidade moderada e grave, seguidos da melhora
da hemodinamica cardiovascular observadas no presente estudo, apontam
novamente para a importancia da intervengdo precoce com exercicios
combinados para se evitar o desenvolvimento e o agravamento de afecgdes
cardiovasculares.

De outro lado, a analise das citocinas anti-inflamatérias IL-1RA e IL-10,
revelaram que o programa aumentou significativamente os niveis de IL-1RA e
IL-10. Interessantemente, niveis elevados de IL-1RA e IL-10 no inicio dos
sintomas da COVID-19 foram associados com pior prognéstico da doenga e com
a manifestagéo das formas mais graves da doenga.(") Por outro lado, em casos
de miocardite induzida pela segunda dose de vacina contra o SARS-CoV-2, uma
baixa expressao de IL-1RA no tecido cardiaco e baixos niveis sanguineos de IL-
1RA foram encontrados em 75% dos pacientes de 14 a 21 anos de idade e em
menor propor¢gdo em pacientes de 21 a 79 anos de idade, sugerindo um
importante papel anti-inflamatério e protetor da IL-1RA para o tecido cardiaco.("™)
Nesse sentido, o presente estudo demonstrou pela primeira vez que um
programa semanal baseado em exercicio fisico combinado foi capaz de

aumentar os baixos niveis encontrados de IL-1RA e IL-10 nos pacientes pés-
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COVID-19 de gravidade moderada e grave, reforgando a importancia da desse
tipo de intervencao para estes pacientes.

Além da avaliacdo das citocinas pré e anti-inflamatérias, o presente
estudo também avaliou pela primeira vez os efeitos do exercicio combinado
sobre os niveis das citocinas com efeitos antivirais, IFN- e IFN-y, demonstrando
que o programa elevou significativamente os niveis dessas citocinas apés os 3
meses de intervencdo. Esses resultados sao extremamente significativos e dé
importancia clinica, uma vez que niveis reduzidos de IFN-y durante a fase inicial
da COVID-19 foram fortemente associados com formas mais graves da COVID-
19 e com elevada mortalidade e morbidade.("® O IFN-y é um dos principais
interferons para lidar com infecgdes virais, pois restringe a replicagao viral ao
estimular os linfocitos T para a producao de citocinas, além de ativar os linfocitos
T citotdxicos, contribuindo para a inativagdo viral.("® Além disso, inumeros
estudos demostraram que tanto o IFN-y quanto o IFN-B reduzem a replicagao do
SARS-CoV-2 e apresentam um papel antiviral sinérgico contra o virus.(76.77)
Dessa forma, embora o presente estudo nio tenha realizado um estudo in vitro
com o sangue dos pacientes voluntarios do estudo, antes e apos os 3 meses de
intervencao, através do qual poderiamos avaliar diretamente o quanto o
programa inibiu a replicagao viral, o presente estudo é o primeiro a demonstrar
que o exercicio combinado recorrente aumenta os niveis dessas citocinas, IFN-

y e IFN-B, as quais possuem um classico papel antiviral.
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6. Conclusao

Concluimos que um programa de treinamento fisico combinado,
composto de exercicios aerobicos de resisténcia cardiovascular e resistidos para
ganho de competéncia musculoesquelética, realizado com frequéncia de
3x/semana pelo periodo de 03 meses, foi capaz de melhorar a resposta
hemodinamica cardiovascular, e gerar uma intensa regulagdo imunoldgica,
caracterizada pela redugdo das citocinas proé-inflamatérias, aumento das
citocinas anti-inflamatérias e aumento das citocinas antivirais, demonstrando que
intervengdes com esse tipo de programa podem ter efeitos benéficos e devem
ser adotadas precocemente em pacientes pos-COVID-19 de gravidade

moderada e grave.
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Anexo |. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

PROJETO DE PESQUISA: “EFEITOS DO COVID-19 SOBRE OS SISTEMAS
CARDIOPULMONAR, NERVOSO, MUSCULAR E IMUNOHEMATOLOGICO: MELHORA DO
DIAGNOSTICO POR SOROLOGIA E EFEITOS DA REABILITAGAO".

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. Informacgdes do Participante da Pesquisa

Nome:

Documento de Identidade (tipo): [ Ne.: [Sexo: ()M ()F
Local de Nascimento: | Data de Nascimento:  / /
Endereco: [ Ne.:
Complementos: [ Bairro:

Cidade: [ Estado:

CEP: [ Telefones:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima identificado. O
documento abaixo contém todas as informagcbes necessarias sobre a pesquisa que
estamos fazendo. Sua colaboracéo neste estudo sera de muita importancia para nés, mas
se desistir de participar, a qualquer momento, isso ndo causara nenhum prejuizo a vocé.

2. Informacoes do Responsavel Legal

Nome:

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador etc.):

Documento de Identidade (tipo): [ Ne.: [Sexo: ()M ()F
Local de Nascimento: | Data de Nascimento: /|
Endereco: [ Ne.:
Complementos: | Bairro:

Cidade: [ Estado:

CEP: [ Telefones:

DADOS SOBRE A PESQUISA

3. Titulo do Projeto de Pesquisa

EFEITOS DO COVID-19 SOBRE OS SISTEMAS CARDIOPULMONAR, NERVOSO, MUSCULAR
E IMUNOHEMATOLOGICO: MELHORA DO DIAGNOSTICO POR SOROLOGIA E EFEITOS DA
REABILITACAO.

4. Nome do Pesquisador Responsavel

Rodolfo de Paula Vieira
Afiliagdo: Universidade Federal de Sdo Paulo
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Cargo/ Funcéo: Professor N° de registro do Conselho Regional: 014497-G/SP

CV Lattes: http://lattes.cnpq.br/9213556008468472

5. Nome do Pesquisador Assistente (Orientador)

Rodolfo de Paula Vieira

Email:rodrelena@yahoo.com.br Fone: (12) 99141-0615

Cargo/ Funcéo: Professor Afiliado | Afiliacéo: Universidade Federal de S&o Paulo
CV Lattes: http://lattes.cnpq.br/9213556008468472

6. Instituicao/Instituicoes

Universidade Federal de Séo Paulo
Endereco: Rua Talim 330, Vila Nair, SUCampos, CEP 12231-280

ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO
DA PESQUISA

Esta pesquisa objetiva avaliar os efeitos da suplementacdo com whey protein isolado
somado ou n&o com a atividade fisica, sobre a recuperacéo de pacientes que tiveram
COVID-19. Por livre e espontanea vontade, vocé podera participar do estudo, se aceitar
participar pertencendo a um dos seguintes grupos: somente atividade fisica 3x/semana,
somente suplementacdo com whey protein isolado 7x/semana ou atividade fisica
3x/semana+whey protein isolado 7x/semana.

Se aceitar participar do estudo, vocé sera avaliado durante 1 (um) dia e seré submetido aos
seguintes procedimentos, sendo que as avaliacdes seréo realizadas antes do inicio do
protocolo, 30, 60 e 90 dias apds o inicio do protocolo:

Avaliacao clinica geral: Peso e estatura, utilizando-se um estadiémetro portatil (Sanny,
SP). O peso sera avaliado utilizando-se uma balanca portatil. O indice de massa corpérea
(IMC) sera calculado como segue: Peso corporal / estatura elevada ao quadrado. A
classificacdo do IMC, sera realizado segundo preconizado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), conforme segue  (http://www.emro.who.int/nutrition/information-
resources/bmi-calculator.html).

Avaliagio dos Niveis de Oxido Nitrico no Ar Exalado: Os niveis de 6xido nitrico no ar
exalado serdo avaliados utilizando-se o monitor portatil de 6xido nitrico V2 NoBreath
(Bedfont Scientific). Os resultados serdo expressos em partes por bilhdo (ppb). Para a
realizacdo do exame, o paciente devera soprar no bocal descartavel por um periodo de 8
segundos no volume corrente de 12ml/segundo, segundo preconizado pela Sociedade
Americana de Térax e Sociedade Europeia de Respiratéria.

Avaliacao da Resposta Imunolégica Humoral Pulmonar: O ar condensado seréa obtido
através da respiracdo em volume corrente em um tubo denominado RTube (Respiratory
Research, EUA), no qual o voluntario respirara por um periodo de 15 minutos (no caso dos
pacientes COVID-19 assintomaticos e Apds esse periodo o condensado do ar sera
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coletado e armazenado & -86°C para a analise dos niveis de citocinas pré e anti-
inflamatorias e fatores de crescimento e proteinas anti-fibréticas, conforme ja padronizado
em nosso laboratoério.

Coleta, Processamento e Analise do Sangue: 10 ml de sangue venoso seréo coletados,
apo6s 10 minutos de repouso, utilizando-se material estéril & vacuo, dos quais 5 ml serdo
coletados em tubo contendo anticoagulante EDTA K3. Apds a coleta, 25 microlitros do
sangue coletado em tubo contendo EDTA K3 sera utilizado para a realizagdo do
hemograma completo, o qual sera realizado no equipamento Sysmex XS-800i. Em seguida,
os dois tubos de sangue coletado seréo centrifugados a 1000g, 7 minutos a 4°C e o soro e
o plasma serdo armazenados a -86°C para a dosagem de citocinas, fatores de crescimento
e proteinas anti-fibréticas.

