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Introducere

Infectia cu virusul SARS-CoV-2 a determinat o crizd globald de sanatate publicd cu
implicatii majore asupra sistemelor medicale, economice si sociale.

Initial, COVID-19 era considerat o pneumonie virald cu afectarea sistemului respirator,
dar evolutia clinica a pacientilor a indicat o afectare inflamatorie si vasculard sistemica.
Ulterior, au fost definite “furtuna citokinica”, disfunctia endoteliald si imunotromboza drept
mecanisme fiziopatologice centrale in formele severe.

Incd de la debutul pandemiei, deficitul de vitamina D a fost incriminat drept factor
predispozant pentru infectare, dar si pentru evolutia catre formele severe.

In acest context, alegerea directiei de cercetare dezvoltate in cadrul acestei lucriri a avut
drept punct de plecare stransa legatura intre inflamatie- disfunctie endoteliala- leziune tisulara-
evenimente trombotice- stres oxidativ la pacientii cu infectie SARS-CoV-2

Tema de cercetare a acestei teze a fost evaluarea disfunctiei endoteliale, a inflamatiei si a
stresului oxidativ, relatia dintre aceste fenomene la pacientii COVID-19, precum si potentiala
implicare a vitaminei D 1n aceste procese.

Obiectivele generale propuse au fost:

e Evaluarea disfunctiei endoteliale, pe baza determindrilor nivelurilor serice de
endocan si MR-proADM, la pacientii COVID-19

e Analiza profilului inflamator prin evalurea unor markeri clasici (PCR,
fibrinogen) si moderni (IL- 6, feritina, TNF-a) la pacientii COVID-19
comparativ cu pacientii cu alte tipuri de infectii virale respiratorii

e Determinarea statusului coagularii si al afectarii tisulare la pacientii COVID-19
si non-COVID-19

e Analiza concentratiilor biormakerilor de disfunctie endoteliald, inflamatori, de
coagulare, ai leziunilor tisulare in functie de gradul de severitate al COVID-19,
rezultatele imagistice, tipul de tratament administrat, prezenta comorbiditatilor
si statusul imunizarii prin vaccinare

e Determinarea nivelurilor serice de vitamina D la pacienti COVID-19 si cu alte
infectii respiratorii virale si analiza comparativa a nivelurilor de vitamina D in
raport cu parametrii clinici si paraclinici
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e Evaluarea capacititii antioxidante totale la pacientii COVID-19 si analiza in
functie de severitate, comorbiditati si nivelul de vitamina D.

Rezultatele studiului evidentiazd rolul diagnostic pentru endocan si feritina si rolul
prognostic pentru MR-proADM si IL- 6. Corelatiile endocan cu markeri de inflamatie, ai
leziunilor tisulare si de coagulare reflectda relatiile complexe inflamatie-disfunctie
endoteliald-coagulopatie. Deficienta de vitamina D poate facilita inflamatia si disfunctia

endoteliala la pacientii COVID-19 cu diabet.

PARTEA GENERALA
1.Implicatiile disfunctiei endoteliale in COVID-19

La nivel pulmonar, disfunctia endoteliala implicd cresterea permeabilitdtii capilare,
infiltrarea perivasculara a celulelor inflamatorii, edeme interstitiale, retentia de lichid in spatiul
alveolar, microhemoragii si microtromboze difuze in vasele periferice, manifestate clinic prin
insuficienta respiratorie [1], [2]. Endocan reprezintd marker al disfunctiei endoteliale si este
implicat in procesele din patologiile dependente de endoteliu: inflamatie, migratie,
angiogeneza, adeziune, progresie tumorala [3].

MR- proADM este modulator al microcirculatiei si contribuie in reducerea

permebilitatii vasculare, prin cresterea stabilitétii si a integritatii endoteliale [4].

2. Profilul biomarkerilor de inflamatie, coagulare si leziune tisulara in

COVID-19: evaluare in contextul investigatiilor de laborator

Analiza combinatd a biomarkerilor (proteina C reactiva (PCR), LDH (lactat
dehridogenaza), feritina, D dimeri) si a citokinelor si chemokinelor inflamatorii (factorul de
necroza tumorala - TNFa), interleukinl B -IL-1B, interleukina 6- IL-6) poate fi utilizatd in
diagnosticul, stratificarea si prognosticul pacientilor COVID-19 [7], [6]. In COVID-19,
nivelul de PCR se asociaza cu gradul de severitate, riscul de trombembolism pulmonar si
venos, riscul de insuficientd renald acuta si mortalitate. Feritina este un indicator al

severitdtii, iar in cazurile severe riscul de ventilatie mecanica si al mortalitatii sunt asociate



cu niveluri ridicate de IL- 6. Concentratii ridicate ale D dimerilor se coreleaza cu scorul CT

si reflectd relatia dintre coagulare si afectarea pulmonara.

3.Vitamina D in COVID-19

Meta-analiza unor studii prospective si retrospective a observat o incidenta crescutd a
infectiei SARS-CoV-2 si a formelor severe COVID-19 la pacientii cu niveluri reduse de
vitamina D. Deficienta de vitamina D (< 30 ng/ml) se coreleaza semnificativ cu

susceptibilitatea infectiei SARS-CoV-2.
4. Stresul oxidativ si capacitatea antioxidanta in COVID-19

In cazurile severe COVID-19, eliberarea de citokine este insotitd de generarea unor
specii oxidante, care induc disfunctie endoteliala cu risc de afectare pulmonara si complicatii
trombotice [10]. La pacientii COVID-19, numeroase studii au evidentiat un stres oxidativ

marcat asociat cu aparare antioxidanta redusa [11].

Evaluarea capacitatii antioxidante totale indicd efectul combinat al antioxidantilor
enzimatici si non-enzimatici, hidrosolubili si liposolubili. Capacitatea antioxidanta totala poate
indeplini rol de marker diagnostic sau prognostic, iar monitorizarea acesteia permite ghidarea

terapiei antioxidante adjuvante 1n vederea reducerii inflamatiei si stresului oxidativ.

PARTEA ORIGINALA

5. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Aceastd lucrare este centratd pe evaluarea disfunctiei endoteliale, a statusului
inflamator si oxidativ in raport cu profilul clinic si imagistic, la pacientii COVID-19. Rolul
imunomodulator al vitaminei D studiat anterior, in alte tipuri de infectii respiratorii, este
controversat in COVID-19, dar deficienta de vitamina D reprezintd un factor de risc in
evolutia bolii.

Obiectivele generale ale acestei lucrari stiintifice, in contextul definirii scopului, au
fost reprezentate de:
1.Evaluarea disfunctiei endoteliale (determinarea nivelurilor de endocan si MR-proADM la

pacientii COVID-19; analiza relatiei endocan/MR-proADM cu gradul de severitate, de



afectare pulmonara, tratamentul administrat, comorbiditati prezente, status vaccinal; evaluarea

relatiei disfunctie endoteliala- inflamatie

2. Analiza profilului inflamator, al coagularii si leziunilor tisulare (evaluarea statusului
inflamator prin intermediul unor biomarkeri moderni (IL-6, feritina, TNF-a) si clasici (PCR,
fibrinogen; analiza profilului cogularii pe baza nivelurilor de D dimeri; evaluarea gradului de

afectare tisulard prin analiza activitatilor fosfatazei alcaline si lactat dehidrogenazei

3. Determinarea si analiza vitaminei D (evaluarea comparativa pacienti COVID-19- control,
pacienti COVID-19- non-COVID-19 a nivelurilor de vitamina D; clasificarea pacientilor in
functie de nivelurile serice de vitamina D si analiza corelatiilor cu parametri clinici si

paraclinici; analiza relatiei disfunctie endoteliala- vitamina D

4. Evaluarea capacitatii antioxidante totale - analiza comparativa a statusului antioxidant intre
pacientii COVID-19 si subiectii sdnatosi; evaluarea capacitatii antioxidante in raport cu
severitatea bolii, rezultatele imagistice, statusul imunizarii si prezenta comorbiditatilor; analiza

relatiei status antioxidant- vitamina D in context COVID-19.
6. Metodologia generala a cercetarii

Aceasta metodologie a fost aprobata de catre Comisia Locala de Bioetica a Institutului
National de Boli Infectioase ,,Prof. Dr. Matei Bals”, in baza protocolului de studiu furnizat, cu
aviz favorabil C06884/23.06.2022.

