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RESUMO

A COVID-19 é uma patologia que acometeu 0 mundo todo e apresenta um aumento
significativo de processo inflamatorio. A busca por tratamento se deu com muitos cientistas
pelo mundo todo e o0 uso de Estimulacéo elétrica transcutanea do nervo vago (EETNV) com
esse objetivo também ocorreu. Dessa forma, o objetivo desse estudo é avaliar os efeitos da
Estimulacéo elétrica transcutanea do nervo vago (EETNV) nos marcadores inflamatorios e
evolugdo clinica dos pacientes com COVID-19. Foi realizado um estudo randomizado, cego
com 14 sessdes (duas vezes ao dia) com EETNV ativo ou sham em 52 pacientes, com
estimulacdo na regido de tragus esquerdo (corrente alternada variando de 5 kHz a 25Hz,
intensidade variando de 3 - 7 mA, por um periodo de 90 minutos pela manha e 90 minutos
pela tarde ou noite, intervalo de 6 a 8 horas entre cada estimulacdo). Foram avaliadas
interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), cortisol e proteina-C reativam (PCR) no
plasma sanguineo e evolucéo clinica. Foi encontrado apds o tratamento, niveis séricos de
PCR (23.9%, 95% CI 46.3 a 1.4) e IL-6 (-37.7%, 95% CI -57.6 a -17.7) estatisticamente
menor no grupo ativo quando comparados com o0 grupo sham; demais marcadores
inflamatorios ndo apresentaram resultados significantes. Ndo houve alteragcdes quanto aos
sintomas clinicos, com excecdo da diminuicdo de niveis de depressdo (-2.85, 95% CI -5.44
a -0.27) no grupo ativo. Portanto é possivel que a EETNV seja uma técnica viavel e segura
nos casos agudos de COVID-19, atuando nos niveis de PCR, IL-6 e depressdo. E necessaria

uma amostra e acompanhamento maior para confirmar os achados desse estudo.

Palavras-chave: COVID-19; estimula¢do do nervo vago; inflamacéo; sintomas clinicos.



ABSTRACT

COVID-19 is a pathology that affected the whole world and presents a significant increase
in the inflammatory process. The search for treatment took place with many scientists around
the world and the use of Transcutaneous auricula Vagus Nerve stimulation (tAVNS) for this
purpose also occurred. Thus, the aim of this study is to evaluate the effects of transcutaneous
electrical vagus nerve stimulation on inflammatory markers and clinical evolution from
patients with COVID-19. A randomized, blinded study was conducted with 14 sessions
(twice a day) for active or sham taVNS in 52 patients, with stimulation in the left tragus
region (alternating current ranging from 5 kHz to 25Hz, intensity ranging from 3 - 7 mA, for
a period of 90 minutes in the morning and 90 minutes in the afternoon or evening, interval
of 6 to 8 hours between each stimulation). Interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10),
cortisol and C-reactive protein (CRP) in blood plasma and clinical evolution were evaluated.
It was found after treatment, serum CRP levels (23.9%, 95% CI 46.3 to 1.4) and IL-6 (-
37.7%, 95% CI -57.6 to -17.7) were statistically lower in the active group when compared
to the sham group. Other inflammatory markers did not show significant results. There were
no changes in clinical symptoms, except for a decrease in depression levels (-2.85, 95% CI
-5.44 to -0.27) in the active group. Therefore, it is possible that taVNS is a viable and safe
technique in acute cases of COVID-19, acting on the levels of CRP, IL-6, and depression. A

larger sample and follow-up are needed to confirm the findings of this study.

Keywords: COVID-19; vagus nerve stimulation; inflammation; clinical symptoms
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1  Coronavirus — Conceito e origem

Em dezembro de 2019 foram descritos na cidade de Wuhan, China, 0s primeiros
casos de 41 pneumonias sem etiologia definida, mais tarde identificada como coronavirus
(COVID-19) que se espalhou mundialmente causando uma pandemia nunca vista (1). O
virus ficou conhecido como “novo coronavirus 2019” (2019-nCoV/SARS-CoV-2), um

betacoronavirus (2).

O coronavirus é encontrado em humanos e outros animais como gatos, cachorros,
gado, galinhas, passaros e porcos(3). Os estudos apontam que o0 virus SARS-CoV-2 tenha
passado dos morcegos para 0s humanos por meio de texugo-furdes, civeta do Himalaia e
guaxinins vendidos nos mercados de Guandong (2).

O termo coronavirus (Cov) é de origem latina que significa coroa (4). CoV pertence
aos nidovirus (nidovirales), que possuem as seguintes caracteristicas: contém um largo
genoma de RNA, altamente replicavel, apresenta diversas atividades enzimaticas Unicas e
tem mudanca de quadros ribossdmicos quanto a expressao genética de diversos genes nao-
estruturais. A familia Coronovirinae consiste em alpha Cov, beta Cov, gamma Cov e delta
Cov (4). 0 2019-nCoV ¢ um BCoV do grupo 2 com 70% de familiaridade com a sequéncia
genética do SARS-CoV (5). Este virus € grande, envelopado de RNA de fita simples,
apresenta-se com particulas esféricas pleomorficas com didmetro de 60 a 140nm, cravejadas
com proteinas de pico distintas, que variam de 9 a 12nm, dando caracteristica de coroa solar
(2,3). O SARS-CoV-2 apresenta cinco proteinas ndo estruturais poliproteicas replicadas e
quatro proteinas estruturadas, nomeadas como spike (S), envelope (E), membrana (M) e
nucleocapsidio (N)(6).

Inicialmente a Sindrome Respiratdria aguda grave tipo 2 foi nomeada como 2019-
nCoV. A COVID-19 (doenca do coronavirus 19) descreve todas as formas da doenca
causada pelo SARS-CoV-2 (7) A contaminacgéo do virus se da pelo trato respiratorio, saliva,
urina e fezes (4).

Atualmente existem 773 milhdes casos confirmados de COVID-19, incluindo 6,99
milhdes de mortes no mundo e no Brasil com 38 milhdes casos confirmados e 708 mil mortes
reportados até dia 03 de janeiro de 2024 (8)(www.covid.saude.gov.br em 03/01/2024).
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1.2  Patogénese

O virus inicialmente tem como alvo células epiteliais nasais e brénquicas e
pneumacitos, utilizando da proteina Spike (S) para se ligar ao receptor da enzima conversora
de angiotensina 2 (ECA2). Na célula hospedeira, a serino protease transmembrana tipo 2
(TMPRSS2) promove a captacdo viral a ECA2 ativando a proteina SARS-CoV-2S,
permitindo a entrada do coronavirus nas células hospedeiras (3). A ECA2 é uma proteina de
membrana que normalmente regula o sistema renina-angiotensina, que sinaliza a
angiotensina 1l, esta tem um papel importante na homeostase, por meio da regulagédo
endocrina e autocrina pulmonar, hepética, glandulas adrenais, cardiaca, endotélio vascular,
das gbnadas do musculo esquelético e cérebro, também estd envolvido com a fungdo de
producdo de citocinas lesdo/reparacdo, crescimento e divisdo celular e inflamacao(9). Os
receptores de ECA2 sdo mais comuns no endotélio de artérias coronarias, fibroblastos do
coragdo, endotélio vascular, midcitos, células intestinais, de bronquios, traqueia, células
epiteliais tubulares renais e pneumacitos do tipo 2 pulmonares (6). Foi observado ainda que
a infeccdo por SARS-CoV-2 altera a producdo da enzima conversora de angiotensina 2
(ECAZ2), essa alteracdo afeta a pressdo arterial e contribui com a hiperinflamacéo, portanto
a interacdo do SARS-CoV-2 com ECA2 ndo é somente a porta de entrada para o virus, mas
também um potente desregulador do sistema renina-angiotesina, com efeitos prejudiciais no
tébnus parassimpatico e regulacdo cardiovascular (10)

A infeccdo por SARS-CoV-2 afeta tanto a resposta imunoldgica inata quanto a
adaptativa, induzindo a um excesso no processo inflamatorio e severidade da doenca(6,11).
Na COVID-19 h& presenca de lesdo alveolar difusa com presenca de exsudato intraalveolar,
com migracdo de células inflamatorias predominantemente os neutréfilos, que por um tempo
prolongado levam a destruicdo de membranas plasmaticas, aumentando a permeabilidade do
alvéolo capilar resultando em edema alveolar (12). Os neutréfilos liberam mediadores pro-
inflamatorios como TNFa, IL1-B, IL-6 e IL-8, intensificando a resposta inflamatéria
promovendo a quimiotaxe e ativando novas células inflamatorias com liberacdo de
proteases, oxidantes leucotrienos e outras moléculas pro6 inflamatdrias, contribuindo a lesdo

parenquimal pulmonar(12).

A progressao da doenca esta associada com o aumento de citocinas que incluem IL2,
IL7, IL10, GCSF, IP10, MCP1, MIP1A e TNFa, conhecido como tempestade de citocinas
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(13,14). Em casos severos de COVID-19 hé queda de niveis de IL10 (11). As citocinas sdo
glicoproteinas que sdo responsaveis pela manutencdo de processos bioldgicos, como por
exemplo, a regulacao entre as respostas imunologicas adaptativas e inatas, responsaveis pelo
controle de doencas cronicas ou infeccbes como a COVID-19 (15). A tempestade de
citocinas gera a sindrome de ativacdo de macrdofagos que esta relacionada a lesdo tecidual e
de drgdos no figado, pulmé&o, rim e coragdo pela proliferacdo e ativagdo excessiva de células
T e macrofagos hemofagdcitos. Essa sindrome desencadeia a pancitopenia, febre, aumento
de concentracdo de ferritina e disfuncGes de figado, aléem de que a resposta excessiva

inflamatoria esté relacionada com a severidade da doenca (11).

A Dbarreira epitelial-endotelial fica comprometida em estagios posteriores da
infeccdo, infectando as células endoteliais dos capilares pulmonares, aumentando a resposta
inflamatdria, desencadeando aumento da presenca de mondcitos e neutréfilos, levando a uma
disfuncdo da transmisséo alveolar-capilar de oxigénio (3).