Avaliacgdo da Inflamacao Sistémica: conforme descrito no item acima denominado Coleta
de sangue venoso periférico, dos 5ml de sangue venoso coletados, vinte e cinco microlitros
serdo utilizados para realizacdo do hemograma completo utilizando-se o equipamento de
hemograma Sysmex XS-800i, e entéo o restante sera centrifugado & 900g, a 4°C, por 7
minutos. O soro sera coletado e armazenado a -80°C, para a dosagem das seguintes
citocinas IL-1beta, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17, IL-33, TNF-alfa, IFN-
gama por ELISA, utilizando-se kits DuoSet da R&D Systems, segundo as recomendacdes
do fabricante.

Avaliacao da Funcdo Pulmonar por Espirometria: A funcéo pulmonar sera avaliada
através de um espirémetro Master Screen (Jaeger, Alemanha), utilizando-se a manobra
forcada, seguindo os padrées propostos pela Sociedade Brasileira de Pneumologia e
Tisiologia. Todos os voluntarios serdo submetidos ao teste espirométrico pré e pos a
administracéo do broncodilatador de acéo réapida (salbutamol 400 mcg). Os parametros que
seréo avaliados serdo a CVF, VEF1, VEF1/CVF, PFE e FEF25-75. Os resultados ser&o
avaliados tanto em porcentual do predito quanto em valores absolutos.

Avaliagao da Mecanica Pulmonar por Oscilometria: A mecénica pulmonar seré avaliada
através de um oscildbmetro por impulso (I0S) Master Screen (Jaeger, Alemanha). Para a
realizacdo do teste, os voluntarios, com as narinas obstruidas, respirardo em volume
corrente por 180-200 pulsos, o que corresponde & aproximadamente 40 segundos,
seguindo os padroes propostos pela Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia. A
teste sera realizado pré e pos a administracdo do broncodilatador de acéo rapida
(salbutamol 400 mcg). Serdo avaliados a resisténcia do sistema respiratério (R5Hz),
resisténcia das vias aéreas distais (R20Hz), a resisténcia das vias aéreas inferiores (R5Hz
— R20Hz), a impedancia do sistema respiratério (Z), a reactancia do sistema respiratério
(X5Hz) e da frequéncia ressonante (Fres) do sistema respiratério. Os resultados seréo
avaliados tanto em porcentual do predito quanto em valores absolutos. llustragdo do exame,
que pode ser realizado em bipedestacéo (em pé) ou em sedestacéo (sentado).

Coleta de escarro induzido: Apds o treinamento fisico aerdbico vocé ira inalar uma
solucédo contendo soro fisiolégico concentrado (3%) para que as secrecdes presentes nos
seus pulmdes sejam liberadas e possam ser coletadas apos tosse.

Avaliacao da Resposta Hemodinamica por Cardiografia por Impedancia: As seguintes
medidas hemodinamicas seréo obtidas utilizando-se o equipamento PhysioFlow®: indice de
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contratilidade, frequéncia cardiaca, tempo de ejeccéo ventricular, taxa de enchimento
diastdlico inicial, volume de ejec&o, débito cardiaco, resisténcia vascular sistémica, indice
de trabalho cardiaco esquerdo, fracéo de ejecéo, volume diastolico final.

Avaliacao da Saturacdo/Dessaturagdo de Oxigénio: Sera colocado em seu dedo um
equipamento (oximetro de pulso) para avaliar a sua oxigenacéo em repouso e também
durante dois testes, sentar e levantar da cadeira e também durante um teste de caminhada
de 6 minutos.

Treinamento Fisico Aerébio: Vocé fara caminhada ou corrida em esteira ergométrica ou
em bicicleta ergométrica (conforme sua preferéncia), 3 vezes por semana, a uma
intensidade leve-moderada correspondendo a 50-80% da frequéncia cardiaca maxima,
durante o periodo de 12 semanas.

Treinamento Fisico Resistido Tradicional: Vocé fara uma sequéncia de 8 exercicios, 3
vezes por semana, a uma intensidade leve-moderada, correspondendo a 50-80% da carga
maéxima de exercicio.

Analise da Urina: Vocé recebera um potinho (coletor universal) para coletar urina, a qual
sera analisada como exame de urina .

Tipo Sanguineo: Parte do sangue coletado sera utilizado para a verificagdo do tipo
sanguineo (A, B, AB ou O) e do Rh (positivo ou negativo).

O trabalho possui riscos. O local da coleta de sangue podera apresentar hematoma (ficar
roxo) e devido a utilizacdo de uma agulha vocé sentira um pouco de dor. Porém, a coleta
do sangue sera realizada com técnica e materiais estéreis. Todo o tratamento clinico
continuaréa a ser realizado independentemente dos resultados encontrados. Além disso, o
treinamento fisico também pode ocasionar dores musculares, articulares, tendineas e
ligamentares, tanto no momento do treinamento quanto apés o treinamento. Embora
rarissimo, vocé também poderé apresentar crises de broncoespasmo (falta de ar) durante
o procedimento da coleta do escarro induzido, ou crises de broncoespasmo (falta de ar)
durante o treinamento fisico, alteracdes de presséo arterial durante a coleta de sangue e/ou
do treinamento fisico e embora rara, leséo muscular durante o treinamento fisico.

Asseguro-lhe que seréo respeitados os seus direitos de acordo com a Resolucéo do
Conselho Nacional de Saude n° 466/12, citados abaixo, tendo vocé:

1° - a garantia de receber informagdes gerais sobre a justificativa, os objetivos e os
procedimentos que seréo utilizados na pesquisa, assim como o esclarecimento e orientacéo
sobre qualquer duvida referente a esta pesquisa;

2° - aliberdade de retirar o seu consentimento a qualquer momento e/ou deixar de participar
deste estudo, sem que isto Ihe traga penalizac&o ou prejuizo de qualquer natureza a sua
pessoa, ao doente e aos seus familiares;

3° - a seguranca de que ndo sera identificado (a) e que seréo mantidos o sigilo e o carater
confidencial de informacdes relacionadas a sua privacidade. Caso haja necessidade de
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identificacéo, o consentimento devera ser declarado junto a assinatura do Paciente/ Sujeito
do Estudo/ Responsavel Legal.

4° - a garantia de néo existéncia de riscos, ou somente riscos minimos conforme descrito
acima (hematoma no local da coleta de sangue), ou mesmo de danos fisicos ou
constrangimento moral e ético;

5° - a garantia de que, se houver despesas decorrentes de sua participacéo na pesquisa,
estas seréo garantidas por este pesquisador; de forma que a sua participacéo € isenta de
despesas. Por outro lado, tenha ciéncia de que ndo sera remunerado pela participacéo na
pesquisa.

6° - a garantia de que toda e qualquer responsabilidade nas diferentes etapas desta
pesquisa é deste pesquisador;

7° - a garantia de que todo o material referente & coleta dos dados para a construcéo dessa
pesquisa e de outros estudos posteriores correlacionados ficara sob a guarda deste
pesquisador, o qual podera ser solicitado por vocé a qualquer momento.

8° - 0 sujeito da pesquisa sera encaminhado ao seu médico assistente ou a rede publica,
caso julgue necessario o pesquisador médico, mediante guia de encaminhamento.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, igualmente validas,
assinadas e rubricadas em todas as suas paginas, sendo uma retida com o pesquisador
responsavel e outra com o participante da pesquisa conforme o disposto pela Resolucédo
CNS n° 466 de 2012, itens IV.3.fe IV.5.d.

Pesquisa avaliada e autorizada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) Universidade
Anhembi Morumbi, Rua Caso do Ator, 294 — Vila Olimpia — CEP: 04546-001 — 7° andar —
Tel.: 55 (11) 3847.3033 — Fax: (11) 3847.3232. E-mail: cep@anhembi.br
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LAUREATE !

CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do presente protocolo de pesquisa, e inclusive
torna-lo publico em trabalhos cientificos do pesquisador Rodolfo de Paula Vieira, desde que
respeitado o aqui estipulado.

Ficaram claros para mim quais s&o os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha participacéo é isenta de
despesas. Concordo voluntariamente em consentir na minha participacéo neste estudo e
poderei retirar o consentimento concedido a qualquer momento, antes ou durante o mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,
ou no meu atendimento neste Servigo.

Sendo assim, declaro o meu consentimento na minha participacao, livre e voluntariamente,
como sujeito desta pesquisa, assinando com o pesquisador e rubricamos as paginas
anteriores.