Metodologia generala comuna a acestei lucrari de doctorat a avut la baza sub-studii
analitice observationale si experimetale, care au inclus pacienti adulti (peste 18 ani), spitalizati
in cadrul Institutului National de Boli Infectioase ,,Prof. Dr. Matei Bals” pentru infectie
SARS-CoV-2, confirmata prin RT-PCR, pacienti cu alte tipuri de infectii virale (gripd, virus
sincitial respirator, adenovirus, metapneumovirus) si subiecti sdnatosi. Perioada de inrolare a
acestora a fost 1septembrie 2022-31 ianuarie 2023.

Pacientii din subgrupul COVID-19 au fost clasificati in functie de severitatea bolii, pe
baza Ghidurilor de tratament NIH COVID-19, variind de la usoara (stadiul 0) la critic (stadiul

3). Datele generale demografice, clinice, biologice si imagistice au fost colectate retrospectiv.
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Nivelurile de IL 6 (pg/mL), endocan (pg/ml), MR-proadremedulind (pg/ml), TNF-
a(pg/ml), IL-1(pg/ml), PAIl (pg/ml) au fost analizate folosind metode ELISA conform
instructiunilor producétorului.

Pentru prelucrarea datelor brute, am utilizat IBM SPSS (IBM Corporation, SUA).
Datele sunt prezentate ca medie + abatere standard, pentru cele cu distributie normala, sau ca
mediana [cuartila 25; cuartila 75], pentru cele distribuite non-gaussiana. Testul Kolmogorov-
Smirnov a fost folosit pentru stabilirea tipului de distributie a fiecdrui parametru. Pentru
determinarea diferentelor dintre grupuri (2 sau mai multe), am folosit teste parametrice (testul
t-Student sau ANOVA) pentru datele distribuite normal si teste non-parametrice (Mann-
Whitney sau Kruskal-Wallis) pentru datele distribuit non-normal. Pentru a verifica daca doua
variabile de tip cantitativ, din studiu, se coreleaza si in ce masurd, am calculat coeficientul

Spearman.

7. Evaluarea nivelurilor serice de endocan

7.1.Introducere. Ipoteza de lucru

Disfunctia endoteliald la nivelul microvascularizatiei pulmonare induce imunotromboza
cu status procoagulant si formarea de microtrombi [13]. Prezenta si gradul disfunctiei

endoteliale se reflecta prin niveluri serice crescute de endocan.
Obiectivele studiului au fost:

e Determinarea nivelurilor serice de endocan la pacienti cu infectie SARS-CoV 2
comparativ cu subiecti sdnatosi

e Evaluarea nivelurilor serice de endocan in functie de gradul de severitate al infectiei

e Corelarea nivelurilor serice de endocan cu biomarkeri de inflamatie si de coagulare

e Interpretarea nivelurilor serice de endocan in raport cu rezultatele imagistice

e Analiza nivelurilor serice de endocan 1n functie de tratamentul administrat

e Analiza nivelurilor serice de endocan 1n prezenta comorbiditatilor

e Analiza nivelurilor de endocan in functie de statusul vaccinarii
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7.2.Materiale si metode
Studiul a inclus 56 de pacienti internati consecutiv la Institutul National de Boli

Infectioase ,,Prof. Dr. Matei Bals” in perioada 1 septembrie 2022 — 31 ianuarie 2023. Grupul

de control a fost format din 31 de membri ai personalului medical sanatos, fara comorbiditati.

7.2.2 Determinarea endocan
Nivelurile de Endocan Uman/ESMI1 au fost analizate cu ajutorul kitului ELISA, in

concordantd cu instructiunile producatorului kitului.

7.3. Rezultate
7.3.1.Evaluarea comparativa a nivelurilor serice de endocan la pacienti COVID-19

vs. subiecti sinatosi si in functie de severitatea infectiei SARS-CoV-2

In grupul de studiu, nivelurile de endocan variazi intre 10.87 pg/ml si 154.95 pg/ml.
Existd o diferenta semnificativa statistic intre nivelurile serice de endocan determinate la
pacientii din grupul de studiu si cele din grupul de control. Nivelul mediu in grupul

pacientilor a fost 77.21 pg/mL, iar In grupul de control, 33.09 pg/mL .

Punctul de cut-off optim pentru COVID-19- control este 47.51pg/ml. Proteina C

reactiva si fosfataza alcalina au efecte pozitive si semnificative statistic asupra endocanului.

Pentru intreg grupul de pacienti COVID-19 am observat o corelatie pozitiva
semnificativa intre endocan si fosfataza alcalind (r=0.318 p=0.023) si poate indica o relatie
endocan- fosfataza alcalina in context inflamator, de disfunctie endoteliala si leziune tisulara.

Nivelul de endocan nu este influentat de severitatea bolii. Analiza nivelurilor serice de
endocan determinate in cazul celor trei subgrupuri nu indica diferente semnificative statistic.

7.3.2. Evaluarea nivelurilor serice de endocan la pacientii cu diverse comorbiditati

Nivelurile serice de endocan nu difera semnificativ statistic Intre pacientii cu sau fara
comorbiditati (boli cardiovasculare, obezitate, diabet). Pentru pacientii fara diabet se
inregistreaza corelatii endocan- fosfataza alcalina (r=0.384, p=0.011), in timp ce la pacientii cu
diabet, nivelul de endocan se coreleazd pozitiv cu feritina (r=0.900, p=0.037). Asocierea
pozitivd cu nivelul de endocan poate indica impactul inflamatiei (feritinei) asupra functiei

endoteliale.
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7.3.3.Evaluarea nivelurilor serice de endocan in functie de tratamentul administrat

Evaluarea nivelurilor de endocan in functie de tratamentul administrat cu valori
semnificativ crescute In grupul pacientilor care au avut nevoie de combinatie remdesivir+
dexametazona. In cazul pacientilor cu remdesivir+ dexametazoni+ oxigen, nivelul de endocan
a fost semnificativ scdzut fatd de subgrupul caruia in care tratamentul administrat a fost doar
remdesivir+ dexametazona si poate sugera influenta oxigenoterapiei asupra disfunctiei
endoteliale si a inflamatiei de la nivel pulmonar. Valoarea optima de cuf-off pentru a diferentia

cel mai bine Intre pacientii "cu dexametazona" si cei "fard dexametazona" este 112.27pg/ml.

7.3.4.Evaluarea nivelurilor serice de endocan in functie de rezultatul evaluirilor

imagistice

In functie de interpretarea rezultatelor examenelor imagistice, pacientii au fost clasificati
in urmatoarele 4 subgrupuri: fard modificari imagistice, pneumonie cu focare pneumonice
izolate, pneumonie cu focare izolate, fara infiltrate pleurale, pneumonie cu focare izolate si
infiltrate si pneumonie extinsa cu infiltrate. Nivelul plasmatic al endocanului nu diferd intre

cele 4 subgrupuri.