Quando a patologia evolui para grave, ha ativacao fulminante de coagulacdo. Um dos
causadores desse mecanismo é o aumento de IL6, IL1p ¢ TNFa, que ocorre devido ao fator
tecidual expressados por células vasculares endotelial e mondcitos, pela atividade de
citocinas, que promove a conversao de protombina em trombina, que converte a circulagédo
de fibrogénio em fibrina, formando assim o coagulo de fibrina. Neutrofilos sdo absorvidos
pela ativacdo celular endotelial e libera neutrofilos extracelular, que ativa a coagulacao
(11,15). Dessa forma, formacdo de microtrombos sdo formados nos tecidos pulmonares
inflamados e células endoteliais pulmonares, além de tecidos do figado, coracdo, membros
inferiores, méos, cérebro e rins, contribuindo para a alta incidéncia de complicagdes
tromboticas como a embolia pulmonar, trombose venosa profunda e complicacGes arteriais
trombdticas que podem levar a isquemia de membros, infarto do miocérdio e acidente

vascular cerebral isquémico (3,11).

1.3 Sintomas e achados clinicos
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Os pacientes podem apresentar-se assintomaticos (50-75%) ou podem desenvolver a
doenga com sintomas graves (14%), necessitando de hospitalizagéo e oxigenoterapia e 5%
deles precisardo de cuidados intensivos (16).

Em revisdes realizada por Borges do Nascimento et al. (17) e Tsai et al. (16)
relataram que os sintomas mais comuns sdo: febre, tosse com ou sem secre¢do, dor muscular
e/ou fadiga, dispneia, desenvolvimento tardio de hemoptise, calafrio, vertigem, cefaleia, dor
de garganta, diarreia, anosmia, ageusia, nausea, sintomas gastrointestinais e acometimentos
neuroldgicos. A COVID-19 interfere também nos sistemas nervoso, cardiorrespiratorio,
imunologico e renal, bem como na saude mental, como a alteracdo do humor, ansiedade,
depressédo e dificuldade para dormir (18).

Em metanalise de Li et al (19) demonstrou que fumantes apresentaram associacdo
significativa com COVID-19 severa, com uma ou mais comorbidades, como a doenca
pulmonar obstrutiva cronica, diabete, hipertensdo, doenca coronaria cardiaca, doengas
cerebrovasculares e malignidade.

Algumas complicacBes podem ocorrer nos pacientes hospitalizados tais como
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), pneumonia, lesdo hepatica aguda
decorrentes por aumento de bilirrubina, alanina transaminase e aspartato transaminase, lesdo
renal aguda, insuficiéncia cardiaca grave aguda, miocardite, disritmias, coagulopatia pré-
trombotica levando a eventos tromboembolicos arteriais e venosos, comprometimento
neuroldgico como alteracdes na consciéncia, acidente vascular cerebral e choque, podendo
dessa forma influenciar na morbidade e mortalidade (3,20). Eventos estressantes, como por
exemplo a internacdo por COVID-19, podem ativar o eixo hipotalamico-pituitario-adrenal
(HPA), aumentando a liberacdo de cortisol na corrente sanguinea, acarretando a supressao
do sistema imunologico pela alteracdo do balanco de citocinas pré-inflamatorias (21).

Os sintomas geralmente iniciam apds 5,2 dias da contaminacéo (3,16). Alguns fatores
aumentam a possibilidade de a patologia evoluir para grave, séo eles: idade (maior que 65
anos), comorbidades como a hipertensdo, doenca pulmonar obstrutiva, obesidade, diabetes
mellitus e cancer (20).

A duracdo media do inicio dos sintomas para os cuidados em unidade intensiva é de
aproximadamente 10 dias, enquanto a duracdo do inicio dos sintomas e morte variam de 2 a

8 semanas (16). A recuperacgdo acontece a partir da segunda a terceira semana (13).
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De acordo com Huang et al.(22), os pacientes foram classificados de acordo com o
comprometimento, conforme abaixo, considerando que a fase aguda € do inicio dos sintomas
até a alta hospitalar:

1) Sem hospitalizacdo, com retorno normal as atividades;

2) Sem hospitalizacéo, incapaz de realizar as atividades diarias;

3) Hospitalizagdo, sem uso de oxigenagéo;

4) Hospitalizacdo, com necessidade de uso de oxigénio;

5) Hospitalizacdo, com necessidade de uso de canula com alto fluxo, ventilagédo
mecanica ndo-invansiva, ou ambos;

6) Hospitalizacdo, com necessidade de ventilagho mecénica invasiva,
oxigenacdo extracorporal, ou ambos;

7) Obito.

A classificacdo quanto ao acometimento é: média a moderada, sem pneumonia e
pneumonia; grave, dispneia, frequéncia respiratdria maior que 30/min, saturacao de oxigénio
menor que 93%, PaO2/FiO2 menor que 300 e infiltracdo pulmonar maiores que 50% entre
24-48 horas; critico, falha respiratdria, choque séptico e multipla faléncia de 6rgaos (4).

Nos achados de imagem do térax é possivel observar opacidade bilateral ou unilateral
com ou sem efusdo pleural, opacidade fosca multiplas, infiltrados anormais, consolidagédo
parenquimal, sendo as imagens da COVID-19 similares a pneumonia viral com algumas
particularidades com infiltrados inflamatérios mononucleares intersticiais e edema como
caracteristica a opacidade de vidro fosco. Sombras desiguais foscas, mais comuns sub-
pleurais ou periféricas com opacidades irregulares e distribuicdo de opacidade alveolar
(3,16,17). Conforme a doenca vai progredindo, lesdes multiplas do tipo vidro fosco com
opacidade podem evoluir para consolidacdo o espessamento do septo interlobular ou
intralobular, que podera expandir a consolidacédo (16).

Os achados laboratoriais incluem aumento de niveis de lactato desidrogenase e
ferritina. A contagem de células brancas sanguineas varia, alem de pacientes apresentarem
leucopenia e linfopenia, apresentam também niveis de interleucina-6 (IL-6), proteina C-

reativa (PCR) e cortisol alterados (16)
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Em estudo de Huang et al.(22) foi observado casos de disfuncgdo renal persistente e
inicio de comorbidades como diabetes, tromboembolismo venoso, com eventos
cerebrovasculares e cardiovasculares.

Mais especificamente ao Sistema Nervoso Central (SNC), a COVID-19 apresenta
como sintomas mais comuns: delirio, disfuncdes olfatorias e gustatorias, AVC (associada as
doengas cerebrovasculares/cardiovasculares, idade avancada, diabete, hipertensdo e
tabagismo)(23). Dor de cabega, anosmia, ageusia, nausea, alteragdo de consciéncia, “brain
fog”, confusdo mental, sincope, hemorragia, mialgia, convulsdo, mielomeningocele,
Sindrome Guillan-Barre, doencas desmielinizantes, meningite, encefalite também sé&o
alguns dos acometimentos causados pela COVID-19 no SNC e Sistema Nervoso Periférico
(SNP) (23-25).

O virus invade o SNC pela via dos nervos olfatérios e do nervo vago atingindo o
tronco cerebral e tdlamo, causando falha respiratoria neurogénica e disfuncdo autonémica.
Particulas e ondas inflamatorias atingem o ndcleo supraespinhal no tronco cerebral,
atingindo o “reflexo inflamatoério”, explicando dessa forma como o Vvirus pode causar danos
severos e afetar aspectos de comportamento e cognitivos(20).

O SARS-CoV-2 pode afetar o SNC por duas vias: 1) disseminacdo neuronal
retrograda, por meio do nervo olfatério, trigémeo, vago e disseminar o SNC por neurénios
interconectados e 2) disseminacdo hematogénica, onde o virus invade dentro da corrente
sanguinea pela barreira cérebro-sangue e invade o SNC (24,26). Foi observado em diversas
autopsias pontos de isquemia, congestdo de meninges, hipoxia aguda, maltiplos infartos e
edema nos tecidos encefalicos (23,24).

A gravidade de acometimento neuroldgico tanto de Sistema Nervoso Central quanto
de Sistema Nervoso Periférico parece estar associada com o grau de tempestade de citocina,
ou seja, quanto menor a quantidade de citocinas presentes menor o acometimento
neurolégico (25).

Além de que, o acometimento cognitivo pode estar relacionado com hipoxemia,
hipoperfusdo, resposta inflamatdria da infecgdo, sedacdo, uso de drogas e ventilagdo
mecénica. DisfuncBes cardiacas, AVC, coagulacdo sanguinea e hipdxia observadas na

COVID-19 tém efeitos de longo prazo nas fungdes cerebrais e cognitivas (25).
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AlteracBes no estado mental se mostrou o segundo problema neurolégico mais
comum em pacientes de COVID-19. Individuos com SDRA aguda demonstraram déficits
em habilidades funcionais e memoria de curto prazo, aumentando assim 0s niveis de
ansiedade, depressao e estresse pos-traumatico (25). Niveis altos de citocinas como a IL6,
IL1PB e TNFa foram detectadas na circulagdo sanguinea em muitas patologias psiquiatricas,
tais como transtorno de estresse poOs-traumatico, transtorno obsessivo-compulsivo e
depressao (26).

As desordens cognitivas podem afetar as habilidades cognitivas como o aprendizado,
percepcao, resolucdo de problemas, memdria, funcdo de percepcdo motora, linguagem,
atencdo, cognicédo social, deméncia, habilidades motoras, confuséo, perda de coordenagéo,
perda de memoria de curto e longo prazo (25).

Os sintomas mais comuns apés a alta hospitalar sdo fadiga ou fraqueza muscular,
insOnia, perda de cabelo, anosmia, palpitacdes, dores articulares, diminuicdo de apetite, falta
de paladar, tontura, diarreia, vomito, dor no peito, dor na garganta, dificuldade para engolir,

irritacdo na pele, mialgia, cefaleia e febre (22).

1.4. Tratamento

COVID-19 é classificado como uma doenca altamente infecciosa transmitida pelo ar
e, portanto, a identificacdo dos infectados e seu isolamento para prevencao de transmissao €
altamente recomendavel (2). O distanciamento social, 0 uso de méascara, aferir a temperatura
e lockdowns foram as estratégias iniciais de medidas preventivas para a propaga¢do do surto
de COVID-19 (16).

O tratamento realizado € tratar os sintomas e suporte essencial. Individuos com
doenca moderada devem ser tratados em casa e monitorados, manter boa nutricdo e
hidratacéo, controle de febre e tosse. Em casos mais graves, a ventilagdo mecanica ou suporte
de oxigenagéo por membrana extracorporea pode ser necessario. Antifangicos e antibidticos
podem ser necessarios em caso de coinfec¢do (13). Remdensevir® tem sido utilizado como
tratamento da COVID-19, além do desenvolvimento de vacinas (16). O Lopinavir-
ritonavir®, Ribavirin® tem sido utilizado, baseado nas experiéncias com MERS e SARS.