Assinatura do Paciente/ Responséavel Legal Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores
de deficiéncia auditiva ou visual:

Assinatura da testemunha Data / /

(Somente para o responsavel do projeto) Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a
participacéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data __ [/ [
(carimbo)
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Anexo Il. Aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DO COVID-19 SOBRE OS SISTEMAS CARDIOPULMONAR, NERVOSO,
MUSCULAR E IMUNOHEMATOLOGICO: MELHORA DO DIAGNOSTICO POR
SOROLOGIA E EFEITOS DA REABILITACAO

Pesquisador: Rodolfo de Paula Vieira

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 34658820.3.0000.5492

Instituicao Proponente:|ISCP - SOCIEDADE EDUCACIONAL LTDA.

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.349.759

Apresentagao do Projeto:
As informagdes aqui apresentadas foram retiradas do: PB_INFORMAGCOES_BASICAS_1629438_E1.pd

A infecg@o por SARS-Cov-2 leva a doenga do novo coronavirus (COVID-19), a qual é caracterizada por um
répido quadro inflamatério sistémico e

pulmonar, levando em muitos casos a um quadro de fibrose pulmonar, além de alteragées
imunohematolégicas, cardiovasculares, musculares e

nervosas. Além disso, devido ao tempo de incubacdo do virus e a janela imunolégica existente para a
soroconversao e diagnéstico preciso através

da sorologia, existe uma necessidade urgente de se aprimorar os métodos diagndsticos e de se desenvolver
estratégias de reabilitacdo para os

pacientes poés-COVID-19, de maneira a permitir um diagndstico mais preciso e precoce, além de atenuar as
comorbidades pds doenca. Assim,

propomos testar o Smartube, ja validado para o diagnoéstico soroldgico do virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV) e para o virus da hepatite C

(HCV), onde esse tubo acelera a produgao de imunoglobulinas para patégenos presentes no sangue. Além
disso, propomos avaliar o impacto de um

programa de reabilitagdo com atividade fisica sobre os sistemas respiratério, imunohematolégico,

Enderego: Rua Dr. Almeida Lima, 1.134 - 2° andar - sala 207

Bairro: Mooca CEP: 03.164-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2790-4658 E-mail: cep@anhembi.br
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cardiovascular, muscular e nervoso. Para

avaliacdo da diminuigdo da janela imunoldgica utilizando o Smartube, o sangue venoso sera coletado no
tubo a vacuo Smartube (e comparado com

o tubo a vacuo convencional com EDTA K3), seguindo o protocolo recomendado pela empresa, (incubacéo
por 72 horas em estufa de cultura a 37°C

e 5% de CO2), apdés o qual a amostra de sangue coletada nos respectivos tubos sera utilizada para
avaliacdo da presenca de IgG e IgM para SARSCov-2 utilizando-se um teste rapido, além de uma
confirmacgao através da técnica de RT-PCR no sangue total. Em relagdo ao programa de
reabilitacdo, tendo em vista a expertise de nosso grupo, avaliaremos os efeitos de um programa de
reabilitacdo sobre os sistemas respiratério,

imunohematolégico, cardiovascular, muscular e nervoso. O programa de reabilitacdo sera constituido de 3
sessOes semanais em dias alternados (5

min de aquecimento, 5 min de alongamento, 20 min de exercicio aerébio continuo de intensidade moderada,
20 min de exercicio resistido de

intensidade moderada, 10 minutos de alongamento para o resfriamento. Para as avaliagdes pulmonares
serdo avaliadas a fungdo e mecanica

pulmonar, a resposta imune pulmonar através da medida de mediadores inflamatérios e fibréticos e de
peptideos antimicrobianos no ar condensado,

a saturacdo de oxigénio em repouso e a curva de dessaturacao, os niveis de éxido nitrico no ar exalado, a
forca muscular inspiratéria e expiratéria.

Em relacéo ao sistema cardiovascular, serdo avaliados o eletrocardiograma de repouso, a variabilidade de
frequéncia cardiaca, a resposta

hemodinamica utilizando-se a cardiografia por impedancia, a pressdo arterial, a frequéncia cardiaca, a
pressdo de pulso, o lipidograma completo e

os niveis de glicose. Em relagdo ao sistema nervoso serdo avaliados os niveis de ansiedade e depresséo, a
percepgao de qualidade de vida,

avaliagdo do equilibrio dinamico e estatico, a ativacdo do sistema nervoso auténomo simpatico e
parassimpatico, além dos niveis séricos do fator

neurotréfico derivado do cérebro (BDNF). Em relacdo ao sistema muscular, sera avaliada a composigao
corporal total [massa magra (massa

muscular, massa 6ssea, agua), massa gorda] e também de maneira segmentada (bracgo direito e esquerdo,
pernas direita e esquerda e tronco). Em

relagdo ao sistema imunohematolégico, serdo avaliados o hemograma completo (série branca e

Endereco: Rua Dr. Almeida Lima, 1.134 - 2° andar - sala 207

Bairro: Mooca CEP: 03.164-000

UF: SP Municipio: SAO PAULO
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vermelha e plaquetas), além da cascata de

coagulagao completa e dos niveis de mediadores imunolégicos pré e anti-inflamatérios e fibréticos. Os
grupos serdo todos pés-COVID-19, serdo: (1)

individuos controle (n = 30), (2) individuos COVID-19 positivos assintomaticos (n = 30), (3) individuos
COVID-19 positivos sintomaticos

leves/moderados (n = 30), (4) individuos COVID-19 positivos sintomaticos graves (n = 30). Os individuos
serdo avaliados antes do inicio do e apos

45 e 90 dias de reabilitagao.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

2. OBJETIVOS

- Avaliar se o Smartube é capaz de diminuir ou eliminar os resultados falso negativos para pacientes COVID
-19, como metodologia complementar

para aumentar a eficacia do teste rapido, o qual € mais viavel para a realizagdo de estudos epidemiolégicos
e consequente aplicagdo em politicas

publicas de saude.

- Avaliar o impacto da COVID-19 sobre os sistemas pulmonar, cardiovascular, nervoso, muscular e
imunohematolégico de diferentes gravidades.

- Avaliar os efeitos de um programa de reabilitagdo com exercicios fisico sobre o impacto da COVID-19
sobre os sistemas pulmonar, cardiovascular,

nervoso, muscular e imunohematolégico de diferentes gravidades, pré e apos 45 e 90 dias do programa de
reabilitacao

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O trabalho possui riscos. O local da coleta de sangue podera apresentar hematoma (ficar roxo) e devido a
utilizacdo de uma agulha vocé sentira um

pouco de dor. Porém, a coleta do sangue sera realizada com técnica e materiais estéreis. Todo o tratamento
clinico continuara a ser realizado

independentemente dos resultados encontrados. Além disso, o treinamento fisico também pode ocasionar
dores musculares, articulares, tendineas

e ligamentares, tanto no momento do treinamento quanto apés o treinamento. Embora rarissimo, vocé
também podera apresentar crises de
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broncoespasmo (falta de ar) durante o procedimento da coleta do escarro induzido, ou crises de
broncoespasmo (falta de ar) durante o treinamento

fisico, alteracdes de pressao arterial durante a coleta de sangue e/ou do treinamento fisico e embora rara,
lesdo muscular durante o treinamento

fisico.

Beneficios:

Ter um acompanhamento detalhado da saude e ter acesso a um programa de reabilitagdo profissional.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
E um projeto com condigdes de realizagéo, claramente definido em termos metodoldgicos e logisticos,
caracterizando exequibilidade na proposta.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Estdo adequados e contemplam as exigéncias da resolugdo 466/12.

Recomendagoées:
Sem recomendagdes.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Sem pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

1. Apresentar relatério parcial da pesquisa, semestralmente, a contar do inicio da mesma.

2. Apresentar relatério final da pesquisa até 30 dias apos o término da mesma.

3. O CEP UAM devera ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo.

4. Quaisquer documentagdes encaminhadas ao CEP UAM deverdo conter junto uma Carta de
Encaminhamento, em que conste o objetivo e justificativa do que esteja sendo apresentado.
5. Caso a pesquisa seja suspensa ou encerrada antes do previsto, o CEP UAM devera ser comunicado,
estando os motivos expressos no relatério final a ser apresentado.

6. O TCLE devera ser obtido em duas vias, uma ficara com o pesquisador e a outra com o sujeito de
pesquisa.

7. Em conformidade com a Carta Circular n°. 003/2011CONEP/CNS, faz-se obrigatério a rubrica em todas
as paginas do TCLE pelo sujeito de pesquisa ou seu responsavel e pelo pesquisador.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_162943| 19/10/2020 Aceito
do Projeto 8 E1.pdf 09:39:52
Qutros AMESJCampos.pdf 19/10/2020 |Rodolfo de Paula Aceito
09:34:50 | Vieira

Qutros HRSJC.pdf 19/10/2020 |Rodolfo de Paula Aceito
09:34:35 | Vieira

Declaragdo de HRLN.pdf 19/10/2020 |Rodolfo de Paula Aceito

concordancia 09:18:32 | Vieira

Qutros Lattesrodolfodepaulavieira.pdf 06/07/2020 | Rodolfo de Paula Aceito
21:02:42 | Vieira

Projeto Detalhado / |ProjetoreabilitacaoCOVID19.docx 06/07/2020 |Rodolfo de Paula Aceito

Brochura 21:02:03 |Vieira

Investigador.