7.3.5.Evaluarea nivelurilor serice de endocan in functie de statusul vaccinarii
Valoarea endocanului este semnificativ mai mare in subgrupul nevaccinatilor (p=0.024).

7.4. Discutii
In studiul nostru, nivelurile serice de endocan ale pacientilor cu COVID-19 au fost

semnificativ mai mari (p<0.001) decat cele ale subiectilor din grupul de control. Conform
analizei ROC un potential punct de cut-off COVID-19-control este in jurul valorii de 47.19
pg/ml.

In studiul nostru nu s-a observat o corelatie intre nivelul de endocan seric si gradul de
severitate al bolii (p=0.117). Chenevier-Gobeaux et al. (2022) au raportat cresteri
semnificative ale endocanului o datd cu agravarea bolii, in timp ce Guzel et al. nu au putut

indica diferente statistice [3], [14].

In grupul cu focare extinse si infiltrate, corelatia D dimeri- endocan poate sugera

legdtura endocan si riscul de fenomene microvasculare si/sau trombotice. Studiul lui
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Chenevier-Gobeuax evidentiaza rolul endocanului in tromboinflamatie si il indica drept un

potential biomarker al evenimentelor trombotice [14].

Noutatea studiului este conferitd de analiza comparativd a nivelurilor de endocan intre
pacientii vaccinati si cel nevaccinati.

7.5. Concluzii partiale

In concluzie, pacientiit COVID-19 prezintd niveluri ale endocanului semnificativ mai
mari decdt subiectii sandtosi, din grupul de control. Valoarea de cut-off optima pentru
diferentierea dintre pacientii cu COVID-19 si grupul control este 47.51 pg/ml. PCR si
fosfataza alcalind influenteazd semnificativ nivelurile serice de endocan. Concentratia
plasmatica a endocanului nu difera in functie de gradul de severitate al bolii si nici de prezenta
comorbiditatilor. Statistica evidentiazd o diferentd semnificativd a valorilor endocanului in
functie de statusul vaccinal, cu niveluri mai mici la subiectii vaccinati. Aceste rezultate

sugereaza un posibil efect protector al vaccinarii asupra functiei endoteliale.

8. Profilul inflamator, al coagularii si al afectarii tisulare la pacientii

infectati cu SARS-CoV-2

8.1.Introducere

Fiziopatologia COVID-19 se caracterizeaza prin inflamatie sistemica si hiperactivare a
sistemului imun, iar evaluarea markerilor inflamatori si de coagulare in vederea stratificarii

riscului pacientilor si directionarea conduitei terapeutice este esentiala.

Investigarea markerilor cailor imune-inflamatorii (PCR, IL-6, feritina), de coagulare
(fibrinogen, D dimeri), dar si nespecifici (afectare celulara- LDH, fosfataza alcalind) este
utilizatd in evaluarea patologiilor inflamatorii, dar si 1n evaluarea clinica si managementul

terapeutic din bolile infectioase virale sau bacteriene.
Obiectivele studiului au fost:
e (Compararea nivelurilor serice ale markerilor inflamatori (PCR, fibrinogen, feritina) la
pacientii COVID-19 si cei cu infectii non-COVID-19

e [Evaluarea markerilor de inflamatie, afectare tisulara si de coagulare in functie de

gradul de severitate al infectiei COVID-19
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e Analiza rezultatelor imagistice, a tratamentului si a statusului vaccinarii in raport cu
markerii de inflamatie, afectare tisulara si de coagulare
e Analiza markerilor de inflamatie, afectare tisulara si de coagulare la pacientii COVID-
19 cu comorbiditati
8.2.Materiale si metode

8.2.1. Design-ul studiului

Studiul a inclus 87 pacienti admisi in Institutul National de Boli Infectioase
“Prof.Dr.Matei Bals”, intre 1 septembrie 2022 si 31 ianuarie 2023. Grupul de studiu a fost
divizat in 2 subgrupuri: subgrupul COVID-19 ( 56 de pacienti cu un test RT-PCR pozitiv) si

subgrupul non-COVID-19 (31 de pacienti cu alte infectii respiratorii virale).
8.3. Rezultate

8.3.1. Compararea nivelurilor serice ale markerilor inflamatori si de afectare

tisulara la pacientii COVID-19 si non-COVID-19

Analizele comparative ale profilelor inflamatorii si de afectare tisulard, ale pacientilor
din cele doud grupuri, nu indicd niveluri serice diferite Intre markerii inflamatori. Se poate
remarca ca in cazul celor cu infectie SARS-COV2 nivelurile serice ale feritinei sunt

semnificativ mai mari decat la cei cu alte tipuri de infectii virale (p=0.011).

8.3.2.Evaluarea markerilor de inflamatie, ai afectirii tisulare si de coagulare in

functie de gradul de severitate al infectiei COVID-19

Evaluarea markerilor inflamatori indicd niveluri semnificativ mai mari de PCR,
fibrinogen si IL-6 1n grupul cu forma severa comparativ cu cel cu forma moderatd sau usoara
(p =0.004; p=0.021; p=0.012). Concentratiile serice de PCR, IL-6, LDH si fibrinogen se
coreleazi cu severitatea bolii. In ceea ce priveste statusul trombotic, nivelul D dimerilor a fost

semnificativ crescut la pacientii cu forme severe (p=0.046).

8.3.3 Analiza nivelurilor markerilor inflamatori, de coagulare si de leziune tisulara

in raport cu rezultatele imagistice la pacientii COVID-19

Markerii clasici (PCR si fibrinogen) se coreleaza cu gradul de afectare pulmonara

(p<0.001; p=0.005), in timp ce markerii moderni (IL- 6) au niveluri semnificative statistic mai
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mari in cazul pacientilor cu focare extinse si pleurezie, comparativ cu cei cu focare izolate,

fara pleurezie (p=0.01).

8.3.4 Analiza nivelurilor markerilor inflamatori, de coagulare si de afectare tisulara

in raport cu conduita terapeutica si statusul vaccinérii la pacientii COVID-19

In grupurile care au primit remdesivir, asocierea cu dexametazona si oxigen se coreleaza
cu niveluri seminificativ crescute ale PCR si fibrinogen (p< 0.05; p=0.004), in timp ce
asocierea doar cu dexametazond se coreleaza cu niveluri crescute ale fibrinogenului (p=0.01).
Analiza statusului inflamator 1n functie de statusul imunizarii prin vaccinare nu indica

diferente semnificative intre pacientii vaccinati si cei nevaccinati.

8.3.5 Analiza markerilor inflamatori, de coagulare si afectare tisulara la pacientii

COVID-19 cu comorbiditati

Statusul inflamator al pacientilor cu boli cardiovasculare indica valori semnificativ
crescute ale PCR, fibrinogen, LDH si fosfatazi alcalini. In cazul pacientilor COVID-19
diabetici, analiza markerilor inflamatori indica niveluri serice semnificativ statistic mai mari

decat la pacientii fara diabet, doar pentru feritinad (p=0.017).

8.4. Discutii

Intensitatea corelatiilor pozitive intre markerii inflamatori la pacientii infectati cu SARS-
CoV-2 evidentiazd o activare imunoinflamatorie amplificatd, cu trasaturi potential distinctive
fatd de alte infectii respiratorii. Nivelurile PCR se coreleaza semnificativ cu severitatea bolii,
prezenta patologiilor cardiovasculare, necesitatea oxigenoterapiei si gradul de afectare
pulmonara. in grupul analizat, nivelul de fibrinogen a fost semnificativ mai mare in cazurile

severe decat in cele moderate si usoare.