Pacientes tratados com Lopinavir-ritonavir® e Ribavirin® tem apresentado melhores
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resultados quando comparados com tratamento com Ribavirin® isoladamente. Outra
medicacdo indicada é o Arbidol®, imonuglobina intravenosa, Cloroquina®, Interferon® e
plasma de individuos recuperados da COVID-19, alem de corticoesteroides, inibidores de
citocinas (Tocilizumab®,Ulinastatin®), antagonistas de IL1 (Anakinra®), anti-TNF
(Adalimumab®, Etanercept® e Golimumab®), porém com resultados controversos (11,13).
Novas formas de tratamento tém sido estudadas para combater essa pandemia, podendo

incluir a Estimulacao elétrica transcutanea do nervo vago (EETNV).

1.5 Nervo vago

O Nervo Vago (NV) tem como fungdo transmitir informacdes do corpo para o
cérebro, bem como atuar na regulacdo de 6rgaos e manutencao da homeostase (27-29), como
controle da pressdo arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC) e participacdo nos processos de
digestdo e imunidade, além de inervar as vias distais do pulmao e alvéolo, atuando de forma
aferente e eferente no controle anti-inflamatério (30-33).

O NV faz parte do décimo par de nervo craniano com 80% de fibras aferentes e 20%
de fibras eferentes, sua origem se da no tronco encefalico e percorre até o abdémen,
inervando diversos 0rgaos, especialmente o trato gastrointestinal. Ele € um componente
importante do Sistema Nervoso Auténomo (SNA) (32)

E importante relatar que o nervo vago é sensivel a citocinas pré inflamatérias, como
o fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas 1 e 6, pois as citocinas inflamatérias podem
ativar o nervo vago aferente, transmitindo essa informagéo ao sistema nervoso central, o
mesmo pode ativar nervo vago eferente, que por sua vez ird aumentar a producdo de
acetilcolina, que inibira a producao de citocinas inflamatdrias nos macrofagos, via receptores
muscanimicos ou nicotinicos (10,32).

Uma vez instalada a inflamacao, os neurdnios do nucleo do trato solitario (NTS)
ativam o nucleo motor dorsal do nervo vago (NMDV) que pelas fibras eferentes
desencadeara dois mecanismos de resposta imune: a via anti-inflamatoria colinérgica (VAC)
e 0 eixo hipotalamico-pituitario adrenal (HPA). H& uma resposta anti-inflamatdria
desencadeada pelo NMDV que percorre ao nervo esplénico para o bago que ativa 0s

linfécitos T, que expressam a acetilcolina-transferase. As células T liberam acetilcolina
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quando identificam os macrofagos para assim inibir a liberacdo de mediadores inflamatérios
(14).

Além disso, os neurénios NTS-DMNV ativados por infeccdo provocam liberacéo de
acetilcolina em suas terminacgdes eferentes com efeitos anti-inflamatorios. J& no HPA, o
nervo vago no NTS modula o potencial membrana dos neurdnios noradrenérgicos do grupo
A2 que estimula para area hipotalamica paraventricular, os neurénios paraventriculares
parvocelulares liberam o fator estimulador de corticotropina que se liga a receptores
especificos das celulas da glandula pituitaria que liberam adrenocorticotropina, um
hormdnio que modula as células das glandulas adrenais que liberam glicocorticoides no
organismo (34)(Figura 1).

Fibras parassimpaticas

Cérebro
—» o P4
SO Fixo ndo-reural Mecanismo AT
—— Via amtiinflamatéria antiinflamatério ]
colinérgica R\ v Hipetalame
\\ ¢ Clandula Pituitaria
7 \\‘. Nerve TS
[f \7% 0. NOMNY
¥ \
\ ¥
[ d = 0 | N
o8 Glandula p W 2
Célulgs T Adrena ACTH
wn
% Ach Ganglic do

mesent

[
88 Oilutne
Glucoenrticaide e CélulasT

31

SNE
recido

| Iinféide

Figura 1: Vias antiinflamatorias do nervo vago. Representacdo esquematica das vias anti-
inflamatdrias do nervo que incluem a via hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (seta verde),
via anti-inflamatdria colinérgica (VAC) (seta azul claro) e ligacdo ndo neural entre 0 nervo
vago e 0 baco (seta roxa). As trés vias resultam em atenuacao de producéo de citocinas pro-

inflamatorias como a fator-a de necrose tumoral (TNFa), interleucina-1 (IL-1) e
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interleucina-6 (IL-6). (DVMN): nicleo motor dorsal do nervo vago; (NTS): ndcleo do trato
solitario; (GIT): trato gastrointestinal; (ENS): sistema nervoso entérico; (T5-T9): vértebras
toracicas; (ACh): acetilcolina; (NE): norepinefrina; (CRH): horménio de liberacédo
corticotropina; (ACTH) hormonio adrenocorticotrofico; (B2-Ars): receptor adrenérgico-p2 e

(a7nAchRs): receptor a7 nicotinico ACh. (Fonte: autoria prépria)

Atualmente é bem reconhecido a atuacdo do nervo vago nos processos imuno
inflamatorios, portanto, modular o nervo vago parece ser um bom candidato para o
tratamento de COVID-19 (35)

1.6 Estimulacéo do nervo vago

Atualmente h& conexfes entre acupuntura auricular, principalmente a
eletroacupuntura, e terapias de neuromodulacdo como a estimulacao transcutanea do nervo
vago (ETNV). A estimulacédo auricular foi utilizada em muitas culturas antigas, como por
exemplo, na acupuntura da medicina tradicional chinesa, além de tribos da Arabia. A
estimulagdo auricular também foi observada no Egito, onde as mulheres picavam ou
cauterizavam a auricula externa com objetivo contraceptivo, ja na Pérsia antiga o tratamento
de dor citica era realizado com cauterizacdo auricular (36)

Ha registros de estimulacdo do nervo vago ha mais de 100 anos para o tratamento de
epilepsia com compressdo da artéria carétida no pescoco para suprimir o fluxo sanguineo
para diminuir a frequéncia cardiaca e posteriormente diminuir o fluxo sanguineo para o
cérebro, porém esse método nao foi aceito e esquecido por um periodo (36)

Na década de 80, foi desenvolvido por Jake Zabara a estimulacdo do nervo vago
implantavel, que foi amplamente utilizado para o tratamento de epilepsia refrataria e em
1997 a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o tratamento com estimulacdo do
nervo vago para epilepsia (37) O tratamento para a depresséo foi autorizado pela FDA em
2005 e foi descoberta para esse objetivo por acaso, pois 0s estudos estavam voltados para o
tratamento de epilepsia e foi observado uma melhora no comportamento geral do grupo
estudado com aumento do inibidor &cido gama-aminobutirico e diminuicdo de glutamato

excitatorio, ou seja, ha uma modulagdo serotonérgica com a estimulacéo do nervo vago (38).
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Por se tratar de uma terapia cara e invasiva, procurou-se alternativas menos
dispendiosas e ndo-invasivas, como a estimulacdo transcutanea do nervo vago, estimulacéo
transcutanea cervical do nervo vago e estimulacdo transcutanea auricular do nervo vago, dos
quais originou um aumento de publicacfes de pesquisa sobre esse tema (27,36)

Existem evidéncias que a estimulacdo do nervo vago pode ativar o sistema
parassimpatico e mediar linfocitos pelas suas fibras eferentes que liberam glicorticoides das
glandulas adrenais, inibindo dessa forma a producdo de macrofagos pro-inflamatérios
(18,39-41), melhorando a sobrevivéncia em sepse, choque hemorragico, lesdo de isquemia-
reperfusdo e outras condi¢Bes de excesso de citocinas (42), além de diminuir atividade
simpatica e estar associada a liberacdo da norepinefrina, melhorando controle autonémico
(43).

Outra explicacdo do mecanismo da estimulacdo do nervo vago € que 0 nervo vago
libera acetilcolina, ativando a7nAChR nas células de infiltrado inflamatério levado a
ativacdo de STAT3 (do inglés signal transducers and activatos of transcription), inibindo a
liberacdo de citocinas pr6 inflamatérias, promovendo a liberacdo de citocinas
antiinflamatdrias pelas células inflamatorias (44).

O nervo vago parece ser uma alternativa como alvo para tratamento inflamatdrio,
dessa forma é importante relatar que a estimulacdo do nervo vago em pacientes com processo
inflamatdrio é uma possibilidade terapéutica, se apresentando com uma alternativa nédo
medicamentosa, com poucos efeitos colaterais (28), como para o tratamento da artrite
reumatoide, diabete, obesidade, sepse, doenca de Crohn e fibromialgia, ainda em
investigacao (41).

Apresenta ainda a vantagem de apresentar poucas reacdes adversas (45-47), ou
efeitos colaterais minimos como irritacdo da pele, vermelhidao ou coceira, formigamento ou
dor no local da estimulacdo (48,49). Ha também em casos raros a presenca de nauseas e
vOmitos, espasmos faciais, dor de cabeca, tontura, palpitacdo cardiaca, nasofaringite e
rouquidao (49). Sua aplicacdo pode ser realizada através da eletroestimulacdo das conchas
superior ou inferior (tragus) do ouvido externo, local da distribuicdo do ramo auricular do
nervo vago, por eletrodos de superficie conectados ao aparelho gerador de estimulos (50), o
local da estimulacéo na regido de tragus da orelha se dé, pois esse € o local que se encontra

0 trajeto do ramo auricular do nervo vago (nervo de Arnold), local da distribuicdo cutanea
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do nervo vago aferente, a qual ativa regides cerebrais corticais, subcorticais e cerebelares
avaliadas em ressonancia magnética funcional (51). A regido de tragus foi demonstrada em
estudo com imagem cerebral funcional que induziu a ativagédo cerebral do NTS e seus locais
de projecdo, igualmente observado na Estimulacdo do Nervo Vago invasivo (51) O local
mais seguro para a estimulacdo do nervo vago é lado esquerdo, pois 0 nervo vago do lado
direito inerva o nodo sinoatrial e esquerdo o nodo artrioventricular, dessa forma a

estimulacdo invasiva do lado direito pode gerar bradicardia (49).