TCLE / Termos de | Tclereabilitacaocovid.docx 06/07/2020 | Rodolfo de Paula Aceito

Assentimento / 21:00:41 |Vieira

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FolhaderostoreabCOVID19.pdf 06/07/2020 | Rodolfo de Paula Aceito
20:27:38 | Vieira

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 20 de Outubro de 2020

Assinado por:
CARLOS ROCHA OLIVEIRA
(Coordenador(a))
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Abstract: Background: Our objective was to conduct a systematic review of the effects of hydrolyzed
collagen supplementation on the proliferation and activation of fibroblasts. Methods: The search
was conducted for journals that published articles in the English language, peer-reviewed, meeting
the following criteria: (a) randomized clinical trials, (b) randomized studies in animals or humans,
() in vitro studies, (d) studies using hydrolyzed collagens or collagen peptides, and (e) studies
assessing alterations on fibroblasts as the primary or secondary outcome. We utilized the main
journal databases PubMed /Web of Science and ongoing reviews by PROSPERO. For bias risk and
methodological quality, we used an adaptation of the Downs and Black checklist. Our review
followed the PRISMA checklist, conducted from February 2024 to the first week of March 2024,
by two independent researchers (P.A.Q.I. and R.P.V.). Results: Eleven studies were included in
this review, where our findings reinforce the notion that hydrolyzed collagens or collagen peptides
at concentrations of 50-500 pg/mL are sufficient to stimulate fibroblasts in human and animal
tissues without inducing toxicity. Different enzymatic processes may confer distinct biological
properties to collagens, allowing for scenarios favoring fibroblast promotion or antioxidant effects.
Lastly, collagens with lower molecular weights exhibit greater bicavailability to adjacent tissues.
Conclusions: Hydrolyzed collagens or collagen peptides with molecular sizes ranging from <3 to
3000 KDa promote the stimulation of fibroblasts in human tissues.

Keywords: low-molecular-weight collagen peptides; fibroblast; hydrolyzed collagen; collagen
supplementation

1. Introduction

Collagen is the primary protein composing the extracellular matrix, formed by a chain
of specific amino acids. In its primary form, collagen exhibits a triple-helical structure [1].
The triple-helical structure of collagen molecules is constituted by three « chains, character-
ized by repeating peptide triplets with the sequence glycine-X-Y. While X and Y represent
any amino acid, they typically correspond to proline and hydroxyproline, respectively. Ad-
jacent to the triple-helical regions are non-glycine-X-Y segments known as non-collagenous
domains or Col domains. These regions often incorporate identifiable peptide modules
found in other extracellular matrix molecules [2].

In addition, the collagen family encompasses 28 types of collagens which are dis-
tributed in different proportions in all organs and systems in the human body, constituting
an essential component of cellular membranes [3]. Although almost all of the collagens

Nutrients 2024, 16, 1543. https:/ /doi.org /10.3390 /nu16111543
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are presented in filamentous or fiber forms, few forms are also presented in soluble struc-
tures [3]. In this way, collagens fulfill structural functions and play crucial roles in determin-
ing the mechanical characteristics, arrangement, and form of tissues. They engage with cells
through various receptor groups, influencing their growth, movement, and specialization.
Certain types of collagens exhibit limited distribution within tissues, indicating specialized
functions tailored to specific biological processes [3]. The proper functioning of tissues
relies on the accurate assembly of molecular aggregates integrated into the matrix. This
review underscores the key structural attributes of the collagen types I-XXVIII [2].

Collagens stand as the predominant proteins in mammals, constituting approximately
30% of the total protein mass. The unveiling of collagen II by Miller and Matukas in 1969
marked a pivotal moment, leading to the subsequent identification of 26 additional collagen
types. Advances in molecular biology and gene cloning techniques have greatly expedited
the pace of discovery in this field [2].

Beyond their physiological and pathophysiological roles, the development of collagen-
based proteins and peptides is expanding rapidly [4]. Through a process of heating, the
collagen molecule undergoes enzymatic denaturation, partly through the hydrolysis of
peptide bonds, resulting in its gelatinous form, commercially known as hydrolyzed collagen
or collagen peptides [5-7]. Its production occurs through animal skin, bones, connective
tissues (tendons), or the skin and scales of saltwater and freshwater fish [8]. The growing
interest of the pharmaceutical and cosmetic industries is due to the evidenced effects,
mainly on the regeneration of wrinkled cutaneous tissue and dermal hydration, seemingly
resulting from the recovery of degraded collagen fibers [9].

Hydrolyzed collagen, also known as collagen peptides, is a popular dietary supple-
ment widely used for its potential health benefits, including improved skin elasticity, joint
health, and bone density. The industrial production of hydrolyzed collagen involves sev-
eral key techniques to extract and process collagen from animal sources, primarily bovine
(cow) or porcine (pig) hides, bones, or fish scales. So, the industrial techniques used in the
production of commercial hydrolyzed collagen are briefly described as follows:

The extraction of collagen: The first step involves the extraction of collagen from
animal tissues. This is typically performed through acid or alkaline treatment to break
down the connective tissue and release the collagen fibers. Various studies detail the
optimization of extraction parameters such as temperature, pH, and extraction time to
maximize collagen yield [10].

Purification: Once extracted, the collagen undergoes purification processes to remove
impurities such as fats, proteins, and minerals. Techniques like filtration, centrifugation,
and precipitation are employed for this purpose [10].

Hydrolysis: The purified collagen is then subjected to enzymatic hydrolysis, where
enzymes such as proteases break down the collagen molecules into smaller peptides. This
process increases the bioavailability and solubility of collagen peptides, making them easier
to digest and absorb in the body [11].

Fractionation: Fractionation techniques are sometimes employed to isolate the collagen
peptides of specific molecular weights or sizes, as different sizes may exhibit different bioac-
tive properties. Fractionation methods include chromatography and ultrafiltration [12].

Drying and packaging: The hydrolyzed collagen solution is then concentrated and
dried to obtain a powder form suitable for use as a dietary supplement. Spray-drying is a
commonly used technique for this purpose, as it allows for rapid drying while preserving
the nutritional and functional properties of collagen peptides. The dried powder is then
packaged in airtight containers to maintain its quality and shelf life [13].

Quality control: Throughout the production process, quality control measures are
implemented to ensure the safety, purity, and consistency of the final product. This includes
testing for contaminants, such as heavy metals and pathogens, as well as monitoring key
parameters like collagen content, amino acid profile, and molecular weight distribution [14].

Regulatory compliance: The industrial production of hydrolyzed collagen must com-
ply with the regulatory standards set by organizations such as the Food and Drug Ad-
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ministration (FDA) in the United States or the European Food Safety Authority (EFSA) in
Europe. This includes adherence to good manufacturing practices (GMPs) and labeling
requirements for dietary supplements [15].

In terms of health implications, collagen supplementation has been implicated in el-
derly sarcopenic populations, wound healing, and degenerative processes related to tendon
and bone structures [1]. Interestingly, Wang et al. (2011), using a low-molecular-weight
collagen peptide (800 KDa), tested whether a composite among this collagen peptide and
chito-oligosaccharide may have the antibacterial properties and biocompatibility of the
composite electrospun with nanofibrous membranes (NFMs) using human skin fibrob-
lasts [1]. New findings also suggest that hydrolyzed collagen possesses properties to reduce
inflammatory markers and fibroblast proliferation. This emerging research showing this
relationship is justified by the mechanism of action in which collagens are formed by fibrob-
lasts [16], supporting the notion that collagen appears to stimulate fibroblast proliferation.
In addition, this study from Brandao-Rangel et al. (2022) showed that collagen peptide at
different concentrations 2.5 mg/mL, 5 mg/mL, and 10 mg/mL protected human skin fibrob-
last (CCD-1072Sk) and human skin keratinocytes (hKT-nh-skp-KT0026) inducing a latent
anti-inflammatory response against lipopolysaccharide stimulation (LPS; 10 ng/mL) [16].
Animal studies and cell culture experiments corroborate this rationale [17,18]. In this way,
Chotphruethipong et al. (2021) showed that hydrolyzed collagen from the defatted Asian
sea bass (Lates calcarifer) (Asbs-HC) presenting high hydrophobic amino acids and imino
acids did not cause cytotoxicity at any concentration (25-1000 pg/mL). In addition, the
highest concentration (1000 pg/mL) induced high MRC-5 fibroblast cell line (human fetal
lung) proliferation and migration suggesting a potential for wound healing, beyond a high
antioxidant capacity [17]. In another study, Offengenden et al. (2018), using hydrolyzed
collagen obtained from seven different enzymatic processes, compared their effects on
inflammation, oxidative stress, type I collagen synthesis, and cell proliferation, using cul-
tured human dermal fibroblasts. In conclusion, the authors stated that different enzymatic
treatments may generate hydrolyzed collagen possessing distinct chemical and biological
profiles [18]. Fibroblasts were first introduced to the scientific community in 1858 by the
German pathologist Rudolf Virchow, and subsequently, the properties of this discovery
turned towards their role in tissue repair, implicating fibroblasts in the production of new
connective tissues [19]. Broadly, fibroblasts are known as mesenchymal cells, exhibiting
various functions such as tissue repair agents in various pathological scenarios, target
cells, and modulators for immune functions; the secretion of metabolites and signaling
factors to neighboring cells, as well as the regulation of metabolism in various organs; and
extracellular matrix remodeling [20].