IL-6 este sensibil atat la extinderea focarelor, cat si la prezenta pleureziei, avand valori
semnificativ mai mari la pacientii cu afectare pulmonara extinsa asociata cu pleurezie. Analiza
in raport cu tratamentul administrat, nivelurile crescute de IL- 6 se asociaza cu necesar de

administrare a oxigenoterapiei.

Hipereferitinemia este prevalenta la pacientii COVID-19 diabetici si poate fi considerat

un biomarker util in screening-ul pacientilor diabetici [15].

16



Exista diferente semnificative intre nivelurile de LDH ale cazurilor usoare si severe. In
cazurile severe din grupul analizat, corelatiile pozitive intre LDH si IL-6, leucocite si
fibrinogen sugereazd o interdependenta intre afectarea tisulard (LDH), raspunsul inflamator

sistemic (IL- 6, fibrinogen) si mobilizarea celulara (leucocitoza).

Din analiza datelor se poate observa ca nivelurile crescute ale D dimerilor se asociaza cu

formele severe.

Severitatea modificarilor imagistice s-a corelat cu cresteri semnificative ale nivelurilor
de PCR, fibrinogen, fosfatazd alcalind, IL-6 si D-dimeri, aceasta relatie sugereaza
interconectarea Intre procesul inflamator sistemic, activarea coagularii si extinderea afectarii

pulmonare.
8.5. Concluzii partiale

Parametrii analizati, PCR, fibrinogen, IL-6 si D dimeri se asociazd cu gradul de
severitate al infectiei, afectarea pulmonara si necesitatea administrdrii oxigenoterapiei, avand
astfel valoare de diagnostic si prognostic. Feritina a fost singurul marker inflamator asociat
atat cu diagnosticul de COVID-19, diferentiindu-1 de alte infectii respiratorii virale, cat si cu
prezenta diabetului zaharat de tip 2, sugerand un posibil rol in identificarea pacientilor cu

comorbiditati care pot influenta severitatea raspunsului inflamator

9.Vitamina D in context clinic si paraclinic in COVID-19
9.1.Introducere
Studii anterioare au indicat deficienta de vitamina D drept factor de risc in dezvoltarea

inflamatiei asociatd cu un risc crescut de infectie [16], [17].
Obiectivele studiului au fost:

e Determinarea nivelurilor serice de vitamina D la pacientii COVID-19, infectii non-
COVID-19 si grup de control (subiecti clinic sdnatosi)

e Analiza relatiei nivelurilor serice de vitamina D cu parametrii clinici si paraclinici la
pacientii COVID-19 si non-COVID-19

e Evaluarea nivelurilor serice de vitamina D in functie de gradul de severitate al infectiei

COVID-19
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e Analiza rezultatelor imagistice, a tratamentului si a statusului vaccinarii, in raport cu
nivelurile de vitamina D, la pacientii COVID-19
e Analiza nivelurilor serice de vitamina D in prezenta comorbiditétilor, la pacientii

COVID-19

9.2.Materiale si metode

9.2.1 Design-ul studiului
Studiul a inclus 78 pacienti (52 de pacienti cu un teste RT-PCR pozitiv si 26 de pacienti
cu alte infectii respiratorii virale) internati in Institutul National de Boli Infectioase

“Prof.Dr.Matei Bals”, intre 1 septembrie 2022 si 31 ianuarie 2023 si 34 subiecti in grupul de

control.

9.2.2 Determinarea 25(OH) D3

Analizele au fost efectuate cu un sistem de cromatografie de lichide cuplatd cu
spectrometrie de masa compus dintr-o pompa Eksigent MicroLC 200Plus (Eksigent
Technologies, un autosampler CTC PAL (Zwingen, Elvetia) model QTRAP 5500 (AB Sxiex,
Toronto, Canada). Pentru achizitia de date a fost utilizat programul informatic Analyst 1.6.3.
(Sciex). Separarea cromatografica s-a facut pe o coloanda Halo PFP 0,5X50mm (Eksigent),

termostatata la 35°C.

9.3. Rezultate

9.3.1. Determinarea nivelurilor serice de vitamina D la pacientii COVID-19, non-
COVID-19 si subiectii din grupul de control

Nivelurile de vitamina D nu difera semnificativ intre cele 3 grupuri (p=0.852)

9.3.3 Analiza relatiei nivelurilor serice de vitamina D cu parametrii clinici si

paraclinici la pacientii COVID-19 si non-COVID-19

Pacientii din fiecare grup (COVID-19/non-COVID-19) au fost Tmpartiti in céte trei
subgrupuri, in functie de nivelurile de vitamina D: deficienta de vitamina D (<20 ng/ml),

insuficienta (20-30ng/ml) si nivel suficient de vitamina D (>30 ng/ml).

in subgrupul pacientilor cu deficientd de vitamina D, feritina s-a corelat pozitiv cu

endocan (r=0.607, p=0.048) si cu raportul neutrofile/limfocite (NLR) (r=0.692, p=0.018).
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In subgrupul cu insuficientd de vitamina D, nivelul vitaminei D s-a corelat negativ cu

endocan (r=-0.611, p=0.009).

La pacientii non-COVID-19, biomarkerii inflamatiei (PCR si fibrinogen) au fost
semnificativ mai crescuti in subgrupul cu deficientd de vitamina D comparativ cu subgrupurile
cu insuficientd sau suficientd de vitamina D (p=0.005; p=0.036). Pacientii non-COVID-19 cu
insuficienta de vitamina D au prezentat un raport neutrofile/limfocite (NLR) semnificativ mai

mare decét cei cu deficienta sau suficientd de vitamina D (p=0.012).

A fost observatd o diferentd statistic semnificativd a raportului neutrofile/limfocite
(NLR) la pacientii cu COVID-19 cu deficienta de vitamina D, comparativ cu cei non-COVID-
19 (p=0.05). Compararea intre pacientii cu COVID-19 si non-COVID-19 avand insuficienta
de vitamina D a indicat niveluri semnificativ mai ridicate de LDH (p=0.044), PCR (p<0.001),
fibrinogen (p=0.018) si raport neutrofile/limfocite (p=0.04) la pacientii non-COVID-19.

9.3.2 Evaluarea nivelurilor serice de vitamina D in functie de gradul de severitate al

infectiei COVID-19
Distributia pacientilor in functie de severitatea COVID-19 nu a indicat diferente

semnificative statistic ale nivelurilor serice de 25(OH) D3 (p=0.991).

9.3.4. Analiza rezultatelor imagistice, tratamentului si statusului vaccinirii in
raport cu nivelurile de vitamina D

Analizele rezultatelor investigatiilor imagistice indica o frecventa mai mare a deficientei
de vitamina D pentru cazurile cu modificari pulmonare la examenul radiologic sau CT, dar nu
existd o asociere statistica intre valorile de vitamina D si complexitatea tratamentului
(p=0.496).

Relatia vitamina D- statusul vaccindrii nu indica diferente semnificative statistic
(p=0.092).

9.3.5 Analiza nivelurilor serice de vitamina D in prezenta comorbiditatilor

Analiza statusului vitaminei D, la pacientii COVID-19 cu diferite comorbiditati, nu
indica diferente semnificative intre pacientii cu sau fara boli cardiovasculare, dislipidemie sau
obezitate. Diferente semnificative statistic au fost observate in grupul COVID-19, intre

pacientii cu sau fard diabet si cei cu/ fard boala renala cronica.
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Pacientii diabetici si cei cu boald renald cronicd cu COVID-19 au niveluri serice ale
25(0OH) D3 semnificativ mai scazute comparativ cu pacientii fara aceste patologii (p=0.003;
p=0.028). La pacientii cu BRC exista o corelatie pozitivd endocan- vitamina D (r=0.857;
p=0.024).

