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Impacto da tese

Este estudo identificou alteracbes em exames de sangue até 48h antes de
paradas cardiacas em hospitais. Alguns marcadores foram ligados a piores desfechos.
Os achados podem ajudar na previsao de riscos e no cuidado personalizado de

pacientes graves.

Thesis impact

This study identified changes in blood tests up to 48 hours before in-hospital
cardiac arrests. Some markers were associated with worse outcomes. The findings

may aid in risk prediction and personalized care for critically ill patients.
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Resumo



A parada cardiorrespiratéria (PCR) é uma emergéncia médica de alta
morbimortalidade. A compreensio dos mecanismos de deteriora¢do clinica, por meio do estudo
de biomarcadores, pode contribuir para avangos no manejo dessa condi¢do critica. As ciéncias
“Omicas”, como a metabolomica, oferecem importantes insights sobre os mecanismos
fisiopatologicos e potenciais biomarcadores associados a PCR. Além disso, a catepsina D (CatD),
uma enzima amplamente distribuida no organismo, surge como um possivel marcador promissor.
OBJETIVO: Esta tese tem como objetivo principal analisar biomarcadores em vitimas de parada
cardiorrespiratoria intra-hospitalar (PCRIH). O trabalho foi estruturado em dois estudos distintos,
apresentados na forma de artigos cientificos. O primeiro estudo visa avaliar o perfil metabolémico
de pacientes com PCRIH, comparando os metabdlitos séricos entre aqueles com e sem retorno a
circulagao espontanea (RCE), bem como entre sobreviventes e nao sobreviventes durante a
internagao. O segundo estudo tem como objetivo investigar a associagao entre os niveis séricos de
CatD e os desfechos de RCE e 6bito intra-hospitalar. METODO: O primeiro estudo trata-se de
estudo caso-controle de carater exploratério, voltado a andlise do perfil metabolomico conforme
os desfechos clinicos mencionados. O segundo estudo é uma coorte prospectiva observacional
realizada entre agosto de 2021 e abril de 2023, envolvendo pacientes com PCRIH, com avaliagao
dos niveis séricos de CatD em relacao aos desfechos de RCE e 6bito. RESULTADOS: No
primeiro estudo, foram incluidos 25 pacientes com RCE e 25 controles sem RCE, além de 10
pacientes no grupo de nao o6bito e 10 no grupo 6bito. Seis metabolitos inicialmente diferiram entre
0s grupos; no entanto, apos o refinamento estatistico em mdaltiplas etapas, apenas dois
permaneceram consistentemente associados a desfechos clinicamente relevantes. Concentragdes
circulantes mais baixas de triptofano foram associadas a mortalidade, enquanto niveis mais elevados
de 2-metilbutiril-T.-carnitina foram associados a falha em alcancar o retorno da circulagio
espontanea e ao aumento da mortalidade. A analise de enriquecimento de vias metabdlicas sugeriu
disfungdes no metabolismo energético mitocondrial, particularmente no ciclo do 4cido

tricarboxilico, bem como alteracoes em vias relacionadas a aminoacidos, incluindo o metabolismo



do triptofano, da histidina e do alanina-aspartato-glutamato. No segundo estudo, foram analisados
199 pacientes, e os niveis de CatD mostraram associagao significativa com a mortalidade, tanto no
modelo ajustado por variaveis clinicamente relevantes (OR: 1,020; 95%IC: 1,003—1,038; p = 0,023)
quanto por variaveis estatisticamente significativas (OR: 1,023; 95%IC: 1,003-1,044; p = 0,025). A
curva ROC para predi¢ao de mortalidade apresentou boa acuracia (AUC: 0,822; 95%]IC: 0,7142—
0,9302; p < 0,001), sugerindo que niveis elevados de CatD estao associados a maior risco de 6bito.
CONCLUSAO: A andlise de biomarcadores em pacientes com PCRIH revelou alteracées em
metabolitos e vias potencialmente envolvidas na deterioragdo clinica que levam a desfechos
desfavoraveis (ndo retorno a circulagdo e 6bito) diante da PCRIH. Além disso, niveis séricos
elevados de CatD mostraram-se significativamente associados a mortalidade intra-hospitalar,

refor¢ando seu potencial como biomarcador prognéstico nessa populagao.