Based on these findings, we investigated how supplementation with hydrolyzed
collagen peptides can induce the proliferation and activation of fibroblasts, which are the
cells capable of synthesizing collagen in various organs and tissues. The justification for
this literature review stems from the lack of a review that explains the studies corroborating
the idea of “hydrolyzed collagen inducing fibroblast stimulation”. The objective of this
review is to present possible evidence that brings to light fibroblast proliferation through
the ingestion or application of hydrolyzed collagen peptides and their reduced forms, to
highlight limitations, and to create a more solid database for the mechanisms adjacent to
the use of hydrolyzed collagen.

2. Methods
2.1. Inclusion and Exclusion Criteria

Our analyses were limited to journals that published articles in the English language,
peer-reviewed, meeting the following criteria: (a) randomized clinical trials, (b) randomized
studies in animals or humans, (c) in vitro studies, (d) studies using hydrolyzed collagens
or collagen peptides, and (e) studies assessing alterations on fibroblasts as the primary
or secondary outcome. Review articles, brief reviews, opinion articles, case reports, or
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observational studies, as well as research utilizing forms of non-hydrolyzed collagens, were
considered ineligible for the construction of this review.

2.2. Search Strategy

The search for articles, as well as the construction of this review, was conducted in
accordance with the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) guidelines [21]. Our primary search was performed in the main databases
PubMed/MEDLINE and Web of Science/Clarivate, which publish articles in the English
language. We also consulted the ongoing review database (PROSPERO). The search was
conducted from February 2024 to the first week of March 2024. The following syntax was
used for the search: hydrolyzed collagen peptides AND fibroblast, low molecular weight
collagen peptides AND fibroblast. Articles that included any of the following terms in
their title or abstract: collagen hydrolyzed, fibroblast, and low-molecular-weight collagen,
were included for further analysis. From these selected articles, the reference lists were
subsequently consulted to identify possible additional publications [22]. To avoid selection
bias, the search was conducted by two researchers who independently analyzed the articles
(P.I.and R.P.V.). If any article was deemed divergent for inclusion and exclusion, a third,
fourth, and fifth researcher (F.A.C., G.EA., and C.EC.) was consulted, with the final decision
resting with them.

2.3. Methodological Quality

We assessed the methodological quality of the included studies using the Downs
and Black checklist with 27 items [22]. This checklist addresses different aspects of study
design, including reporting (items 1-10), external validity (items 11-13), internal validity
(items 14-26), and statistical power (item 27). Given the specificity of the included studies,
we used the checklist as a reference and listed 10 items to be considered to evaluate the
methodological quality of the studies. If the item was present, a value of 1 was assigned,
otherwise a value of 0, similar to the Downs and Black checklist. Studies were classified as
good quality if they scored 8-10, moderate quality if they scored 6-7, and poor quality if
they scored 5 or below. The studies were independently evaluated by the 2 reviewers (P.I.
and RPV.).

3. Results

From the studies searched in the databases, we obtained a total of 220 articles, of which
184 articles were listed for the initial analysis. However, these were subsequently excluded
due to ineligibilities identified by automation tools, resulting in the exclusion of a total of
172 documents, including duplicates (n = 8) and articles published in languages other than
English (n = 4), leaving 36 articles. After summarization, those that did not meet criteria
(a); (b); (c); (d), or were not considered relevant for the review construct, in agreement
between the two researchers (PI. and R.P.V.), were excluded (n = 21), totaling 15. Three
articles were evaluated by the third, fourth, and fifth researcher (F.A.C. and C.E.C.), who
made the final decision regarding their inclusion or exclusion in the present review. Two
articles proceeded for analysis, and one document was excluded. Subsequently, the articles
were read in full, and the references were re-evaluated to retrieve possible documents not
found in the initial data searches. During the full-text reading of the articles, three articles
were excluded: one as it was a review, and the other two documents did not demonstrate
in their results the effects of hydrolyzed collagen on fibroblast proliferation. Eleven articles
were included in the final review. Figure 1 presents the flowchart of the literature search.
In summary, the studies included for analysis are as follows.
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Figure 1. Flowchart of the search process.

3.1. Study Coding

The studies were individually read and coded by the two researchers (P1. and R.P.V)
using the PICO tool for the following variables: (a) population, (b) intervention, (c) com-
parison/control, and (d) outcomes. Population refers to the type of hydrolyzed collagen
used and, if reported, its molecular weight in kilodalton KDa. Intervention on fibroblasts
identifies the types of fibroblastic cells used, whether human or animal. For comparison
and control, we listed the controls used as well as the dosages. Lastly, outcomes present
the results exclusively regarding fibroblast cell proliferation. Table 1 presents an overview
of the studies that met all inclusion criteria.
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Table 1. Articles included for review and their outcomes.

Article

Type of Collagen
and Molecular Weight (MW) in Kda

Intervention on Fibroblast

Control/Comparasion

Outcomes

Chaietal, 2010 23]

Collagen peptides from fish.

Human and mouse embryonic skin fibroblast
lineage.

Fibroblast without coll

‘The doses of 0.4-200 jug/mL induced

fibroblast proli ina d
manner.

Sea bass skin hydrolysate and collagen

Fibroblasts without the addition of

o The cellular proliferation of fibroblasts,
Chotphruethipong etal,, ! roly Mouse from collagen (HC) and solutions ; ; q
2019 [24] with the application of parcine connective tissue lineage (L929). with HC concentrations 0f 50, 100,200,  mainly between concentrations 100 and
pancreatic lipase. and 250 g /mL. 250 pg/mL.
roblasts with the additions of Co i P fibroblast
[« ipong etal., b collagen from defatted sca ’ hydrolyzed collagen at the proliferation with no significant difference
2021[17] bass skin. MW = 406 to 16,120 Da. MRCS fibroblast cell line (human fetal lung). 1 eritrations of 25, 50, 100, 500, and between the concentrations of 500 and
1000 pg/mL. 1000 pg/mL (p > 0.05).
Hydrolyzed collagen (HC) FitedHiasie yiliods adili
S S e b ok dition and with — .
Chnphnx&\llgglng etal, from degreased sea bass skin and MRS fibreblast coll e (hsinar Bt lirg), e additions of hydrolyssd collagen HC promoted cell proliferation more

collagen (HC) + EGCG epigallocatechin
gallate.

(HC), and HC + EGCG.

effectively than HC-conjugated EGCG.

Waugquier et al., 2022 [26]

Fish cartilage hydrolysate (FCH).
Low MW (under 3000 Da).

Human primary dermal fibroblasts

Human I serulNAIVE or human serum
enriched with circulating metabolites
resulting from FCH

FCH stimulates human dermal fibroblast
growth

Brandao-Rangel etal., 2022 [16]

Hydrolyzed collagen (types T and III of
hydrolyzed collagen)
Total MW <3 oderientesibroblasts
(CCD725K).

(1) odetodernly medium stimulated),

(2) lipopolysaccharide (LPS 10 ng/mL),
(3) collagen 2.5 mg /mL, (4) collagen
5mg/mL, (5) collagen 10 mg/mL, (6) LPS +
collagen 2.5 mg/mL, (7) LPS + collagen
5mg/mL, and (8) LPS + collagen 10 mg/mL.
LPS was added for 1 h,
with the subsequent addition of collagen.

Collagen supplementation (25 mg /mL,
5mg/mL, 10 mg/mL) increased the
proliferation of human'’s fibroblasts.

p<0.00L.

Offengenden et al., 2018 [15]

Chicken collagen hydrolysate (CCH).

Cultured human dermal fibroblasts (HDF).

A total of 4 dual-enzyme generated

Only 2 out of the 4 enzyme-hydrolyzed
collagen stimulate fibroblast proliferation,

Tyysdrolysates: p<0.01, p <0.001.
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Table 1. Cont.
Aticle Type o Coligen Intervention on Fibroblast Control/Comparasion Outcomes
and Molecular Weight (MW) in Kda para
. ” PVA (polyvinyl alcohol) and ENFM  ESCP treatments both showed good in vitro
Wang etal., 2011[27] Fishscale m%‘;‘o?;z““ FSCP)  Cultured human dermal (HDP). i i ibil the

served as the control.