9.4. Discutii
Rezultatele studiului indica faptul c@ pacientii cu COVID-19/ alte infectii virale au o

prevalentd crescutd a deficientei/insuficientei de vitamina D (<30ng/ml), dar nu se poate
concluziona ca existd o asociere specificd intre deficienta/insuficienta de 25(OH) D si o
vulnerabilitate mai mare pentru infectia COVID-19.

La pacientii COVID-19 cu deficit de vitamina D, corelatia pozitivd semnificativd intre
nivelul de endocan si concentratia sericd de feritind poate indica un impact al feritinei asupra
functiei endoteliale, in contextul deficientei de vitamina D. Feritina influenteazd semnificativ
nivelul de endocan la pacientii cu deficit de vitamina D si COVID-19, astfel inflamatia
sistemicd poate contribui la disfunctia endoteliald, in contextul deficitului de vitamina D.
Lipsa acestor rezultate in cazurile cu concentratii suficiente de 25(OH)D sugereaza ca

vitamina D poate avea un rol de modulator.

In cazul pacientilor COVID-19 cu insuficientd de vitamina D, nivelurile de 25(OH)D se
coreleaza negativ cu endocan si poate indica faptul ca statusul vitaminei D poate influenta
functia endoteliala. Aceastd observatie sustine ideea ca vitamina D poate influenta inflamatia
si procesul de reglare a disfunctiei endoteliale la pacientii cu COVID-19 si niveluri serice de
vitamina D cu valori intre 20-30ng/ml. Studiul nostru este primul in care este evaluata relatia

dintre nivelurile serice de vitamina D- endocan in cazul pacientilor COVID-19.

Corelatia negativa dintre vitamina D si NLR, in formele usoare, poate indica asocierea
nivelurilor scazute de vitamina D cu afectarea rdspunsului imun si a proceselor inflamatorii.
Legatura fiziopatologica si de mecanism dintre diabet si infectia COVID-19 se manifesta

in prezenta deficientei de vitamina D.
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9.5 Concluzii partiale

Concentratiile plasmatice de vitamina D nu diferd semnificativ statistic intre pacientii
COVID-19, non-COVID-19 si subiectii sandtosi. Severitatea infectiei COVID-19 nu s-a
corelat cu statusul vitaminei D.

Deficienta de vitamina D poate reprezenta un factor de risc in dezvoltarea inflamatiei si
a disfunctiei endoteliale si poate fi asociatd cu un risc crescut de infectie, mai ales n cazul

pacientilor cu comorbiditati, in special in cazurile cu diabet zaharat si boala renala cronica.

10. EVALUAREA CAPACITATII ANTIOXIDANTE

10.1.Introducere

Capacitatea antioxidantd este un indicator al protectiei Impotriva stresului oxidativ.
Reducerea mecanismelor antioxidante de aparare contribuie la patogeneza infectiei SARS-
CoV-2, iar determinarea capacitdtii antioxidante totale este o0 metoda indirecta de evaluare a

gradului de stres oxidativ [19].

Scopul studiului prezentat in acest capitol a fost evaluarea capacitatii antioxidante la
pacientii COVID-19, divizati in subgrupuri in functie de severitatea patologiei, modificarile

imagistice, prezenta comorbiditatilor, statusul vaccinal si nivelul de vitamina D.
Obiectivele studiulului au fost:

e Evaluarea capacitdtii totale antioxidante comparativ la pacientii COVID-19 si
subiectii din grupul de control

e Analiza capacitdtii totale antioxidante in functie de gradul de severitate al
infectiei

e Evaluarea capacitatii antioxidante in corelatie cu rezultatele investigatiilor
imagistice, prezenta comorbiditatilor si statusul vaccinal

e Analiza capacititii antioxidante In functie de statusul vitaminei D.
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10.2. Materiale si metode
10.2.1 Design-ul studiului

Studiul a inclus 56 pacienti COVID-9 admisi in Institutul National de Boli Infectioase

“Prof.Dr.Matei Bals” si 20 subiecti sdnatosi in grupul de control.
10.2.2. Determinarea capacitatii antioxidante

Pentru determinarea capacitatii antioxidante (CAQ) a probelor de ser (CAOs)

am utilizat o metoda bazata pe acidul 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic) (ABTS).

Capacitatea antioxidantd se exprimd ca procent de inhibitie (%DDO) a ABTS™, prin

DOmartor—D proba

utilizarea urmatoarei formule: %DDO= x 100 (DO martor = Absorbanta

DO martor

solutiei ABTS'-; DO proba = Absorbanta solutiei ABTS"- dupa adaugarea probei)
10.3. Rezultate

10.3.1.Evaluarea capacitatii antioxidante la grup COVID-19 in raport cu grupul de

control

Studiul a inclus 56 pacienti, reprezentand grupul COVID-19 si 20 subiecti sdndtosi,

grupul de control.

Analizele comparative ale capacitatilor antioxidante, exprimate ca procente de inhibitie
ale radicalului liber (%DDO) din cele doud grupuri indica o valoare semnificativ statistic mai

mare in grupul de control comparativ cu pacientii COVID-19 (p=0.020).

In grupul COVID-19, dintre corelatiile observate, notabile au foste cele negative, dintre
capacitatea antioxidantd (%DDO) si endocan (r=-0.473, p<0.001) si cele pozitive, cu nivelul
de neutrofile (r=0.345, p=0.009) si nivelul PAI1 (r=0.613, p=0.01). Aceste corelatii indica o

relatie intre statusul antioxidant, sistemul imun si disfunctia endoteliala.

10.3.2. Evaluarea capacititii antioxidante la pacientii COVID-19, in functie de

severitatea bolii

In cadrul grupului COVID-19, analizele comparative ale capacitatilor antioxidante in
functie de gradul de severitate al bolii (usoara, moderata, severd) indicd niveluri semnificativ
crescute, initial, dupa incubarea cu sursa de radicali liberi, Tn subgrupul cu forma severa
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(p=0.015). In cazul pacientilor cu forma usoara, capacitatea antioxidanti se coreleazi negativ
cu nivelul de endocan (r= -0.608, p=0.016). in formele medii, existd o corelatie negativa intre
capacitatea antioxidanta si feritind (r=-0.733, p=0.021) si endocan (r=-0.411, p=0.046).
Analiza acestor corelatii indicd a asociere a capacitatii antioxidante cu inflamatia si disfunctia

endoteliala, evidenta in cazurile usoare si moderate.

10.3.3. Evaluarea capacitatii antioxidante in functie de rezultatul evaluarilor

imagistice, statusul vaccinal si prezenta comorbiditatilor

Evaluarea capacitatii antioxidante in raport cu absenta/ prezenta unui grad de afectare
pulmonara relevate prin examenele imagistice nu indicd diferente semnificative statistic
(p=0.313). Pentru pacientii cu focare izolate si pleurezie, capacitatea antioxidanta are corelatii
pozitive cu nivelul de leucocite (r=0.786, p=0.028) si negativdi cu endocan (r=-0.786,
p=0.048). La pacientii cu focare extinse si infiltrate pleurale, se mentine corelatia negativa

dintre capacitatea antioxidantd si endocan (r=-0.685, p=0.035).

Pe masurad ce gradul de afectare pulmonara creste, capacitatea antioxidantd nu se mai
coreleazd cu markeri de inflamatie sau indicatori ai statusului imun (PAIl, limfocite,
neutrofile), dar se manifestd o asociere negativa cu markerii de disfunctie endoteliala

(endocan).