Palavras-chave: parada cardiorrespiratoria, biomarcadores, metabolomica, catepsina D.



Abstract



Cardiorespiratory arrest (CRA) is a medical emergency with high morbidity and
mortality. Understanding the mechanisms of clinical deterioration through the study of biomarkers
may contribute to advances in the management of this critical condition. “Omics” sciences, such
as metabolomics, provide important insights into pathophysiological mechanisms and potential
biomarkers associated with CRA. In addition, cathepsin D (CatD), an enzyme widely distributed
throughout the body, emerges as a promising potential marker. OBJECTIVE: The main objective
of this thesis is to analyze biomarkers in victims of in-hospital cardiorespiratory arrest IHCA). The
work was structured into two distinct studies, presented in the form of scientific articles. The first
study aims to evaluate the metabolomic profile of patients with IHCA, comparing serum
metabolites between those with and without return of spontaneous circulation (ROSC), as well as
between survivors and non-survivors during hospitalization. The second study aims to investigate
the association between serum CatD levels and the outcomes of ROSC and in-hospital death.
METHOD: The first study is an exploratory case-control investigation focused on analyzing the
metabolomic profile according to the clinical outcomes mentioned. The second study is a
prospective observational cohort conducted between August 2021 and April 2023, involving
patients with IHCA, with evaluation of serum CatD levels in relation to ROSC and death outcomes.
RESULTS: In the first study, 25 patients with ROSC and 25 controls without ROSC were
included, as well as 10 patients in the non-death group and 10 in the death group. Six metabolites
initially differed between groups; however, after multi-step statistical refinement, only two
remained consistently associated with clinically relevant outcomes. Lower circulating
concentrations of tryptophan were associated with mortality, whereas higher levels of 2-
methylbutyryl-L-carnitine were associated with failure to achieve return of spontaneous circulation
and increased mortality. Pathway enrichment analysis suggested dysfunctions in mitochondrial
energy metabolism, particulatly in the tricarboxylic acid cycle, as well as alterations in pathways
related to amino acids, including tryptophan, histidine, and alanine-aspartate-glutamate

metabolism. In the second study, 199 patients were analyzed, and CatD levels showed a significant



association with mortality, both in the model adjusted for clinically relevant variables (OR: 1.020;
95%CI: 1.003—1.038; p = 0.023) and for statistically significant variables (OR: 1.023; 95%CI: 1.003—
1.044; p = 0.025). The ROC curve for mortality prediction showed good accuracy (AUC: 0.822;
95%CI: 0.7142-0.9302; p < 0.001), suggesting that higher CatD levels are associated with increased
risk of death. CONCLUSION: The analysis of biomarkers in patients with IHCA revealed
alterations in metabolites and pathways potentially involved in the clinical deterioration leading to
unfavorable outcomes (failure to achieve ROSC and death) in the context of IHCA. In addition,
elevated serum levels of CatD were significantly associated with in-hospital mortality, reinforcing

its potential as a prognostic biomarker in this population.

Keywords: cardiac arrest, biomarkers, metabolomics, cathepsin D.



Introducao



A parada cardiorrespiratéria (PCR) ¢ definida como a interrupgao subita da atividade mecanica
cardiaca, confirmada pela auséncia de sinais circulatérios (1). Quanto ao local de ocorréncia, a PCR
pode ser classificada como intra-hospitalar (PCRIH) ou extra-hospitalar (PCREH). A PCRIH
ocorre em aproximadamente 1 a 6 a cada 1.000 admissoes hospitalares (2). Embora os pacientes
com PCRIH sejam geralmente atendidos de forma imediata, essa condi¢do frequentemente
acomete individuos em estado clinico critico, com multiplas comorbidades descompensadas. Como
resultado, o prognoéstico permanece desfavoravel, com taxas de sobrevivéncia estimadas em torno

de 10%, enquanto na PCREH a sobrevida pode atingir até 25% (3).