¥ a ‘PP
proliferation of fibroblasts.

Chotphruethipong etal.,
2022[28]

Hydrolyzed collagen from salmon skin
and vitamin C (Vit C)
Muw 102 Da to 10,175 Da.

Cultured human dermal fibroblasts (HDF).

HC (0, 50, 100, 200, 400, and 800 pg/mL)
and Vit C (0.01,0.1, 1, 10, and 100
pg/mL) control (without any treatment).

Hydrolyzed collagen (HC) at various levels

on the proliferation of HDF cells, there was

no difference in the cell proliferation of HC
at the levels of 50 and 100 pg/mlL,

p > 0.05, cytotoxicity, and 800 pg/mL which
showed a slightly decreased proliferation of
the cell as compared to the control p < 0.05.
Between the two protocols (hc) and vit ¢,
there was no significant difference in relation
to the increase in fibroblast proliferation
p>0.05, and when combined, greater
proliferation in relation to the isolated

hods p < 0.05.

Lin etal., 2020 [29]

Elastin collagen peptide complex juice
stink (YAMIL, Zhejiang Kazman
Biotechnology) ingredients: water, fish
collageoderide powder (12% oderana
powder, apple essence, cherry essence,
y-aminobutyric acoderape powoderlma
powodercai powder, perodereed powder,
eoderrry powder, boderice powder,
honey, vitamin C, erythritol, citric acid,
fructose syrup, sucrose, flavor).

Human skin fibroblast.

Concentrations of collagen drinks
(with/without UVA irradiation). 0.125%,
0.25%, and 0.5%, Control 0%.

In comparison with the control group,
0.125%, 0.25%, and 0.5% of the collagen
drinks could increase the mitochondrial

activities of fibroblasts by 30.6%, 16.4%, and

36.1%, respectively. Regarding photoaging
2 e ] eion A

the UVA-treated cells were improved by
1009%, 110.2%, and 105.4%, respectively,
followed by treatment with corresponding
0.125%, 0.25%, and 0.5% of the collagen
drinks. The collagen drinks slightly
enhanced the cell proliferation capability in
comparison with the control group.

Benjakul et al., 2018 [30]

Hydrolysed collagen from seabass (Lates
calcarifer) and HC + Vit C.
Molecular weight ranges from 1050 to
1330 Da.

1929 mouse fibroblast, subcutaneous
connective tissue.

HC powder was dissolved in distilled
water and dosed
orally at 2000 and 5000 mg kg body
weight. The treated doses were
calculated based on the body
weights of rats after fasting. The rats in
the control group were dosed with
distilled water at the equivolume to the
treatment group.

HC promoted cell growth 1929. The greatest
proliferation was evidenced in combined
models of HC + Vitc ina 2:1 ratio at the

dosages of 150-200 pg/mL.
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3.2. Article Retrieval

Throughout the process of reading and summarizing the articles, their references and
citations were independently reviewed to find articles that were not reached in our initial
searches. However, no articles that had not already been identified during the review
process were found. From all references, the researcher (P.I) listed one document that
addressed the outcome of fibroblast proliferation by collagens. Upon reading the document
in its entirety, it became evident that the document aimed to evaluate the effects of collagen
that did not undergo hydrolysis processes, thus disqualifying it as hydrolyzed collagen or
collagen peptides. Therefore, it was not included.

3.3. Characteristics of the Studies

Eleven studies were included in this review [16-18,23-30] for the outcome of the
stimulation or proliferation of fibroblasts by the application or ingestion of hydrolyzed
collagen supplements or collagen peptides. Three studies used rat fibroblast cell lines as
the intervention method, while the remaining articles used human fibroblast cells. The
types of collagens used varied among the selected articles, including animal, fish, and
chicken origins, with one study utilizing a collagen-enriched beverage [29], and two studies
combining hydrolyzed collagen with vitamin C applications [28,30]. When reported,
the molecular weight of all hydrolyzed collagens was stated in Daltons, with all studies
presenting low molecular weights, with the lowest being reported in the work of Rangel
et al.,, 2022 (see Table 1). The studies used control cells without interventions or with
the additions of various concentrations of hydrolyzed collagen (25, 50, 100, 500, and
1000 pg/mL).

3.4. Methodological Quality

The quality of each study was assessed by the two researchers (PI. and RP.V.), and in
case of any discrepancies regarding quality parameters, a third researcher was consulted to
ensure agreement. The scale used was adapted from the Downs and Black checklist, listing
10 points as quality criteria, in which eight studies were considered good quality, and three
studies were of moderate quality (see Table 2).

Table 2. Methodological quality criteria.

Article

=
(=]

Total Score

Chai et al., 2010 [23]

Chotphruethipong 2019 [24]

Chotphruethipong 2021 [17]

Chotphruethipong etal., 2021 [25]

Wauquier et al., 2022 [26]

Brandao-Rangel et al., 2022 [16]

Offengenden et al., 2018 [18]

Wang et al., 2011 [27]

Chotphruethipong etal., 2022 [28]

Lin et al., 2020 [29]

Benjakul et al., 2018 [30]

=] == === =] =] -
R, Rr]Rr] R ,Rr~|~]~]N
[UrG) [ (U U IR I [ QU R R R )
[HFYS QU QRN RS (Y R QU (U U U I TS
Rl Rr[R,r]R,rR,r]Rr]Rr[~R]~,]~]|w
Rlo|lr|lo|lo|lr|r|r|r|[~]~r]e
R, Rr]Rr| R ~,Rr~|~]~]S
clo|oc|o|lo|r|c|lo|lc|c|o|®»
Uy QU RN [UYN QS QI QN S [T R QR V-
oloc|oc|o|o|o|o|o|e|oc|o

®|N|o|[N9|N|©|xw|[w|x|w|ox

Methodological quality criteria adapted from the checklist:

=

Was the study hypothesis/goal /objective clearly described?

2. Were the main results clearly measured and described in the Introduction or Methods
section?

3. Were the characteristics of the cell types used and controls described?
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4. Were the interventions of interest clearly described? Treatments and placebos (when
relevant) to be compared should be clearly described.

5. Wasa list of key confounding factors provided, along with how cellular environments
and processes were managed, and described clearly?

6.  Were the main conclusions of the study clearly described? Simple outcome data
(including denominators and numerators) should be reported for all main findings so
that the reader can verify the main analyses and conclusions. (This question does not
cover statistical test data, which are considered below.)

7. For non-normally distributed data, was the interquartile range of results reported? For
normally distributed data, standard error, standard deviation, or confidence intervals
should be reported.

8.  Did the authors clearly report the limitations of their findings? If yes, consider 1; if
not, consider 0.

9.  Were appropriate statistical tests used to assess the main results? The statistical
techniques used should be appropriate to the data.

10. Were actual probability values reported (e.g., 0.035 instead of <0.05) for the main
results, except where the probability value is less than 0.001?

4. Discussion

The results of this systematic review reinforce the concept of hydrolyzed collagen
inducing fibroblast stimulation. This effect appears to be mediated by the ingestion of
collagen peptides or hydrolyzed collagens. The studies presented here provide a robust
body of evidence demonstrating fibroblast cell proliferation through the use of hydrolyzed
collagens without alterations in cellular toxicity. This implies that hydrolyzed collagen may
have outcomes beyond those already evidenced.

Hydrolyzed collagen supplementation is widely used for aesthetic purposes, primarily
to delay skin aging. Part of its effect is attributed to stimulating extracellular matrix
proteins, which are directly regulated by dermal fibroblasts (FDs.). As shown in our results,
hydrolyzed collagens stimulate the specific growth of E.Ds., especially those with lower
molecular weights and high proline /hydroxyproline content.

A determinant factor reported in our review leads us to rationalize that molecular
weight is directly related to better solubility. Collagen peptides rich in pro-Hdx exhibit
significant bioavailability. Peptides with lower molecular weights have properties to reach
deeper dermal layers, thus stimulating better tissue repair. Despite not being the focus of
this review, it is important to note that, in addition to increasing fibroblasts, hydrolyzed
collagens are gaining traction as potential antioxidant supplements. Some studies included
here sought to combine hydrolyzed collagens with other types of supplements known for
their positive effects on oxidative scenarios, such as vitamin C.

Among the findings, it was also noted that depending on the enzymatic processes
on collagens, different hydrolyzed collagens obtain distinct characteristics. Some seem to
prefer antioxidant and inflammatory situations, while others induce fibroblast proliferation
in human skin. However, this result is presented by only one study, warranting further
investigation to identify if indeed specific types of hydrolyzed collagens are tailored to
specific fibroblast applications.

According to our findings, hydrolyzed collagens from different sources and with dif-
ferent molecular weights, yet all considered low-weight, ranging between <3 and 3000 Da,
are capable of inducing fibroblasts in human and animal skin tissues.