1.7. Estimulacao elétrica transcutanea do nervo vago (EETNV) na COVID-19

A EETNV é uma terapia que estimula a broncodilatacdo e ativacdo da VAC,
diminuindo a liberagéo de citocinas pro-inflamatdrias como TNF, IL-1f e IL-6, e ndo IL-10,
levando ao equilibrio de citocinas anti e pro-inflamatdrias, por esse motivo utilizar EETNV
pode ser interessante em pacientes com COVID-19, com base no efeito modulador na
liberacdo de citocinas (52,53).

Ademais, essa técnica parece promover reducdo do TNF-a (54) e melhora a
regulacdo e expressdo de quimiocinas e citocinas, diretamente envolvidos na inibicao
inflamatdria dentro o sistema nervoso central e diminuindo lesdo tecidual causada pela
inflamacgdo (55,56). O circuito neural pelo reflexo inflamatério atua no nervo vago e
acetilcolina estimulando a o7 do receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR) presente nos
macrofagos dos bagos produtores de citocina, apresentando aumento de acetilcolina em baco
em ratos ap6s poucos minutos de estimulacdo do nervo vago (44,55). Alterar a funcgédo
imunoldgica, por meio do direcionamento de a7nAChR, que estd desregulada na infecgado
por COVID-19 parece ser uma boa estratégia e essa pode ocorrer com o uso de ETTNV (52)

Na lesdo pulmonar aguda, a EETNV parece ser capaz de regular o desequilibrio do
SNA, com alta atividade nervosa simpatica e baixa atividade parassimpatica, atuando pelo
VAC, por meio de a7nAChR prevenindo lesao pulmonar, pois a a7nAChR ¢ necessaria para
inibicdo da producdo de TNF pelos macrdfagos, estimulando acetilcolina (52) Porém ainda
mais estudos sobre seu mecanismo sdo necessarios.

Na COVID-19, ha hiperatividade do sistema nervoso simpatico que pode provocar

liberacdo excessiva de epinefrina e norepinefrina, levando a vasoconstricdo pulmonar e
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hipermeabilidade capilar. A perda de equilibrio simpato-vagal piora com a presenca do
SARS-CoV-2 por meio do sistema renina-angiotensina-aldosterona, que causa uma cascata
de peptideos vasoativos. Hipotetiza-se que o uso de inibidores do sistema renina-
angiotensina-aldosterona poderia alterar a expressdo da ECA2, podendo contribuir para a
expansdo da COVID-19, dessa forma o uso de EETNV poderia neutralizar os efeitos
negativos do desequilibrio do sistema renina-angiotensina-aldosterona (34)

A estimulacédo do nervo vago tem sido utilizada no tratamento da depresséo, sintoma
da COVID-19, a qual parece atuar no aumento dos niveis de norepinefrina, no cortex pré
frontal medial, cértex, hipocampo, amigdala e locus coeurulus (57). O sistema imunolégico
fica desregulado, com alteracBes na resposta imune periférica e ativagcdo imune central,
aumentando a producdo de citocinas pré-inflamatorias, causando anormalidades nos
circuitos cerebrais, dessa forma o controle da inflamacéo se torna benéfica para individuos
com depresséo (58). Isso posto, tratar a COVID-19 com EETNV parece uma terapéutica
interessante, pois o controle da inflamagdo pode trazer beneficios no tratamento geral para
0s pacientes depressivos (58). Em estudo de Ramezani (21) que apresentaram correlagédo
positiva com niveis de cortisol com niveis de ansiedade e depressdo, suportando a hipotese
de que o estresse aumenta a vulnerabilidade dos pacientes com COVID-19.

Bonaz, Sinniger e Pellissier (52) relatam que a EETNV é um tratamento inovador em
pacientes com COVID-19 com base nos efeitos anti-inflamatdrios na periferia e SNC.

Com o advento da pandemia por meio do virus SARS-COv-2 e suas consequéncias
na salde publica, no aspecto social e econémico, é importante verificar outras formas de
tratamento que possibilite a diminui¢cdo do tempo de internacdo, diminuicdo de sequelas
advindas da COVID-19 e com menor custo. Um sistema autonémico desregulado pode
aumentar a mortalidade em pacientes com COVID-19, portanto regular o Sistema Nervoso
Auténomo (SNA) parece ser uma terapéutica viavel (10).

Dessa forma, avaliar se a EETNV poderia ser uma ferramenta para diminui¢do do
processo inflamatdrio nesses individuos seria interessante como uma possivel alternativa de
tratamento barata e com poucos efeitos adversos. 1sso exposto, entender como a EETNV
atua no tratamento de COVID-19 se torna importante como uma possivel ferramenta néo

invasiva no tratamento desses individuos. A hipotese deste estudo € que a EETNV ira
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diminuir processo inflamatério de pacientes com sequela de COVID-19, principal
caracteristica dessa patologia.

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da estimulacéo ndo invasiva do nervo vago na inflamacéo e evolugéo

clinica dos pacientes com COVID-19.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos de 14 sessdes de estimulacdo nao invasiva do nervo vago nos niveis
plasmaticos das citocinas IL-6, IL-10, além de cortisol e Proteina C reativa quantitativa
(PCR) de pacientes com COVID-19.

Avaliar a evolugdo clinica dos pacientes pré, pos sessdes de estimulacdo ndo invasiva

do nervo vago, e ap6s 7 e 14 dias ap6s o término das intervencdes.

Avaliar o nivel de ansiedade e depressao pré, pés sessdes de estimulacdo ndo invasiva

do nervo vago, e apds 7 e 14 dias ap0s o término das intervencgdes.

Avaliar o nivel de memoria e atencédo pré, pos sessdes de estimulagcdo ndo invasiva
do nervo vago, e apos 7 e 14 dias apds o término das intervengbes e com acompanhamento

mensal no periodo de seis meses.

3. METODOLOGIA
3.1 Desenho do estudo
Trata-se de um ensaio clinico controlado por sham, randomizado, cego (participante),

realizado no Hospital Lydia Storopoli, localizado na Universidade Nove de Julho — Campus
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Vergueiro- S&o Paulo- Brasil. O protocolo seguiu as normas estabelecidas pelo Consolidated

Standards of Reporting Trials (CONSORT) (figura 2).
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Figura 2. Fluxograma do estudo

Aspectos éticos

O protocolo deste estudo segue as normas estabelecidas na Resolugéo 466/12 do

Conselho Nacional de Saide (CNS). Durante a triagem os participantes elegiveis receberam

instrugdes sobre o estudo e apos serem informados da finalidade e dos aspectos pertinentes

ao projeto, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A),

podendo retirar-se da pesquisa em qualquer momento, sem penalizagéo.
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O projeto foi submetido ao Comité de Etica da Universidade Nove de Julho
(46699521.5.0000.5511) localizado em na cidade de Sdo Paulo, Brasil e registrado no
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (RBR-399t4(g5).

3.2 Recrutamento e selecdo da amostra

A amostra deste estudo foi de 52 individuos com diagndéstico confirmado de COVID-
19 internados no Hospital Professora Lydia Storopolli da Universidade Nove de Julho — Séo

Paulo- Brasil, de acordo com os critérios de elegibilidade.

3.3 Tamanho da amostra

Para o célculo da amostra foi considerada, diferenca da IL-6 pds e a pré intervencédo
com EETNV deste estudo piloto com 21 participantes (11 em grupo controle 10 em grupo
experimental). Foi considerado um intervalo de confianga de 80%, a de 5%, com valor de
p<0,05. O célculo amostral foi realizado por meio do Software GPOWER3. Usando esses
parametros, o calculo da amostra resultou em um tamanho de amostra de 52 participantes

(26 por grupo).

3.4 Critérios de Elegibilidade
Critérios de inclusao:

o Diagndstico confirmado de COVID-19 moderado e grave (4) e recém
internados no hospital, com inicio dos sintomas entre 1 e 10 dias;

o Pacientes maiores de 18 anos;

o Poderiam estar recebendo oxigénio suplementar, ventilacdo ndo invasiva, mas

sem estar intubado durante avaliagao inicial;
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o Estarem contactuantes para poder entender o tratamento que seria aplicado e

assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A);

Critérios de ndo inclusao:

o Uso de implante coclear ou marcapasso cardiaco;
o Estar intubado ou usando equipamentos de auxilio ventilatorio que impeca a
estimulacdo.

As informagBes como dados demograficos, historico de salde, comorbidades,
medicamentos em uso, além dos parametros especificos referentes a COVID-19, incluindo
exames sanguineos, exames de imagem, tempo da doenca foram obtidos por meio de analise
de prontuario por um dos pesquisadores responsaveis. Apés o término do tratamento, caso o
paciente estivesse de alta hospitalar, ele foi contactado via telefone para obter informacoes

sobre o seu estado de saude. O nome do paciente foi mantido em sigilo.

3.5 Procedimentos

Os participantes do estudo foram avaliados quanto ao seu perfil inflamatério
(mediadores inflamatorios), quadro clinico, nivel de ansiedade e depressdo e nivel de
memoria e atencdo. Os participantes foram randomizados por meio do site

www.randomizer.org, em dois grupos: experimental (EETNV ativa) ou controle (EETNV

sham). Os participantes eram cegos quanto ao tipo de tratamento.

3.6 AvaliacOes

Os participantes foram avaliados pré e pés 7 dias de intervenc6es quanto ao seu perfil
inflamatdrio e quadro clinico. Estes pacientes foram acompanhados durante 6 meses, sendo

que no 7° e 14° dias ap6s o término das intervencdes foram coletadas informag@es sobre seu


http://www.randomizer.org/

34

quadro clinico e nivel de ansiedade e depressdo e durante 6 meses (1 vez ao més) foram

coletadas informagdes sobre o nivel de memoria e atencdo. Conforme figura 3 abaixo:

Pré-intervengdo | Pés-intervengio Follow up 7 dias Follow up 14 dias Follow up 1 a 6 meses

Interleucina 6

Interleucina 10

Proteina C-reativa

Cortisol

Sintomas da Covid 19

Depressao e ansiedade

Atencio e memoria

Figura 3: Linha do tempo do estudo

3.6.1 Perfil inflamatdrio

O perfil inflamatorio foi avaliado pela analise dos niveis plasmaticos da Interleucina-
6 (IL-6), Interleucina-10 (IL-10), Cortisol e Proteina C reativa (PCR). Para isso a amostra
de sangue, 15 ml, de cada paciente foi coletada por profissional da enfermagem por meio de
puncéo da veia e armazenada em tubo contendo inibidor de protease e EDTA, em seguida
foi centrifugada a 3000 rpm, durante 15 min a 4°C. O plasma resultante foi transferido para
tubos de micro centrifuga (1,5ml) e armazenados a -80°C, posteriormente essa amostra foi
enviada para anélise dos marcadores inflamatorios em laboratorio especializado em anélise
das IL-6, IL-10, PCR e cortisol. O método de andlise de IL-6, IL-10 e cortisol foi 0 método
ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sobent Assay) e o Imunoensaio Competitivo
Quimioluminescente seguindo as recomendacdes do fabricante. Nefelometria (Dade-

Behring N High Sensitivity PCR) foi utilizada para determinar a PCR.