Historicamente, a PCRIH tem sido considerada uma condigao de prognéstico tao reservado
que, em determinadas situagdes clinicas, a ressuscitagdo cardiopulmonar (RCP) pode ser
considerada futil. No entanto, em pacientes elegiveis a reanimacao, a RCP realizada de maneira
rapida, eficaz e com alta qualidade pode dobrar ou até triplicar as taxas de sobrevida. Ainda assim,
a decisao sobre quais pacientes devem ser submetidos a reanimagao continua sendo um desafio na

pratica clinica (4).

Diante desse cenario, torna-se essencial o monitoramento continuo e a identificagao precoce
de pacientes com risco iminente de evolu¢ao para PCRIH. Além disso, a determinagio de fatores
prognosticos pode contribuir nao apenas para a compreensao das vias fisiopatologicas envolvidas
na deterioragao clinica, mas também para a definicio de limites terapéuticos individualizados.
Nesse contexto, a identificacio de biomarcadores prognosticos que auxiliem na estratificagao de

risco e na tomada de decisao clinica em pacientes com PCRIH representa uma prioridade.

O Programa Internacional de Seguran¢a Quimica, liderado pela Organiza¢ao Mundial da Saude,
define biomarcador como “qualquer substancia, estrutura ou processo que possa ser medido no
corpo ou em seus produtos, e que influencie ou prediga a ocorréncia de desfechos ou doengas” (5).

No contexto da PCR, biomarcadores tém potencial para facilitar a identificacdo precoce de



pacientes em risco, além de possibilitar intervengoes preventivas que contribuam para a melhora

dos desfechos clinicos.

Diversos biomarcadores tém sido estudados em pacientes pos-PCR, especialmente no que se
refere a mortalidade e as sequelas neuroldgicas. Por exemplo, por meio de analises protedmicas,
Cronberg et al. identificaram a enolase especifica de neurénio e a proteina S-100B como
biomarcadores associados ao prognostico neuroldgico apds a PCR, uma vez que ambas siao
liberadas em resposta a lesao de neurdnios e células gliais, respectivamente (6). Mais recentemente,
os mictoRNAs também vém sendo explorados como potenciais marcadores prognosticos. Estudos
preliminares sugerem que o mictoRNA-124-3p, por exemplo, esta associado de forma

independente a mortalidade e a0 mau desfecho neurolégico em sobreviventes de PCR (7).

Um campo promissor para o estudo de biomarcadores é o das ciéncias “O6micas”, que englobam
abordagens como gendmica, transcriptomica, protedmica e metabolémica (8). A metabolomica,
em particular, permite a analise simultanea de centenas de metabdlitos presentes em tecidos ou
fluidos corporais, os quais representam produtos intermediarios ou finais das vias metabdlicas. Essa
abordagem oferece uma visao abrangente dos processos bioquimicos envolvidos em estados
patoldgicos, fornecendo acesso a regides do espago biomolecular que nao sao atingidas por outras
técnicas (9). Do ponto de vista clinico, a metabolomica possibilita insights valiosos sobre

mecanismos fisiopatolégicos e biomarcadores com potencial utilidade progndstica e terapéutica.

Apesar de seu potencial, os estudos metabolomicos no contexto da PCR ainda sdo escassos.
Em modelos experimentais, Shibayama et al. (10) demonstraram que o acimulo de lactato
decorrente da glicélise foi um dos principais determinantes da assistolia durante 20 minutos de
isquemia global e fibrila¢do ventricular em corag¢des caninos. Posteriormente, Varvarousis et al.
(2017) descreveram alteragoes importantes nos perfis metabdlicos plasmaticos em modelos suinos
de PCR por asfixia e fibrilagao ventricular, com destaque para alteragdes nas vias do ciclo do acido

tricarboxilico e da ureia. Nos modelos por asfixia, observou-se maior perturbagao metabodlica nas



fases iniciais da PCR, enquanto nos modelos por fibrilacao ventricular, as alteragées foram mais

acentuadas durante a ressuscitagao (11).