Analiza capacitdtii antioxidante in functie de statusul imunizdrii nu indica diferente

semnificativ statistice Intre pacientii vaccinati si cei nevaccinati (p=0.593).

In ceea ce priveste prezenta/ absenta comorbiditatilor, capacitatea antioxidantd nu difera

semnificativ intre pacientii COVID-19 cu comorbiditati si cei fara comorbiditati (p=0.785).
10.3.4. Analiza capacititii antioxidante in functie de statusul vitaminei D

Pacientii COVID-19 au fost clasificati in functie de nivelul seric al vitaminei D:
deficient (< 20 ng/ml), insuficient (20-30 ng/ml) si suficient (> 30 ng/ml). Se constatd ca
pacientii cu deficientd de vitamina D au un status antioxidant semnificativ crescut comparativ

cu cei cu nivel suficient (p=0.022) (tabel 10.6).
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10.4. Discutii

In prima etapa a studiului nostru, un nivel scizut al capacitatii antioxidante la pacientii
COVID-19, comparativ cu subiectii sandtosi poate fi cauzat de persistenta stresului oxidativ
indus de infectia virald [20]. Capacitatea antioxidantd se coreleazd negativ cu nivelul de
endocan la pacientii COVID-19 si indicd o asociere intre un nivel scazut al apararii

antioxidante si riscul disfunctiei endoteliale si inflamatiei.

In subgrupul cu forma severd, capacitatea antioxidantd este semnificativ mai mare
comparativ cu cea in cazul formelor moderate si usoare. Capacitatea antioxidanta mai mare in
formele severe poate reflecta rezultatul asocierii unui raspuns compensatoriu la un stres

oxidativ extrem cu tratamentele administrate precoce.

In cazurile usoare si moderate, se evidentiaza o corelatie Intre capacitatea antioxidanta si
statusul inflamator si disfunctia endoteliala, dar care nu se mentine in cazurile severe.
Mecanisme imune de reglare pot contribui, in formele usoare si moderate, la o relatie dinamica

si interdependenta Intre statusul antioxidant, inflamatie si afectare endoteliala.

Analiza capacitatii antioxidante la pacientit COVID-19 clasificati in functie de gradul de

afectare pulmonara nu indica diferente semnificative statistic.

Evaluarea statusului antioxidant in functie de nivelul vitaminei D la pacientii COVID-19 nu

indica o asociere intre capacitatea antioxidanta si concentratia plasmatica a 25 (OH) D.
10.5.Concluzii partiale

Rezultatele acestui studiu indicd o capacitate antioxidantd semnificativ scazuta a
pacientilor COVID-19 comparativ cu subiectii sdnatosi. Capacitatea antioxidantd nu diferd
semnificativ In functie de gradul de afectare pulmonara, prezenta comorbiditatilor sau statusul
vaccinal. La pacientii cu forme severe sau cu deficientd de vitamina D, capacitatea
antioxidantd este semnificativ mai mare comparativ cu celelalte subgrupuri si poate fi
explicatd, fie prin activarea unor mecanisme antioxidante compensatorii si/ sau utilizarea de

medicamente cu proprietdti antioxidante.

Un aspect important al analizei din acest studiu 1l reprezintad corelatia negativa dintre

capacitatea antioxidantd si endocan la pacientii cu forme usoare si moderate, la cei cu afectare
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pulmonara extinsd, la cei nevaccinati si la cei cu comorbiditdti. In aceste subgrupuri, se

manifestd o relatie complexa reciproca intre stresul oxidativ si disfunctia endoteliala.
11. Evaluarea MR-proADM

11.1.Introducere

Un numar redus de studii au abordat analiza MR-proadrenomedulinei (mid-regional pro-
adrenomedulin, MR-pro ADM), hormon asociat cu disfunctia endoteliald si organicd la

pacientii cu sepsis si infectii respiratorii.

Studiul descris in acest capitol a avut drept scop determinarea nivelurilor serice de MR-
proADM la pacientii cu COVID-19 si analiza capacititii de biomarker de diagnostic si/sau
prognostic. Astfel, am determinat prin metoda ELISA nivelurile serice de MR-proADM atét la

pacientii COVID-19, cat si la subiecti sanatosi.
Obiectivele studiului au fost:

e Analiza comparativd a nivelurilor serice de MR-proADM la pacienti cu infectie
SARS-CoV 2 si subiecti sdndtosi

e Evaluarea nivelurilor serice de MR-proADM 1n functie de gradul de severitate al
infectiei SARS-CoV-2

e Analiza nivelurilor serice de MR-proADM 1in raport cu rezultatele imagistice
si tratamentul administrat

e Analiza nivelurilor serice de MR-proADM in prezenta comorbiditatilor

11.2.Materiale si metode
11.2.1 Design-ul studiului

Studiul a inclus 56 pacienti COVID-19 admisi in Institutul National de Boli Infectioase
“Prof.Dr.Matei Bals”, intre 1 septembrie 2022 si 31 ianuarie 2023 si 23 subiecti in grupul de

control.
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11.2.2 Determinarea MR- proADM

Dupa decongelare, probele de ser recoltate de la pacienti COVID-19 si subiecti sanatosi
au fost vortexate, iar nivelurile de MR-proADM au fost analizate cu ajutorul kitului ELISA,
in concordanta cu instructiunile producatorului kitului, rezultatele au fost exprimate in pg/mL.
Calculele au fost realizate utilizdind un program computerizat de ajustare a curbelor

(SPARK10M V4.0.22) si determinate prin analizd de regresie (Tecan, Infinite M200 Pro).
11.3.Rezultate

11.3.1. Analiza comparativa a nivelurilor serice de MR-proADM la pacienti cu
infectie SARS-CoV 2 si subiecti sanatosi

In grupul de studiu, nivelurile de MR-pro ADM au variat intre 27.75 pg/ml si 347.8
pg/ml. Analiza statisticd indica existenta unei o diferente semnificative intre nivelurile serice
de MR-proADM determinate la pacientii din grupul de studiu si cele din grupul de control

(p<0.01)

11.3.2.Evaluarea nivelurilor serice de MR-proADM in functie de gradul de

severitate al infectiei SARS-CoV-2

Analiza nivelurilor serice de MR- proADM determinate in cazul celor trei subgrupuri
indica diferente semnificative statistic (p<0.01), iar nivelul de MR- proADM se coreleaza cu
severitatea bolii. Pacientii incadrati in subgrupul cu forma severd au avut niveluri ale MR-

proADM semificativ mai mari decat cei cu forme usoare sau moderate (p<0.01; p<0.01).

11.3.3. Analiza nivelurilor serice de MR-proadrenomedulind in raport cu

rezultatele i magistice si tratamentul administrat

Analiza comparativd a nivelurilor serice de MR-proADM releva diferente semnificativ
statistice intre cele 4 subgrupuri, iar concentratiile serice de MR-pro ADM se coreleazd cu
gradul de afectare pulmonard (p<0.001). In cazul pacientilor cu focare extinse si pleurezie,
nivelurile serice ale noului marker sunt semnificativ mai mari decat la cei farda modificari
imagistice (p=0.0180) si cei cu focare izolate (p=0.020). Datele observate pot sugera o relatie

intre MR-pro-ADM si reactia pleurala pe baza unei permeabilitati crescute.