As amostras de sangue foram obtidas sempre no periodo da manh, no primeiro dia

pré intervencao e no oitavo dia apds o término das intervencdes.
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3.6.2 Quadro clinico

Para avaliar o quadro clinico do paciente foi aplicado um questionario (APENDICE
B) elaborado pelos pesquisadores e uma escala para verificar o nivel de ansiedade e
depressdo (ANEXO 1) (59), pré e apos intervencdes com EETNV. Estes questionarios foram
reaplicados 7 e 14 dias do término das intervencdes. Além de uma escala para o nivel de
memoria e atengdo (60) aplicada 7 e 14 dias apds a intervencdo e acompanhamento mensal,

durante 6 meses.

3.6.3 Questionario do quadro clinico

Este questionério foi elaborado pelos pesquisadores, o qual continha uma lista de
sintomas clinicos da COVID-19, como previamente descritos por BONAZ et al.(52), como
fraqueza muscular, fadiga, dispneia, anosmia, ageusia, visao turva, conjuntivite, zumbido,
dor de cabecga, dor nas articulagdes, dor nos membros superiores, dor nos membros
inferiores, dor no peito, tosse, queda de cabelo, dermatite, febre, confusdo mental, perda de
memoria, depressao, panico, ansiedade e diarreia. O participante deveria responder quais
destes sintomas ele apresentava no momento da entrevista e deveria informar a intensidade

destes, que poderia ser nenhum (N), leve (L), moderada (M) ou acentuada (A).

Este questionario foi aplicado pré e p6s-intervencdo com EETNV e apds 7 e 14 dias

do término das intervencgdes.
3.6.4 Escala de Nivel de Ansiedade e Depressdo (HAD)

Para avaliar o nivel de ansiedade e depressdo foi utilizada a Escala de Nivel de
Ansiedade e Depressao (Hospital Anxiety and Depression -HAD)(61), que € composta por
14 questdes, sendo sete questdes destinadas para ansiedade e sete para depressdo. A
pontuacgéo varia de 0 a 3 para cada pergunta totalizando 31 pontos. Os resultados poderia
ser: improvavel (0-7 pontos), possivel — questionavel ou duvidosa (8-11 pontos) e provavel
(12-21 pontos) (Anexo I).
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A escala foi aplicada ao paciente pré e p6s término das intervencées com EETNV e
apos 7 e 14 dias do término das intervengdes.

3.6.5 Nivel de Memoria e Atencéo

O nivel de memdria e atencéo foi verificado por meio de um questionario composto
por duas perguntas sobre como esta a memoria e atencdo apds terem contraido a COVID-
19, com sete respostas possiveis: 1) Muito melhor; 2) Melhor; 3) Um pouco melhor; 4) Sem
mudanca; 5) Um pouco pior; 6) Pior e 7) Muito pior. Trata-se de uma versdo adaptada, pelos

autores, da Impresséo Clinica Global (Clinical Global Impression — CGI)(60).

O questionério foi aplicado ap6s 7, 14 dias da intervengdo e mensalmente no periodo
de seis meses do término das intervencdes com EETNV, pessoalmente ou por meio de

contato telefonico (quando o paciente ja se encontrava de alta hospitalar).

3.7 Intervenc0es

As sessdes de estimulacdo do nervo vago foram realizadas se autorizadas pelo
meédico (ou equipe médica) responsavel no dia e periodo, a fim de ndo aumentar riscos de
interferéncia com a conduta vigente no momento. Essa estimulacdo foi aplicada por um
fisioterapeuta formado, com experiéncia em atendimentos a pacientes e conhecedor da rotina

de um hospital.

As intervencdes foram realizadas durante a internacdo dos pacientes. Para tanto, um
fisioterapeuta se dirigiu ao leito do paciente e posicionou o equipamento de ETTNV ativa
ou estimulacdo sham. As sessdes de estimulacdo tinham duracdo de 90 minutos e ocorreram
em dois periodos diarios (manha e tarde/noite), com intervalo entre 6 e 8 horas entre cada

estimulo, durante 7 dias consecutivos, totalizando 14 sessGes de estimulacéo.

A ETTNV foi realizada por um estimulador elétrico neuromuscular transcutaneo
multifuncional, modelo Dualpex 071 da Quark Produtos Médicos - Registro ANVISA n°:
80079190022, sobre o tragus esquerdo, local anatbmico humano onde existe distribui¢des



37

cutaneas do nervo vago aferente (Figura 4) do lado esquerdo, considerado mais seguro (37)
e outro sobre a clavicula do lado esquerdo (eletrodo de referéncia). Com eletrodos flexiveis
redondos e adesivos para eletroestimulagdo, tamanho 15mm, com corrente alternada
variando de 25 Hz a 5 kHz, por série de ondas senoidal, com largura de pulso de 1 ms (62)
e intensidade ajustada entre 3 mA a 7mA (63) com base na tolerancia do paciente e que néo

provocasse dor e nem contragdo muscular.

A

Figura 4: Local de estimulagio do nervo vago -1: Area do ramo auricular do nervo vago,

2: Clavicula esquerda. Fonte: reprodugéo pessoal.

Intervengéo Sham



38

Para a estimulagéo Sham foi utilizado o0 mesmo equipamento utilizado paraa EETNV
e 0 mesmo protocolo, no entanto, o equipamento permaneceu desligado durante o periodo

do estudo.

4. ANALISE DOS DADOS

Os desfechos primérios foram alteragcdes nos biomarcadores inflamatérios (PCR, IL-
6, IL-10 e cortisol) desde o inicio até o ultimo dia de estimula¢do. Os desfechos clinicos
(ansiedade, depressdao, CGIl-memoria, CGl-atencdo) foram considerados desfechos
secundarios. As caracteristicas basais foram relatadas com estatistica descritiva para cada
grupo. Foram utilizados testes bicaudais em todas as andlises. Utilizou-se o nivel de
significancia de 0,05 e a analise por intencdo de tratar (ITT). Para 0 manejo dos dados
faltantes, utilizou-se o método da ultima observacdo realizada (LOCF). A suposicdo de

normalidade foi testada por meio de histogramas e teste de Shapiro-Wilk.

Primeiramente, foi pardronizado as alteracbes dos marcadores inflamatérios por

valores basais usando a seguinte férmula:

_ ) . (P6s — tratamento — Valor basal)
% alteracdo de marcador inflamatério = ~ x 100
P@s tratamento

Em seguida, foi implementado modelos lineares generalizados com fungéo de
identidade para testar a mudanca nos desfechos entre os grupos (p6s-tratamento — linha de
base). Identificamos fatores desbalanceados no inicio do estudo (estado vacinal, escore de
ansiedade, sexo e indice de massa corporal), portanto, foram incluidas essas variaveis como
covaridveis para ajuste. As estimativas de Durbin-Watson e os valores de distancia de Cook
foram utilizados para a analise de diagnésticos de regressdo, como autocorrelacao residual e
casos influentes. A normalidade dos residuos foi avaliada por meio de graficos QQ. Foi
verificado visualmente o pressuposto de homocedasticidade plotando os residuos contra 0s
valores previstos. Nesta analise exploratoria, ndo foi realizado correcdo para comparagoes
maltiplas para diminuir o risco de erros tipo Il, porém foi minimizado o numero de

comparagBes multiplas seguindo uma lista predefinida de desfechos. Todas as analises foram
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realizadas using R version 4.2.0. As Equacdes de Estimacdo Generalizada analisaram dados
de CGI de memoria e CGI de ateng¢do. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

5. RESULTADOS

Oitenta e quatro pacientes foram selecionados para o estudo e 9 foram excluidos por
terem sido entubados antes da avaliacdo inicial (n=2) a apresentaram PCR negativo (n=9),
restando 75 pacientes que foram randomizados para grupo experimental (ETTNV ativo,
n=45) e grupo controle (ETTNV sham, n=30). A anélise dos marcadores inflamatorios foi
realizada para 52 pacientes que completaram o tratamento, porém o follow-up realizado foi
realizado em 20 pacientes no grupo experimental e 20 pacientes no grupo controle.

As caracteristicas dos pacientes estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Dados demograficos e clinicos

EETNV ativo EETNV sham Total
(n=26) (n=26) (n=52)
Idade [média (DP)] 53,12 (17,24) 57,38 (16,44) 55,25 (16,82)
Masculino (%) 16 (61,5) 10 (38,5) 26 (50,0)
Totalmente vacinados (%) 21 (80,8) 15 (57,7) 36 (69,2)

Peso [média (DP)] (kgs) 83,27 (13,20) 85,69 (17,03) 84,48 (15,13)
Altura [média (DP)] (m) 1,66 (0,08) 1,67 (0,07) 1,66 (0,07)
IMC [média (DP)] 29,79 (4,22) 31,21 (5,79) 30,50 (5,07)

Tempo de acometimento

[média (DP)] (dias) 7,62 (2,06) 7,96 (2,71) 7,79 (2,39)
Ansiedade [média (DP)] 8,00 (3,51) 5,54 (3,37) 6,77 (3,63)
Depressao [média (DP)] 4,65 (4,02) 3,15 (3,03) 3,90 (3,60)

FC [média (DP)] 83,04 (13,08) 80,04 (16,11) 81,54 (14,61)
PAS [média (DP)] 124,31 (17,29) 126,65 (28,95) 125,48 (23,64)

PAD [média (DP)] 7758 (9,60) 7512 (12,34) 76,35 (11,02)
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Legenda: Resultados expressos em média e desvio padrdo, variaveis categdricas expressas
em porcentagem.(EETNV): Estimulacéo elétrica transcutanea do nervo vago; (kgs):
quilogramas; (mts): metros; (IMC): indice de massa corpérea; (FC): frequéncia cardiaca;

(PAS): pressdo arterial sistolica; (PAD): pressdo arterial diastdlica.