In addition to the findings presented here, this review also serves an important role
in scientific production, encouraging new studies to evaluate the effects of hydrolyzed
collagens on fibroblasts in relation to the tested dosages. Most studies indexed here used
dosages with different concentrations of collagens in fibroblasts to identify minimum and
maximum absorption values and possible toxicity. Summarizing all presented results, the
concentrations of 50-500 ug/mL are sufficient for fibroblast proliferation without toxicity
implications. The concentrations of 800 ug/mL showed toxicity levels in cultured human
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dermal fibroblasts (HDFs). However, this result should be analyzed cautiously since in
MRC-5 fibroblast cell line (human fetal lung) tissues, the doses of 1000 pg/mL did not
create such a scenario, and among lower doses compared to higher doses, none of these
doses induced toxicity. With these reviewed findings, new research directions do not
require further investigation into solutions with different concentrations when the goal is
fibroblast stimulation.

5. Limitations and Future Directions

This review focused on only one outcome regarding hydrolyzed collagens, while
others such as toxicity and inflammatory levels are recommended for readers to explore in
the selected articles. Our aim is to facilitate new research regarding the use of collagens and
fibroblasts, as until the present moment, no review with such objectives has been evidenced.
Our work is not without limitations; for example, the methodological quality of the listed
articles underwent an adaptation process. We encourage future, more robust checklists that
include in vitro studies to be developed to facilitate methodological processes for cellular
study reviews. Furthermore, studies investigating the molecular mechanisms involved in
the collagen peptide-induced fibroblast proliferation and activation must be performed;
at the moment, only the study from Brandao-Rangel et al. (2022) has brought some initial
pathways about this issue, demonstrating the involvement of nitric oxide and TGF-f and
the VEGF pathway in such effects [16]. We chose to limit our searches to articles published
in English and peer-reviewed, which may omit data from other sources that would be
relevant for a better understanding of the presented findings. However, this choice aims
to narrow down the findings to studies with minimal bias and good quality. Finally, this
review creates a possible research scenario regarding the specific biological properties
of each hydrolyzed collagen, and in the future, identify if specific enzymatic processes
substantially alter the action of hydrolyzed collagen on fibroblasts.

6. Conclusions

In conclusion, our review highlights the effectiveness of hydrolyzed collagens and
collagen peptides in stimulating and proliferating fibroblast cells, but not for any integral
form of collagen. New studies aiming to explore this scenario may consider using dosages
ranging between the concentrations of 50 and 500 ug/mL of hydrolyzed collagen. Fur-
thermore, investigations regarding the different enzymatic processes during the collagen
hydrolysis process should be conducted to identify if these different processes may affect
the biological properties of hydrolyzed collagen or collagen peptides, thus changing their
effects on fibroblast stimulation.
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Abstract

Background: The coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by the SARS-
CoV-2 virus, has resulted in a global health crisis, significantly impacting
cardiovascular health. COVID-19 is associated with vascular dysfunction,
myocardial injury, and a range of cardiovascular complications. This study aimed
to evaluate the effects of a cardiopulmonary rehabilitation (CPR) program on
cardiovascular hemodynamics and heart rate variability (HRV) in post-COVID-19
patients. Methods: Thirty-three post-COVID-19 volunteers participated in a
structured CPR program. Clinical and laboratory parameters were assessed pre-
and post-intervention, focusing on metabolic characteristics, cardiovascular
parameters, hematological and immunological responses, and serum cytokine

levels. Results: The CPR program significantly reduced body weight (p<0.0002),
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BMI (p<0.0002), waist circumference (p<0.0004), and fat mass (p<0.0001), while
increasing fat-free mass (p<0.0002). Improvements were observed in systolic
and diastolic blood pressure (p<0.0002), resting heart rate (p<0.0001), and
resting SpO2 (p<0.0001). Hematological analysis showed increased neutrophils
(p<0.0004), basophils (p<0.0089), monocytes (p<0.0026), and the
lymphocyte/neutrophil  ratio (p<0.0001). Cardiovascular hemodynamics
improved, with significant increases in stroke volume (p<0.0429) and stroke
volume index (p<0.0251), and early diastolic function ratio (p<0.0463).
Additionally, the CPR program reduced pro-inflammatory cytokines IL-1p
(p<0.0001), IL-2 (p<0.0022), and IL-6 (p<0.0004), while increasing anti-
inflammatory cytokines IL-1RA (p<0.0001) and IL-10 (p<0.0001), and antiviral
cytokines IFN-8 (p<0.0001) and IFN-y (p<0.0003). Conclusion: Early intervention
using a CPR program in post-COVID-19 patients significantly improves
cardiovascular hemodynamic response, dampens the pro-inflammatory
response, and enhances anti-inflammatory and antiviral responses. These
findings underscore the importance of CPR in improving the prognosis and quality

of life for post-COVID-19 patients.

Keywords: long-COVID-19, heart function, cardiovascular hemodynamics,

cardiopulmonary rehabilitation, heart rate variability.
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Introduction

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) caused by the severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has evolved into a global
health crisis, with millions of confirmed cases worldwide. While initial focus has
been on the acute respiratory manifestations, emerging evidence underscores

the substantial impact of COVID-19 on cardiovascular health (1).

COVID-19 poses a significant risk for vascular dysfunction, characterized by
endothelial injury, inflammation, and thrombotic events. Endothelial dysfunction,
driven by direct viral invasion and systemic inflammation, contributes to impaired
vasoregulation, microvascular dysfunction, and a prothrombotic milieu,
predisposing individuals to arterial and venous thromboembolic complications
(1). Beyond that, myocardial involvement in COVID-19 ranges from mild
myocarditis to fulminant myocardial infarction, culminating in cardiomyopathy and
heart failure. Direct viral myocardial injury, immune-mediated damage, and
cytokine storm syndrome collectively contribute to myocardial inflammation,
fibrosis, and impaired contractility, thereby precipitating the onset or exacerbation

of heart failure syndromes (1).

The collective data suggests a reduction in overall stroke volume observed during
the COVID-19 pandemic. This decline aligns with findings from the Italian study
conducted by Morelli et al. and mirrors the trends observed in interventional
cardiology practices in Spain (2). The aggregated analyses, when compared with
control groups, revealed a notable correlation between post-COVID-19 status
and diminished parameters including left ventricular ejection fraction (LV EF), left

ventricular end-diastolic volume (LV EDV), left ventricular stroke volume (LV SV),
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mitral annular plane systolic excursion (MAPSE), global longitudinal strain, right
ventricular ejection fraction (RV EF), right ventricular end-diastolic volume (RV
EDV), right ventricular end-systolic volume (RV ESV), right ventricular stroke
volume (RV SV), tricuspid annular plane systolic excursion, alongside an

increase in left ventricular mass (3).

In this way, the literatures point out the need of cardiopulmonary rehabilitation
(CPR) delivery for patients experiencing long-COVID-19 symptoms (4, 5).
However, the exact effects of CPR on cardiovascular hemodynamics and its
possible correlation with heart rate variability (HRV) remains unexplored and

constitute the aim of the present study.

Material and Methods

Recruitment and Selection of Volunteers

Volunteers were recruited through social media and announcements at
Emergency Care Units (UPA) and Basic Health Units (UBS) in the municipality of
Sao José dos Campos, SP, Brazil. Individuals of both sexes between 18 and 85
years old who had confirmed COVID-19, verified by RT-PCR or antigen tests,
were recruited. These individuals were subsequently stratified into mild,
moderate, severe, and critical patients according to the criteria adopted by the

World Health Organization (WHO) (6).

Experimental Protocol

A total of 33 post-COVID-19 patients were studied, classified as moderate to
severe according to the WHO criteria (6). The individuals were evaluated before
the start of the project and after 90 days of rehabilitation. Moderate post-COVID-

19 individuals were defined as those who had a positive rapid test, antigen test,



78

or RT-PCR test and presented the following symptoms: dry cough, runny nose,
sore throat, diffuse body aches, persistent fever, without hypoxemia. Severe post-
COVID-19 individuals were those who, in addition to one or more of the
aforementioned symptoms, presented hypoxemia (oxygen saturation — SpO2 <
93%) requiring hospitalization with or without ventilatory support (invasive or non-

invasive) (6).

Cardiopulmonary Rehabilitation Protocol with Physical Activity

The CPR program consisted of 3 weekly sessions on alternating days with 5
minutes of warm-up, 5 minutes of stretching, 20 minutes of continuous moderate-
intensity aerobic exercise, 20 minutes of moderate-intensity resistance exercise,
and 10 minutes of stretching for cooling down. Aerobic physical training was
performed on a treadmill or stationary bike, according to the volunteer’s
preference, starting at 60% of maximum heart rate and increasing intensity by
2% each week, for a period of 20 minutes. Resistance physical training was
performed at moderate intensity, corresponding to 75% of maximum load, with 4
sets of 10-15 repetitions and 1-minute rest intervals between sets. The following
exercises were performed: bench press, lat pull-down, lateral raise, leg
extension, leg curl, and calf raise. Stretching exercises included classical

exercises for the upper and lower limbs.