26



Analizele efectuate in functie de tratamentul administrat (antiviral per os, antiviral
injectabil, antiviral injectabil+ dexametazona, antiviral injectabil+ dexametazond+ oxigen)
releva o diferentda semnificativa statistica Intre subgrupuri (p<0.01). Asocierea oxigenoterapiei
la tratamentul antiviral se coreleaza cu niveluri de MR-proADM semnificativ mai mari fatd de
utilizarea antiviralului per os (p<0.01), antiviralului injectabil (p=0.020) sau a combinatiei
antiviral injectabil cu corticoterapie (p=0.011). Rezultatele pot indica o disfunctie endoteliala

accentuata in conditii de hipoxemie.

11.3.4.Analiza nivelurilor serice de MR-proADM in prezenta comorbiditatilor
Analiza nivelurilor de MR-proADM nu indica diferente semnificative statistic intre

pacientii cu comorbiditati si cei fard comorbiditati (p=0.186)
11.4. Discutii

Diferentele semnificative dintre pacientii COVID-19, comparativ cu subiectii sdndtosi

indica proprietatea de marker de diagnostic a MR-pro ADM.

Analiza privind asocierea nivelurilor de MR-proADM cu gradul de severitate COVID-
19 indica diferente semnificative intre pacientii cu forme severe si cei cu forme moderate,
respectiv, forme usoare. Rezultatele obtinute corespund cu date din literatura, studii recente
(Atallah et al (2022), Astapovskii et al(2022)) demonstreaza valoarea de prognostic a MR-pro
ADM, cu performante mai bune decat alti markeri utilizati (PCR, feritina, LDH)[22].

In etapa urmitoare am analizat nivelurile de MD-pro ADM in raport cu severitatea
rezultatelor imagistice si am observat o asociere semnificativa intre nivelul MR-proADM si

gradul de afectare pulmonara.

Concentratiile crescute de MR-proADM s-au corelat cu existenta infiltratelor pleurale,
dar nu si cu extensia focarelor pneumonice. Infiltratele pleurale manifestate prin exsudat sau
ingrosari pleurale se asociazd cu inflamatie sistemicd si hipoxie, cu cresterea permeabilitatii
vasculare si activarea celulelor endoteliale si secretie crescutd de MR-proADM. Astfel se

explica relatia dintre reactia inflamatorie pleurala si rolul MR- proADM.

Analiza nivelurilor de MR-pro ADM in functie de tratamentul administrat, evidentiaza

diferente semnificative Intre subgrupuri si se observa o relatie intre cresterea concentratiilor de
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MR-proADM si utilizarea oxigenoterapiei, asociate medicatiei etiologice si antiinflamatorii

[5].
11.5. Concluzii

MR-proADM este marker cu valoare de prognostic, iar determinarea nivelurilor de MR-
pro ADM poate contribui la stratificarea pacientilor in functie de gradul de severitate si
afectare pulmonara, dar si in initierea precoce a terapiilor adecvate. Corelatia negativd dintre
endocan si MR-proADM observata la pacientii cu COVID-19 care prezinta focare
pneumonice izolate si pleurezie sugereaza o relatie disociatd intre inflamatia endoteliald

locala si raspunsul vascular sistemic

11.Concluzii si contributii personale

In cadrul studiilor derulate in perioada doctoratului, au fost indeplinite obiectivele
propuse initial. Astfel, am determinat concentratiile plasmatice a doud molecule implicate n
disfunctia endoteliala (endocan si MR-proadrenomedulind) si am analizat modul in care se
coreleaza cu diverse caracteristici ale pacientilor COVID-19. De asemenea, am evaluat tabloul
inflamator si al coaguldrii, prin analiza unor markeri clasici (PCR, fibrinogen, D dimeri) si
moderni (IL-6, feritina). Pentru evaluarea statusului sistemului imunitar si oxidativ, am
determinat concentratiile serice de vitamina D si capacitatea antioxidanta totala.

Astfel, scopul studiului prezentat in cadrul in capitolul 7 a fost determinarea nivelurilor
serice de endocan la pacientii COVID-19, evaluarea comparativa cu subiectii sandtosi, dar si
analiza in raport cu gradul de severitate, afectarea pulmonara, tipul de tratament administrat,
statusul imunizarii prin vaccinare si prezenta comorbiditatilor.

Capacitatea discriminativa ridicatd pentru endocan in diferentierea pacientilor COVID-
19 de subiectii sandtosi a fost evidentiatd la un punct optim de cut-off stability la 47.51 pg/ml.
Dintre markerii inflamatori, proteina C reactiva si fosfataza alcalind influenteaza semnificativ
nivelul de endocan seric.

Noutatea studiului este conferitd de analiza endocanului in functie statusul imunizarii
prin vaccinare, valorile endocanului au fost semnificativ mai mari in cazul nevaccinatilor,
sugerand rolul sdu in modularea relatiei complexe dintre rdspunsul imun, inflamatie si

disfunctie endoteliala.
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Aceste observatii indica faptul ca endocanul ar putea fi marker de diagnostic dar
nu si prognostic. Corelatia endocan cu markeri de inflamatie (feritina) dependent de
statusul metabolic (diabet), cu cei ai afectarii tisulare (fosfataza tisulara) in functie de
severitate (forme usoare) sau cu cei ai coagularii (D dimeri) raportat de gradul de
afectare pulmonara (focare extinse cu pleurezie) sugereaza rolul modulator al acestuiua
in procesele inflamtorii si trombotice. Aceste relatii reflectd interactiuni complexe intre
inflamatia sistemica, disfunctia endoteliald si riscurile de complicatii, mai ales in
contextul bolilor metabolice si al afectiarii pulmonare, cu rol in evaluarea si ghidarea
tratamentelor. Imunizarea prin vaccinare poate conferi un grad de protectie impotriva

disfunctiei endoteliale din COVID-19.

In capitolul 8 am evaluat statusul inflamator, al coagularii si al leziunilor tisulare la

pacientii COVID-19 in raport cu datele de la pacienti cu alte tipuri de infectii virale.

In urma evaludrii analizelor am observat ci nu existi diferente semnificative ale
markerilor inflamatori clasici (PCR, fibrinogen) intre pacientii COVID-19 si a celor non-
COVID-19, dar existenta unor corelatii pozitive intre acesti markeri, la pacientiit COVID-19,
sugereaza un raspuns imun amplificat, nespecific altor infectii respiratorii. Feritina a avut
niveluri semnificativ mai ridicate la pacientii cu infectie SARS-CoV-2 comparativ cu cei cu
alte tipuri de infectii virale si poate sugera COVID-19 drept un sindrom hiperferitinemic.
Markerii de inflamatie (PCR, fibrinogen, IL-6 ), cei ai coaguldrii (D dimeri) si de afectare
tisulara (LDH) se coreleaza cu severitatea COVID-19. Gradul de afectare pulmonara evaluat
imagistic se coreleazd cu nivelurile de PCR, fibrinogen, fosfataza alcalina, IL-6 si D dimeri si
ilustreazd relatia inflamatie- coagulare- afectare pulmonara. Pacientii cu comorbiditati
cardiovasculare au niveluri semnificativ crescute ale PCR, fibrinogen si LDH, si reflecta
conditiile inflamatorii ale patologiilor de fond, iar cei cu diabet manifesta hiperferitinemie.
PCR, fibrinogen, IL-6 si D dimerii au valoare de prognostic al severitatii COVID-19 si al
gradului de afectare pulmonara. Evaluarea IL-6 si PCR contribuie in ghidarea terapiei si
suplimentarea cu oxigen. Feritina este un marker de diagnostic in COVID-19, iar

hiperferitinemia este prevalenta la pacientii COVID-19 diabetici.