Na tabela 1 é possivel observar que ndo houve diferenca em relacdo as caracteristicas
da COVID-19 e dados demograficos entre o grupo ativo e sham, além de apresentar no grupo
sham individuos mais jovens, com menor quantidade de homens.

Os voluntérios foram continuamente medicados para reduzir os sintomas de COVID-
19 durante esta pesquisa e, portanto, ndo receberam apenas o tratamento EETNV. Na tabela
2 héa informacdes sobre o tratamento médico em uso durante o estudo para ambos 0s grupos.

Né&o ha diferenca significativa entre eles.

Tabela 2. Medicagdes utilizadas no tratamento de COVID-19.

Medicacéo EETNV ativo n(%) EETNV sham n(%) Valor de p
Antibidticos 23 (88,5) 20 (76,9) 0,23
Anti-inflamatério ndo 18 (69,2) 12 (46,2) 0,09
esteroidal

Corticosteroides 25 (96,2) 24 (92,3) 0,54
Anticoagulantes 25 (96,2) 21 (80,8) 0,07
Anti-hipertensivos 26 (100,0) 21 (80,8) 0,08
Broncodilatadores 13 (50,0) 8 (30,8) 0,16
Redutor 6 (23,1) 3(11,5) 0,3
Triglicerideos

Anti-histaminico 8(30,8) 1(3,8) 0,06
Anestésico 26 (100,0) 22 (84,6) 0,06
Drogas 3(11,5) 1(3,8) 0,29
antitireoidianas

Analgésico 17 (65,4) 12 (46,2) 0,16
Drogas 16 (61,5) 10 (38,5) 0,09
hipoglicémicas

Vasopressores 12 (46,2) 6 (23,1) 0,08
Drogas 26 (100,0) 10 (38,5) 0,001
Gastrointestinais *

Antipsicoticos 6 (23,1) 4 (15,4) 0,46
Expectorantes 2(7,7) 0(0,0) 0,17
Antidepressivos 3(115) 2(7,7) 0,63

Antifingicos 5(19,2) 1(3,8) 0,09
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Antiepiléticos 2(7,7) 0(0,0) 0,14
Antissépticos 1(3,8) 0(0,0) 0,30

Legenda: dados * laxantes, drogas contra flatuléncia ou inibidor de bomba de prétons.

EETNV: Estimulacao elétrica transcutanea do nervo vago.

Resultados de marcadores inflamatorios sdo obsevados na figura 5.
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Figura 5. Resultados da Proteina C-reativa (PCR) (A), Interleucina 6 (IL-6) (B), Interleucina
10 (IL-10) (C), Cortisol (D). (EETNV): Estimulacéo elétrica transcutanea do nervo vago.
Grupos: EETNV ativo (n=26), EETNV sham (n=26). *p<0,05

Na figura 5 é possivel observar uma diminuicdo significante dos niveis de PCR
(diferenca entre grupos = -23,88%, IC 95% -46,33768 a -1,434738, p = 0,038) e IL-6
(diferenca entre grupos = -37,68%, 1C 95% -57,63321 a -17,74353, p<0,001) no grupo ativo
em relacdo ao grupo sham, ap6s o controle por fatores desequilibrados no inicio do estudo
(sexo, IMC, vacinagdo e ansiedade). Nao foram encontradas alteragdes em relacdo a IL-10
e cortisol.

Na Figura 6 estdo apresentados os resultados da quantidade de participantes que

apresentaram sintomas clinicos relacionados a COVID19 dos grupos experimental (N=26)
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e controle (N=26), nos momentos pré (basal) e pos intervencao, e no follow-up de 7 e 14

dias ap0s o termino das intervencgoes.
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Figura 6. Resultado do quadro clinico do grupo EETNV ativo (n=26) e EETNV sham

(n=26) no pré (A), pés-intervencdo (B), follow up de 7 dias (C) e follow up de 14 dias (D).

EETNV: Estimulacdo elétrica transcutanea do nervo vago.

E possivel observar na figura 6, que os sintomas clinicos mais frequentes na condic&o

pré-intervencao para grupo controle foram tosse, dispneia, enxaqueca, ageusia, fadiga e

fraqueza muscular e para o grupo experimental foram tosse, dispneia, fadiga e fraqueza

muscular.

No pos-tratamento houve uma diminuigdo dos sintomas clinicos em ambos os

grupos, mas em comparacdo ao basal o grupo experimental apresentou mais participantes

com sintomas clinicos, sendo eles a tosse, dores nos membros inferiores, fadiga e fraqueza

muscular e para o grupo controle apenas a tosse.
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No follow-up de 7 dias houve um aumento dos sintomas clinicos em ambos os
grupos, sendo os sintomas clinicos mais frequente no grupo experimental os de dores nos
membros inferiores e superiores, fadiga e fraqueza muscular e no grupo controle com tosse,
dores nos membros inferiores, fadiga e fraqueza muscular. Ambos os grupos nao relataram

diarreia e no grupo experimental ndo houve relato de febre.

No follow-up de 14 dias houve uma diminuicdo dos sintomas clinicos, sendo mais
frequente no grupo experimental os de confusdo mental e fadiga e no grupo controle dores
nos membros inferiores, fadiga e fraqueza muscular. Em ambos os grupos houve um
aumento no sintoma de diarreia em comparacdo ao 7 dia, e ndo houve relato de febre em

ambos 0S grupos.

O numero de participantes que responderam ao questionario no baseline foram 26
para o grupo experimental e 26 para o grupo controle, no entanto, apds a intervencéo houve
uma reducdo de participantes que puderam responder, 20 por grupo, pois 12 deles evoluiram
para quadro de inconsciéncia devido a intubacdo. No follow-up de 7 dias, 39 participantes
(19 grupo experimental e 20 grupo controle) concluiram a avalia¢do, 5 pacientes do grupo
experimental e 4 do grupo controle encontravam inconscientes e 4 (2 cada grupo) evoluiram
para Obito; ja no follow-up de 14 dias, 40 participantes (20 cada grupo) concluiram a
avaliacdo de quadro clinico, 4 pacientes do grupo experimental e 2 do grupo controle
estavam inconscientes e 6 evoluiram para 6bito (2 do grupo experimental e 4 do grupo
controle). Os participantes do presente estudo passaram mais de 1 semana internados, no
grupo experimental apresentaram de 8 a 83 dias com uma média de 19 dias de internacgéo e
no grupo controle apresentaram de 7 a 23 dias com uma média de 13 dias de internacdo, em
ambos os grupos foram relatadas alguma sequela pds COVID-19. Esses resultados foram
relatados via contato telefénico, os participantes alegaram um aumento de fadiga com mais
facilidade, dores em MMII, memoria e atencdo prejudicas, queda de cabelo acentuados,
apresentaram problemas renais e articulares (atrofia muscular), alguns pacientes ex-
tabagistas apresentam dificuldade para respirar e fizeram uso de oxigénio quando necessario,
inicio de quadro de labirintite acentuada, piora do quadro agudo de catarata, 1 paciente

apresentou delirio pés COVID-19.
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Em relacdo ao numero de 6bitos de cada grupo, observamos uma proporgéo igual
entre 0s grupos com 5 @bitos no grupo experimental, com média de idade de 64 anos, e 6
Obitos no grupo controle, com média de idade de 69 anos. Todos os participantes que

evoluiram para 6bito tinham comorbidades e estavam em estado critico da doenca, e



intubados, sendo a causa das mortes relatadas como infeccdo por COVID-19.

E possivel observar o nivel de ansiedade e depresséo na tabela 3.

Tabela 3. Resultado de ansiedade e depressédo nos pacientes com COVID-19.

EETNV ativa (N=26) EETNV sham (N=26)
Variavel Pré Pos Alteracdes Diferenca Pré Pos Alteracbes  Alteracgdes Diferenca P
ajustadas ajustada brutas ajustadas ajustada entre
dentro do entre dentro do dentro do grupos ##
grupo grupos # grupo grupo #
Ansiedade  8.00+3.51 530376  -2.70+4.34  2.49+458  554+337 4.70+458  -1.00£3.66  -1.21+4.58 ‘ 4_;)19',217_ 53) 0.363
Depressio 4651402 4004503  -0.95:¢379  -183+422  3.15:303 305:380  0.15:356  1.03+4.22 s e y7y 0081
Legenda: Dados expressos em média e desvio padrdo. EETNV: Estimulagdo elétrica transcutanea do nervo vago. Comparacao dos efeitos

brutos e ajustados do tratamento para variaveis desbalanceadas no inicio do estudo (estado vacinal, escore de ansiedade, sexo e indice de

massa corporal) para ansiedade e depresséo.
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Foram considerados 40 participantes para a analise do nivel de atencdo e memdria
em 7 dias, 14 dias, 30 dias, 60 dias, 90 dias, 120 dias, 150 dias e 180 dias pds sessdes sendo
20 do grupo ativo e 20 do grupo sham. Foram excluidos cinco participantes por 6bito e um
participante por falta de contato do grupo experimental e seis participantes por 6bito do
grupo controle. A tabela 4 mostra os resultados dos niveis de atengdo e memoria.

Tabela 4. Resultados de memoria e atencdo dos pacientes com COVID-19.

Memoria

EETNV ativo EETNYV sham p
Dias
7 dias 4.15+0.334 4.05+0.334 0.833
14 dias 3,95+0.034 4.10+0.334 0.751
30 dias 4+0.334 3.54+0.334 0.290
60 dias 3.45+0.334 3.75+0.334 0.526
90 dias 3.1+0.334 3.9+0.334 0.091
120 dias 3.4+0.334 3.85+0.334 0.341
150 dias 4.05+0.334 3.85+0.334 0.672
180 dias 4.15+0.334 3.95+0.334 0.672
Atencao
Dias
7 dias 3.910.34 3.85+0.34 0.917
14 dias 3,9+0.34 3.7+0.34 0.677
30 dias 3.85+0.34 3.5+0.34 0.466
60 dias 3.55+0.34 3.6+0.34 0.917
90 dias 3.35+0.34 3.75+0.34 0.405
120 dias 3.6+0.34 3.8+0.34 0.677
150 dias 4.25+0.34 3.75+0.34 0.298
180 dias 4.3+0.34 3.65+0.34 0.176

Legenda: Valores expressos em média e desvio padrdo. EETNV: Estimulacdo elétrica

transcuténea do nervo vago.

Foi observado na Tabela 4 que ndo houve diferenca estatisticamente significativas
apos o tratamento para 0s grupos ativo e sham em nenhum dia coletado de nivel de atengéo

e memoria.