Hemodynamic Evaluation by Impedance Cardiography

Impedance cardiography was performed using the Physioflow® device (Bristol,
USA), which provides continuous, accurate, reproducible, and sensitive
measurements of heart rate (HR), cardiac output (CO), stroke volume (SV),

cardiac index (Cl), ejection fraction (EF), end-diastolic volume (EDV), thoracic
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fluid index (TFI), and peripheral vascular resistance (PVR) (7). Volunteers were
instructed to undress (removing shirt/blouse) and lie down in the supine position.
The areas where the 6 electrodes were positioned were disinfected with 70%
alcohol. After electrode placement, a 1-minute stabilization period was observed.
After this stabilization period, signal recording was initiated for a period of 3

minutes (7).

Statistical Analysis

GraphPad Prism 5.0 software was used for statistical analysis and graph
construction. The normality of the data was assessed using the Pearson test.
Parametric data were evaluated using ONE WAY ANOVA followed by the
Newman-Keuls test. Non-parametric data were evaluated using ANOVA ON
RANKS followed by the Dunn’s test for group comparisons. A p-value of <0.05

was considered statistically significant.

Results

Clinical and Laboratory Characterization of Post-COVID-19 Volunteers

Table 1 shows the clinical and laboratory characteristics of the post-COVID-19
volunteers pre and post CPR program. The results showed that CPR significantly
reduced body weight (p<0.0002), BMI (p<0.0002), waist circumference
(p<0.0004), and fat mass (p<0.0001), while increased the fat free mass
(p<0.0002), revealing a positive effect on metabolic characteristics of post-
COVID-19 patients. The CPR program also improved the systolic and diastolic
blood pressure (p<0.0002), displaying an improvement of cardiovascular
parameters. The CPR program significantly improved the number of blood

neutrophils (p<0.0004), basophils (p<0.0089), monocytes (p<0.0026), and the
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lymphocyte/neutrophil  (p<0.0001), demonstrating a positive effect on
hematological and immunological cellular response. The resting heart rate
(p<0.0001) and resting SpO2 (p<0.0001) was improved by CPR, confirming an

improvement in the cardiorespiratory response.

Effects of Rehabilitation on the Cardiovascular Hemodynamics of Post-COVID-

19 Volunteers

The results shown in Figure 1 reveals that CPR program significantly improved
the stroke volume (p<0.0429), and that such improvement was retained even
when a correction was calculated and corrected by body surface, which is
characterized by the stroke volume index (p<0.0251). In addition, the early
diastolic function ratio was increased after the CPR (p<0.0463). On the other
hand, cardiac output (p>0.05), cardiac index (p>0.05), systemic vascular
resistance (p>0.05), systemic vascular resistance index (p>0.05), left cardiac
work index (p>0.05), estimated ejection fraction (%) (p>0.05), end diastolic
volume (p>0.05) and the thoracic fluid index (p>0.05) did not present any

significant alterations after the CPR program.

Effects of Rehabilitation on the Systemic Immune and Inflammatory Response of

Post-COVID-19 Volunteers

The results showed in the Figure 2 demonstrates the serum levels of pro-
inflammatory, anti-inflammatory and anti-viral cytokines, which are cytokines
involved in the classical cytokine storm in COVID-19. So, the Figure 2 shows that
CPR program reduced the levels of pro-inflammatory cytokine IL-1B (Figure 2A;
p<0.0001), IL-2 (Figure 2C; p<0.0022), IL-6 (Figure 2B; p<0.0004), while

increased the levels of anti-inflammatory cytokines IL-1RA (Figure 2D; p<0.0001)
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and IL-10 (Figure 2E; p<0.0001). Furthermore, the levels of anti-viral cytokines
IFN-B (Figure 2F; p<0.0001) and IFN-y (Figure 2G; p<0.0003) was significantly
increased by CPR program, strongly reinforcing the anti-inflammatory and

immunomodaulatory effects of CPR program in post-COVID-19 patients.
Discussion

The present study revealed for the first time that cardiopulmonary rehabilitation
in post-COVID-19 patients results in improvement of cardiovascular
hemodynamic response, which was followed by strong positive
immunomodulation effect, characterized by damping the systemic levels pro-
inflammatory cytokines, while increased the anti-inflammatory and anti-viral
cytokines, conferring protection and improving the prognosis for post-COVID-19

patients.

This study demonstrated for the first time that cardiovascular hemodynamic
alterations induced by COVID-19 are persistent and asymptomatic, necessitating
intervention. This novel study also shows that a CPR program, consisting of
aerobic and strengthening exercises, was able to reestablish a normal

cardiovascular hemodynamic response.

A recent study involving 5 million patients found that COVID-19 survivors faced a
significantly higher risk—up to 2,000%—of developing cardiovascular issues
(heart attack, arrhythmias), pulmonary problems (hypoxemia, dyspnea),
metabolic disorders (diabetes, dyslipidemia), and neurological conditions
(cognitive impairment, sleep disorders, stroke) within 1 to 6 months post-infection
(8). Our study supports these findings by detailing specific cardiovascular

hemodynamic changes in moderate and severe post-COVID-19 patients and
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emphasizes the importance of early cardiopulmonary rehabilitation. The CPR
program, conducted three times a week for 3 months, significantly improved

these patients' cardiovascular health.

We observed that resting heart rate significantly reduced after 3 months of CPR
program. Increased heart rate in post-COVID-19 patients is typically due to
autonomic imbalance (9). Although we did not analyze autonomic balance
through heart rate variability, this limitation does not diminish the significance of
our findings. Additionally, our study showed reductions in resting systolic and
diastolic blood pressure, which are critical since hypertension is a major risk
factor for cardiovascular events, renal diseases, and end-organ damage, often
underestimated by clinicians (10). In post-COVID-19 patients, hypertension
becomes crucial as many were not hypertensive pre-infection and may not
monitor their blood pressure afterward. Hypertension can reduce stroke volume
(11). Importantly, we observed significant improvements in stroke volume, stroke
volume index, and end-diastolic volume, corresponding with decreased blood

pressure.

Improvements in stroke volume and stroke volume index, which adjusts stroke
volume for body surface area, were notable after 3 months of CPR program. Low
stroke volume is linked to higher mortality rates from cardiovascular events over
10 years (11, 12). Improved stroke volume indicates better heart pump function
and blood perfusion (12). Despite these improvements, changes were not seen
in cardiac output, cardiac index, systemic vascular resistance, systemic vascular
resistance index, left ventricular work index, ejection fraction, end-diastolic

volume, and thoracic fluid content index.
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The rehabilitation program also improved early diastolic function rate, suggesting
enhanced ventricular filling capacity (13). So, is important to point out that this is
the first study showing significant improvement in early diastolic function after 3

months of CPR program in post-COVID-19 patients.

Post-COVID-19 patients often exhibit cardiovascular autonomic disorders like
dysautonomia, caused by neurotropism, cytokine storms, and persistent
inflammation (14). This study uniquely showed that CPR program decreased
serum levels of pro-inflammatory cytokines IL-1p3, IL-2, and IL-6, while increased
anti-inflammatory cytokines IL-1RA and IL-10, and antiviral cytokines IFN-B and

IFN-y.

Elevated IL-1B levels are found in moderate, severe, and critical COVID-19
patients and are associated with heart failure (15). While we cannot establish a
direct causal link between reduced IL-1B levels and improved cardiac
hemodynamics, future studies may clarify this. Reduced IL-2 levels post-CPR
program are significant since increased IL-2 is associated with cardiac
dysfunction and remodeling in COVID-19 (16, 17), as well as severe chronotropic

impairment (16, 17).

Elevated IL-6 levels in COVID-19 patients correlate with higher mortality and
cardiac dysfunction (18, 19). Reducing IL-6 levels through CPR program
underscores the importance of early intervention to prevent cardiovascular
conditions. Increasing IL-1RA and IL-10 levels, which are associated with better
outcomes in myocarditis (20), further highlights the rehabilitation's benefits

observed in the present study.
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Additionally, this study demonstrated that CPR program significantly increased
antiviral cytokines IFN-B and IFN-y, which are crucial for combating viral
infections and reducing SARS-CoV-2 replication (21, 22). While we did not
directly study viral replication inhibition, our findings suggest a potential antiviral

benefit from increased IFN-y and IFN-f levels induced by CPR program.

Therefore, we conclude that early intervention using a CPR program in post-
COVID-19 patients improves cardiovascular hemodynamic response, dampens
the pro-inflammatory response, and enhances both anti-inflammatory and

antiviral responses.
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Figure Legends

Figure 1 — Figure 1 shows the stroke volume in milliliter (mL), stroke volume index
in milliliter per square meters (mL/m2), early diastolic function ratio in percentage

(%).

Figure 2 — Figure 2 shows the stroke volume in milliliter (mL), stroke volume index
in milliliter per square meters (mL/m2), early diastolic function ratio in percentage

(%).