In cadrul capitolului 9 obiectivele studiului au fost compararea concentratiilor serice de

vitamina D intre pacientii COVID-19, pacientii cu alte tipuri de infectii virale si subiectii
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sanatosi, clasificarea pacientilor COVID-19 si non-COVID-19 in functie de nivelurile serice
de vitamina D si analiza datelor clinice si paraclinice intre subgrupurile createsi evaluarea
nivelurilor de vitamina D in raport cu severitatea, gradul de afectare pulmonara, tipul de

tratament administrat, statusul imunizarii si prezenta comorbiditatilor.

Atat pacientiit COVID-19, non-COVID-19, cat si subiectii control au un nivelul seric
insuficient de vitamina D, iar diferentele nu sunt semnificative, astfel deficienta/insuficienta

de 25(OH) D nu indcé o vulnerabilitate mai mare pentru infectia COVID-19.

Analiza comparativd Intre pacientii COVID-19 si non-COVID-19 cu acelasi status al
vitaminei D a relevat, la concentratii deficiente de vitamina D, un raport NLR semnificativ
ridicat fatd de cei non-COVID-19. In conditiile unui status deficitar/insuficient, dar nu si
suficient al vitaminei D, pacientii non-COVID-19 au prezentat niveluri semnificativ mai
crescute ale proteinei C reactive si ale fibrinogenului, comparativ cu pacientii COVID-19.
Aceste constatdri subliniaza rolul potential modulator al vitaminei D asupra raspunsului

inflamator.

La pacientii COVID-19 cu deficit de vitamina D, s-a remarcat o corelatie pozitiva
semnificativa Intre nivelul de endocan si concentratia sericd de feritind si indica un impact al

feritinei asupra functiei endoteliale, in contextual deficientei de vitamina D

In cazul pacientilor COVID-19 cu insuficientd de vitamina D, nivelurile de 25(OH)D se
coreleaza negativ cu endocan si poate indica faptul ca statusul vitaminei D poate influenta

functia endoteliala.

Statusul vitaminei D nu diferd semnificativ in functie de severitatea COVID-19, desi se
remarca o incidentd crescuta a deficientei de vitamina D la pacientii cu forme moderate si

Severe.

Diferente semnificative ale nivelurilor serice de 25(OH) D3 s-au inregistrat intre
pacientii diabetici/ non-diabetici din grupul COVID-19. Niveluri scdzute 25(OH)D pot
reprezenta un factor predispozant al relatiei bidirectionale dintre diabet-COVID-19, crescand
susceptibiliatea, prin afectarea functiei endoteliale si risc de complicatii microvasculare. Cel

mai important factor limitant al studiului nostru a fost numarul redus de pacienti cu impact

30



asupra semnificatiei statistice a rezultatelor. Din cele cunoscute de noi, sunt date reduse despre

relatia vitamina D-COVID-19/vitamina D-non-COVID-19 in populatia Romaniei.

Deficienta de vitamina D nu reprezinti un marker de diagnostic sau prognostic in
COVID-19. Variatiile concentratiilor de vitamina D moduleaza relatia imunitate-
inflamatie, dependent de etiologia infectiei. Niveluri deficiente pot facilita dezvoltarea
inflamatiei sistemice cu efect asupra functiei endoteliale, mai ales in cazurile pacientilor
cu diabet. Acest studiu este primul in care este evaluata relatia dintre nivelurile serice de

vitamina D- endocan in cazul pacientilor COVID-19.

In COVID-19, stresul oxidativ reprezintd cauza, dar si consecinti si poate induce
disfunctie endoteliala si afectare organicd. Capacitatea antioxidantd este un indicator al
protectiei Impotriva stresului oxidativ si determinarea acesteia este o metoda indirectd de
evaluare a gradului de stres oxidativ. In cadrul capitolului 10 am realizat analize comparative
ale capacitatii antioxidante la pacientii COVID-19 si subiecti sdnatosi, evaluarea capacitatii
antioxidante 1n functie de severitatea infectiei, gradul de afectare pulmonard, prezenta

comorbiditatilor, statusul vaccinal si al vitaminei D.

In grupul subiectilor sinitosi capacitate antioxidanti a fost semnificativ mai mare decét
la pacientii COVID-19. In grupul COVID-19 se manifesti o corelatie negativd intre
capacitatea antioxidanta si nivelul de endocan si indicd o asociere intre un nivel scazut al

apdrarii antioxidante si riscul disfunctiei endoteliale si inflamatiei.

Analiza in functie de severitatea infectiei indicd in subgrupul cu forma severa,
capacitatea antioxidantd semnificativ mai mare comparativ cu cele determinate in cazul
formelor moderate si usoare. Analiza capacitdtii antioxidante la pacientii COVID-19
clasificati in functie de gradul de afectare pulmonard nu indicd diferente semnificative
statistic. Evaluarea statusului antioxidant in functie de nivelul vitaminei D la pacientii
COVID-19 nu indica o asociere intre capacitatea antioxidantad si concentratia plasmatica a 25
(OH) D. Pacientii COVID-19 au un status antioxidant semnificativ redus in comparatie
cu subiectii sanatosi, dar care nu se asociaza cu severitatea infectiei, gradul de afectare
pulmonara, prezenta comorbidititilor sau statusul vaccinal. Corelatia negativa dintre

capacitatea antioxidanta si endocan la pacientii cu forme usoare si moderate, la cei cu
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complexi reciproci intre stresul oxidativ si disfunctia endoteliala.

Analiza din capitolul 11 evidentiaza MR-proADM drept marker cu valoare de
diagnostic si prognostic, iar determinarea nivelurilor de MR-pro ADM poate contribui
la stratificarea pacientilor in functie de gradul de severitate si afectare pulmonara, dar si
in initierea precoce a terapiilor adecvate. Niveluri crescute de MR-proADM se datoreaza
activarii celulelor endoteliale si cresterii permeabilititii vaculare in contextul
manifestarii infiltratelor pleurale. Corelatia negativa dintre endocan si MR-proADM
observata la pacientii cu COVID-19 care prezinta focare pneumonice izolate si pleurezie
sugereaza o relatie disociatd intre inflamatia endoteliald locala si raspunsul vascular
sistemic. Astfel cei doi biomarkeri pot contribui la o caracterizare a relatiei status

inflamator- vascular in COVID-19.

Elementul major de noutate al acestei cercetari este reprezentat de dozarea parametrilor
de disfunctie endoteliald (endocan si MR-proadrenomedulind) si analiza lor in raport cu date
clinice, paraclinice si imagistice la pacientit COVID-19. Din cunostintele autorilor, este primul
studiu in care endocan este evaluat in raport cu statusul imunizarii prin vaccinare anti-SARS-
CoV-2. De asemenea, date reduse sunt publicate despre relatia vitamina D-COVID-
19/vitamina D-non-COVID-19 in populatia Romaniei. Evalurea endocan in raport cu vitamina
D si statusul antioxidant in COVID-19 reprezinta elemente de noutate, despre care nu exista

date 1n literatura.

Cel mai important factor limitant al studiului nostru a fost numarul redus de pacienti cu
impact asupra semnificatiei statistice a rezultatelor. Lucrarea si-a atins obiectivele care au
conturat scopul, respectiv analiza markerilor de disfunctie endoteliala, evalurea unor noi

markeri inflamatori, a vitaminei D si a statusului antioxidant.

Cercetarile vor fi continuate in perioada post doctorald; astfel, se va incerca o extindere a
numarului de pacienti cu diverse tipuri de infectii pentru a valida utilizarea markerilor de
disfunctie endoteliald pentru utilizarea clinicd. Considerdm de o importanta cruciala evaluarea

markerilor disfunctiei endoteliale la pacientii cu patologii infectioase.
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