6. DISCUSSAO
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O presente estudo teve como objetivo verificar a atuacdo da EETNV na inflamacao
e evolugdo clinica em pacientes com COVID-19. Foram observadas diminuicéo
significativa de PCR e IL-6, além de diminuicdo nos niveis de depressao no grupo ativo, sem
apresentar efeitos significativos para IL-10, cortisol, evolucdo da condicéo clinica e niveis
de atencdo e memoria.

A neuromodulacdo pode ser uma ferramenta utilizada nos pacientes com COVID-
19: na reducdo de inflamagdo com a estimulacdo de areas de regulacdo do sistema anti-
inflamatdrio e/ou autondmico, prevencdo de neuro inflamagéo e recuperacdo do sistema
respiratdrio; melhora do sistema musculoesquelético e fadiga; reabilitacéo fisica e cognitiva;
tratamento de transtornos psicoldgicos exacerbados pelo estresse relacionado com a
pandemia (20).

Foi hipotetizado por Bonaz, Sinniger e Pellisier (52) que direcionar a via anti-
inflamatoria colinérgica (VAC) com EETNV pode ser um possivel tratamento para pacientes
com COVID-19 como efeito anti-inflamatorio via eferente do nervo vago com liberacdo de
acetilcolina que atua nos neurénios intrinsecos do sistema nervoso entérico e estimula
liberacdo de citocinas como a IL-1p, IL6 ¢ TNF, principalmente em pacientes com COVID-
19 graves. A diminuigéo da inflamag&o exacerbada encontrada nesses pacientes atenuaria a
gravidade da doenca e a EETNV como terapia complementar pode aliviar disfungéo
organica e melhorar o quadro clinico nessa enfermidade (64).

O virus SARS-CoV-2 acessa 0 SNC via nervos periféricos, como 0s nervos vago e
olfatdrio, acessando os receptores ECA2, liberando citocinas, aumentando a atividade
simpatica, levando a condicdo inflamatoria. A estimulacdo do nervo vago na orelha pode
neutralizar essa condicdo. A presenca do virus no tronco cerebral, mesmo sem apresentar
infeccdo pulmonar, induz a uma disfuncdo neuronal que pode estar associada a um
desequilibrio autondmico induzido pela reducéo de liberacdo de acetilcolina e catecolamina
na periferia (20). A ETTNV é capaz de atuar na lesdo pulmonar aguda por meio da regulacao
do desequilibrio do sistema nervoso autdbnomo pela presenca de baixa atividade
parassimpatica e alta atividade simpatica e atuando pela VAC, por meio de a7nAChR para
prevenir a lesdo pulmonar (52)

O uso de EETNV na inflamacdo ainda encontra-se em debate, porém ha algumas
teorias da atuacdo desta em 3 vias: 1) via hipotalamica-pituitaria-adrenal, ativada pelos
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estimulos pro-inflamatérios, liberando glicocorticoides inibindo as citocinas; 2) via
colinérgica anti-inflamatdria, pela via eferente vagal que libera acetilcolina, suprimindo
assim o sistema inflamatorio pelos receptores muscarinicos ¢ pelo receptor vagal o7n-
acetilcolina dependente (a7nAChR), que induz a sintese de citocinas, TNF-a pelo sistema
anti-inflamatorio colinérgico; 3) via esplénica vagal anti-inflamatoria, a qual o nervo vago
inibe a producéo de TNF-a pelos macrofagos esplénicos, essa via utiliza a norepinefrina que
se liga ao receptor B2 dos linfocitos T esplénicos, liberando acetilcolina que interage com
a7nAChR dos macréfagos que inibe liberagao de TNF-a (65).

Os sintomas clinicos como febre e dispneia apresentaram associagdo significativa
com a severidade da COVID-19, além de altos niveis de proteina C reativa, ao contrario da
tosse, ndusea, dor de cabeca e garganta, expectoracdo, diarreia, mialgia e fadiga que néo
apresentaram associacdo com a COVID-19 severa (19).

Foi observado por Koopman et al. (66) diminuicdo de TNF e IL-6 em pacientes com
artrite reumatoide, os niveis séricos desses elementos inflamatérios diminuiram com a
estimulacdo invasiva do nervo vago. Esses achados sdo importantes para pacientes com
COVID-19, uma vez que os niveis de IL-6 se encontram aumentados.

Em estudo de Staats et al. (67) houve relato de dois estudos de caso que houve
melhora dos sintomas de COVID-19 com o uso de estimulagéo transcutanea cervical, mesmo
que os pacientes tratados apresentaram comorbidades, ambos ndo evoluiram para piora da
doenca. Apresentando, dessa forma, diminuicdo do uso de medicacdo hospitalar, porém
niveis séricos de marcadores inflamatdrios ndo foram avaliados.

Em nosso estudo houve diminui¢do de IL-6 e PCR no grupo ativo, estes sdo
considerados biomarcadores validos para orientar a gravidade e provavel progressdo da
COVID-19. Niveis elevados de PCR (>40mg/mL) sdo preditivos de doenga grave e
mortalidade, enquanto niveis mais baixos estdo associados a menor risco de progressdo da
doenca (68,69).

Diminuigdo dos niveis de IL-6 foram encontrados em estudo de Boezaart e Botha
(53) que trataram dois pacientes com COVID-19 em estagio 3, ou seja, apresentaram
pneumonia viral, porém um dos pacientes avaliados foi tratado com injecéo de esteroides,

portanto ndo e possivel afirmar que a diminuicdo de IL-6 se deu pelo uso de EETNV, em
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contrapartida o outro paciente avaliado ndo teve 0 mesmo tratamento e apresentou
diminuigéo de IL-6.

Em estudo de Tornero et al. (70) que realizou estimulacdo ndo invasiva do nervo
vago cervical em pacientes com COVID-19 com protocolo de estimulacdo 3 vezes ao dia
por dois minutos (bitateral) utilizando o aparelho Gamma Core Sapphire™, observaram
diminuicdo de niveis de PCR, procaciltonina e Ddimero, este ultimo sem apresentar
diminuicdo significativa, em nosso estudo foi observado diminuicdo de PCR, porém outras
variaveis ndo foram avaliadas.

Em nosso estudo, ndo houve alteracéo dos niveis de IL-10, esse achado ¢ esperado,
uma vez que a IL-10 atua nas células imunoldgicas de mondcitos e macréfagos do IL-10R1
e IL-10R2 pelo STAT-3 levando a diminuicdo de sintese de citocinas como TNF, IL-1B1,
IL-6, IL-8 e quimiocinas, ou seja, IL-10 tem papel importante de inibir citocinas
inflamatodrias e liberacdo e sintese de quimiocinas, mesmo papel esperado pela atuagdo da
EETNV (62). Talvez a EETNV néo tenha interagdo com IL-10, pois a acetilcolina ndo atua
na liberacdo de IL-10, dessa forma a EETNV ndo altera IL-10, portanto a diminuicdo de
TNF ndo esta associada a esse mediador inflamatdrio (71). Os mesmos achados foram
encontrados em estudo de Lerman et al. (62) que verificaram os efeitos da EETNV em grupo
ativo e sham nos niveis inflamatorios em pessoas saudaveis.

A COVID-19 promove uma disfun¢@o cognitiva, promovendo uma “névoa mental”
ou brain fog que leva a perda de memdria, falta de atencdo e concentracdo pobre ou
desorientacdo, que segundo Hassani et al. (72) pode ser causada por toxemia, desordens
metabdlicas e hipdxia durante a infec¢do que leva a infecgdo toxica encefalopatica. Dessa
forma, hipotetizamos que a EETNV melhoraria a atencdo e memdria dos pacientes com
COVID-19, pois em estudo de Sun et al. (73), a estimulacdo do nervo vago foi capaz de
melhorar 0 mecanismo de atencdo e memoria em pacientes com epilepsia, provavelmente
relacionado com a liberacdo de norepinefrina, a qual a estimulacéo ativa os neurdnios de
locus coerulus. Alem de ter sido relatado por Rosso et al. (65) que apresentaram melhora no
nivel de memoria e atencdo, com modelo proposto de interagcdo entre 0 nervo vago-
neurotrofina no cérebro moduladas pelas EETNV estimulando o fator de crescimento do

nervo e do fator neurotrofico derivado do cérebro (52).
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Foi observado em estudo de Mclntire et al. (74) que avaliaram a atengéo e fadiga em
individuos com privacédo de sono de 24 horas, utilizando estimulac&o do nervo vago cervical,
observaram que houve menor diminuicdo da atencdo no grupo ativo em comparagdo ao
grupo sham, porém ndo encontramos alteracdo de memoria e atencdo em nos individuos do
presente estudo.

Em relacdo aos niveis de depressdo e ansiedade, houve uma diminuicdo apos a
EETNV para ambos os desfechos, porém de forma significante apenas para a depressdo no
grupo experimental. Johnson and Wilson(75) relatam em uma revisdo sistematica que a

EETNV é capaz de diminuir os sintomas de ansiedade e depressao.

Do que se trata a depresséo, existe uma relacdo entre esta e a inflamacgéo, tornando-
se um ciclo vicioso, uma vez que a depressdo promove a inflamagéo e vice-versa (76). Foi
observado que o estresse e depressdo apresentam respostas exacerbadas de inflamacéo e

desregulacdo imunoldgica (62), com aumento de niveis séricos de IL-6 ¢ IFNy (77).

A estimulacdo do nervo vago tem sido utilizada para pacientes depressivos,
substituindo ou integrando o uso de medicacdes (65) aprimorando a cognicdo (77).

Rosso et al. (65) em revisdo relatam que ha uma desativacéo significante medial pré-
frontal/limbica seguida de terapia de estimula¢do do nervo vago ou uso de antidepressivo.

O uso de estimulagdo ndo invasiva do nervo vago cervical bloqueou respostas
inflamatdrias e a raiva subjetiva em pacientes com individuos com estresse pds traumatico,
isso se da pela estimulacdo do NTS que se estende ao locus coerulus e ao hipotalamo, areas
importantes na hiperexcitacdo simpatica, além de areas como a amigdala que esta associada
ao medo e além disso ao cortex pré-frontal medial cingulado anterior, que esta envolvido a
extincdo do medo e na resposta neuro-humorais periféricas ao estresse, dessa forma a
diminuicdo de picos de IL-6 e IFNy beneficiaria sintomas da inflamacdo bem como
melhorariam a saude mental. O aumento de IL-6 e IFNy estdo relacionados com diminuigdo
de triptofano, precursor da serotonina, importante neurotransmissor associada a depressao
(77). Dessa forma, diante destes resultados, € possivel inferir que a EETNV também pode
utilizada no processo depressivo de pacientes hospitalizados com COVID-19, uma vez que

essa terapia foi aprovada em 2005 para o tratamento de depresséo(36).
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As condicBes de saude foram avaliadas em forma de questionarios e escala as quais
continham perguntas relacionadas aos sintomas da COVID-19, como descritos previamente
por BONAZ et al. (52).