A aplicagdo clinica da metabolomica em vitimas humanas de PCR teve inicio mais
recentemente. Em 2018, Tsai et al. analisaram amostras de 144 pacientes p6s-PCREH que
apresentaram retorno sustentado da circulagiao espontianea por pelo menos duas horas. Os autores
identificaram associacOes entre biomarcadores e desfechos clinicos, destacando-se a associagao
entre niveis elevados de aminoacidos de cadeia ramificada e maior mortalidade, enquanto niveis

mais altos de alanina associaram-se a sobrevida hospitalar (12).

Em 2022, Lee et al. investigaram o perfil metabdlico cerebral de 50 pacientes submetidos ao
controle direcionado de temperatura (CDT), associando marcadores cerebrais como N-
acetilaspartato e lactato/creatina com achados clinicos e de imagem compativeis com encefalopatia
hipéxico-isquémica (13). No mesmo ano, Beske et al. publicaram um estudo com 163 vitimas de
PCREH, demonstrando que metabdlitos do ciclo do acido tricarboxilico melhor discriminavam
sobreviventes de nao sobreviventes (14). Mais recentemente, em 2024, Nummela et al. descreveram
alteragdes metabodlicas em pacientes incluidos em um ensaio clinico randomizado que comparou
CDT com ou sem o uso de xenonio inalado. Niveis elevados de lactato e alanina, associados a
reducio de aminoacidos de cadeia ramificada e ésteres de colesterol, foram correlacionados com
maior mortalidade, possivelmente refletindo dano neuronal por disfun¢io no metabolismo do

glutamato (15).

Coletivamente, esses estudos reforcam o potencial da metabolomica para elucidar vias
bioquimicas ainda nao exploradas no contexto da PCR. Contudo, observa-se uma lacuna relevante:
nenhum desses trabalhos envolveu pacientes com PCRIH, e todos se basearam em amostras
coletadas apds a ocorréncia da PCR. Embora a reperfusdo seja essencial para a sobrevida, as

alteragoes metabodlicas identificadas nesse momento podem refletir tanto os danos isquémicos
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prévios quanto os efeitos da reperfusdo, limitando a compreensao das vias envolvidas na fase de

deterioracdao que precede a PCR (12,16).

Outro marcador de interesse crescente é a catepsina D (CatD). Trata-se de uma enzima
lisossomal amplamente expressa em diversos tecidos, com multiplas fungdes fisioldgicas, incluindo
clivagem de proteinas, regulacio do ciclo celular, remodelagdo tecidual, apoptose, metabolismo
energético e modulagao de respostas inflamatorias e imunes (17). A CatD tem sido estudada em
diferentes o6rgaos e sistemas. No sistema nervoso central, esta implicada em doengas
neurodegenerativas (18); no coragio, associa-se a maior mortalidade em pacientes com insuficiéncia
cardfaca (19); no figado, correlaciona-se com a gravidade da doenga hepatica gordurosa (20); no
tecido muscular, pode estar envolvida na apoptose de mioblastos e no diagnéstico de sarcopenia

(21); e, em neoplasias, sua superexpressao tem sido relacionada a agressividade tumoral (22).

Apesar dessas evidéncias, o papel da CatD ainda nio foi explorado no contexto da PCR, uma
condi¢do sistémica e multifatorial que representa o estagio terminal de diversas doengas graves.
Sabe-se que as catepsinas sao mediadoras-chave da cascata inflamatoria e da apoptose, mecanismos

centrais na sindrome de isquemia-reperfusio, tipica do processo p6s-PCR (23,24).

Diante do exposto, hipotetizamos que a caracterizagao de biomarcadores a partir de amostras
coletadas no periodo que antecede a PCR pode auxiliar a revelar vias ativadas neste periodo pré-
parada, antecipando a deterioragdo. Além disso, niveis séricos de biomarcadores podem estar
associados a desfechos como o retorno a circulagio espontanea (RCE) e mortalidade intra-
hospitalar. Essa abordagem nao apenas contribuiria para o aprimoramento da estratificagao de risco
e da tomada de decisio quanto a realizagio de RCP, mas também abriria caminhos para a

identificagdo de alvos terapéuticos voltados a prevencao da PCR e a melhora de seus desfechos.
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