Né&o encontramos diferenca entre os grupos com relacao a melhora dos sintomas ap6s
a EETNV, no entanto, estudo de STAATS et al.(67) relataram 2 casos de pacientes com
COVID-19 que receberam estimulacdo do nervo vago e que relataram diminuicdo dos
sintomas de tosse, dor no peito, dispneia e uma boa capacidade de limpar os pulmdes apos a
estimulacdo; TARN et al.(78) avaliaram os efeitos da ENV na fadiga e respostas imunes em
pacientes com sindrome de Sjogren primaria, quinze mulheres participaram do estudo, no
qual doze participantes tiveram uma melhora em seu nivel de fadiga e LAI et al. (79)
relataram numa revisdo que a nVNS cervical ¢ eficaz no alivio da dor aguda para enxagueca

e cefaleia.

No estudo de STRAUBE et al.(80) apresentaram 40 pessoas com enxaqueca crénica,
seguido por um periodo de tratamento de 12 semanas de grupos paralelos com 1 Hz ou 25
Hz, utilizando EETNV com o dispositivo NEMOS, a estimulagdo ocorreu na concha da
orelha externa, onde forneceram evidéncias de que o tratamento diario com EETNV

auricular ¢ eficaz para pessoas com enxaqueca cronica.

Um fator importante a ser mencionado € que os participantes ficaram mais de 1
semana hospitalizados, sempre acamados e com reducdo de movimentos, dessa forma este
pode ser um motivo de queixa ou de acentuagdo dos sintomas de dores nos MMSS, dores
nos MMII, dores nas articulagdes, fadiga e fraqueza muscular.

Sobre a evolucdo clinica, observamos que todos os participantes desde o inicio
utilizaram suporte ventilatério tais como cateter nasal, mascara ndo reinalante e helmet; 16
pessoas (7 do grupo experimental e 9 no grupo controle) evoluiram para intubacao
orotraquial (10T). Esse quadro da COVID-19 foi relatado previamente, quando comparada
com a infecgdo por Influenza, mostrando que a COVID-19 apresenta sintomas clinicos
semelhantes, mas com maior propor¢do de evolucdes para infeccbes graves e criticas,

exigindo oxigenoterapia e suporte ventilatorio (8).
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Fatores limitantes

Esse estudo ocorreu em ambiente hospitalar, uma vez que os pacientes foram tratados
com tratamentos diversos como medicacdo, suplemento de oxigénio, dentre outros, dessa
forma alguns resultados podem estar associados ao tratamento hospitalar e ndo somente a
EETNV.

7. CONCLUSAO
Com base nos resultados desse estudo, a EETNV pode reduzir niveis inflamatorios e
a depresséo em pacientes hospitalizados acometidos com COVID-19, o que é desejavel pois
na maioria dos casos uma inflamacéo pela infec¢do causa o dbito desses pacientes. Dessa
forma verificar se a modulacdo de marcadores inflamatérios nos pacientes de COVID-19

com EETNV necessitam de mais estudos.
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9. APENDICE

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
TCLE - Termo de Consentimento livre e esclarecido para Participacdo em

Pesquisa

Nome do participante:

Endereco:
Cidade: CEP:

Telefone(s) para contato:

E-mail:

1.Titulo do Trabalho Experimental: Efeito da estimulacdo do nervo vago na
inflamacédo, modulacdo autondmica cardiaca e evolucéo clinica dos pacientes com COVID-

19: estudo piloto

2.0bjetivo: Avaliar o efeito da estimulagdo do nervo vago (estimulo elétrico do
nervo localizado proximo ao ouvido externo) na inflamacdo, modulacdo autonémica
cardiaca (sistema do nosso corpo responsavel pelo controle do coracdo) e evolucdo clinica
dos pacientes com COVID-19.

3.Justificativa: A pandemia de COVID-19 afetou 0 mundo rapidamente infectando
muitas pessoas resultando em uma alta mortalidade. Por conta disso, especialmente no
Brasil, houve um impacto econdmico e na saude publica de grande proporcao. Desde entdo,
cientistas e profissionais da salde estdo procurando alternativas para reduzir esse impacto
por meio de técnicas e recursos ja conhecidos e pela busca de novos métodos de tratamento.
Embora a vacina ja seja uma realidade, ainda se faz necessario o aprimoramento de
tratamentos que visem reducdo de mortalidade e de sequelas dos pacientes infectados pela
COVID-19, garantindo melhor qualidade de vida ao contaminados. A técnica de estimulagdo
ndo invasiva (sem agulhas, sem cirurgias e sem medicamentos orais) do nervo vago
(estimulo elétrico do nervo localizado préoximo ao ouvido externo) para pessoas

diagnosticadas com COVID-19 pode ser um tratamento promissor. O nervo vago percorre
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do cérebro até o abdémen, podendo ser estimulado proximo a orelha onde ele tem muitas
ramificagdes. Tem vérias fun¢bes no nosso corpo, como regulacdo dos batimentos do
coracdo e da pressdo do sangue que circula no nosso corpo. O nervo vago também pode
interferir no sistema de defesa do nosso organismo, podendo auxiliar no processo de
inflamacdo. Portanto, o beneficio desta estimulacdo é que além de ter baixo custo, tem
mostrado eficcia na diminuicdo de processos inflamatorios, caracteristica principal da

doenca causada pela COVID-19
4. Procedimentos da Fase Experimental:

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo que tentard diminuir a
inflamacgéo que a COVID-19 pode trazer durante seu internamento no hospital. Ao
aceitar participar do estudo vocé ndo fard nada a menos do que seria seu tratamento
padrdo. Para responder os objetivos do estudo vocé podera ser sorteado para dois
grupos: o grupo tratamento tradicional e o grupo tratamento tradicional + estimulacéo
do nervo vago (estimulo elétrico do nervo localizado proximo ao ouvido externo).

Caso vocé seja sorteado para 0 grupo tratamento tradicional + estimulacdo do nervo
vago nos iremos nos encontrar 14 vezes. Os encontros acontecerdo pelo periodo de 90
minutos pela manha e 90 minutos a tarde/noite. Serdo 7 encontros consecutivos (2 pela
manha e 2 pela tarde/noite). Nossos encontros acontecerdo no seu préprio leito e vocé
recebera uma estimulacdo ndo invasiva (sem agulhas, sem cirurgias e sem medicamentos
orais) do nervo vago (nervo localizado préximo ao ouvido externo), onde sera posto um
adesivo (o eletrodo) e 0 equipamento de estimulacgdo. A intensidade da estimulacao sera
de acordo com a sua tolerancia (0,5 a 12 mA). Se vocé for sorteado para o tratamento
tradicional+ estimulacdo sham, vocé nao terd prejuizo em seu tratamento, pois todas
as medidas médicas ja conhecidas serdo tomadas para que vocé tenha a melhora do seu
quadro. A estimulagéo é apenas um acrescimo do seu tratamento e buscamos observar
se ela ird potencializar um tratamento ja conhecido, que é o tratamento médico
tradicional. As sessdes de estimulacdo do nervo vago serdo realizadas se autorizados pelo
médico (ou equipe médica) responsavel no dia e periodo, a fim de ndo aumentar riscos de

interferéncia com a conduta vigente no momento. Essa estimulacdo serd aplicada por um
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fisioterapeuta formado, com experiéncia em atendimentos a pacientes e conhecedor da rotina

de um hospital.

Em nosso primeiro e apds o ultimo encontro nds vamos avaliar, enquanto vocé
estd em repouso, os dados dos batimentos do seu coracéo por um periodo de 20 minutos,
medidas da pressao arterial sanguinea, por 10 minutos. N6s também vamos obter uma
amostra de sangue para verificar sustancias que indicam a inflamagdo. Nao sera
necessario que vocé faca exames de sangue extras. As informagdes sanguineas serao
obtidas a partir dos exames que vocé ja ira fazer em sua rotina hospitalar. Sera
solicitado que vocé responda no primeiro, oitavo e décimo quarto dia um questionario
para avaliar nivel de depresséo e ansiedade, que deve demorar aproximadamente 5 a

10 minutos para respondé-lo.

Apos 7 e 14 dias do término das 7 sessOes sera avaliada a sua evolucéo clinica
(os dias de internacao, evolugdo dos parametros clinicos e ocorréncia de desfechos), por
meio dos seus dados de prontuario e por meio de um questionario a ser aplicado
pessoalmente se ainda estiver internado ou por contato telefénico se tiver recebido alta

hospitalar (duracéo aproximada de 10 minutos).

As amostras de sangue serdo obtidas apenas para as andlises de substancias

inflamatorias deste projeto e ndo serdo armazenadas para estudos futuros.

5.Desconforto ou Riscos Esperados: Os riscos apresentados por esse estudo sao
baixos. Todos os testes e procedimentos sdo usados em varios estudos e bem tolerados. A
estimulacdo elétrica pode apresentar pequenos efeitos colaterais minimos como vermelhiddo
no local da estimulag&o, vocé sentira apenas um formigamento leve quando o equipamento
for ligado, significa que esta passando corrente, e a intensidade da corrente sera aplicada de
acordo com a sua tolerancia. Esse formigamento pode ir diminuindo ao longo da estimulagédo
tornando-se até mesmo imperceptivel. Vocé recebera estimulacdo no préprio leito. Durante
a medida dos batimentos cardiacos do seu coracdo vocé podera sentir um desconforto, pois
pediremos que vocé fique em repouso, sem conversar e sem se mexer bruscamente por 20
minutos, o que podera trazer uma sensacdo de aflicdo. Na medida da pressao arterial, a

bracadeira quando inflada pode apertar e trazer desconforto, mas a medida é breve e 0 aperto
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toleravel para a maioria das pessoas. As coletas de sangue para analise de alguns marcadores
da inflamacdo (substancias que dizem se ha presenca de inflamacéo) j& serdo parte de sua
rotina hospitalar, os cuidados serdo aqueles rotineiros do hospital, com pessoas da area da
salde treinadas para as coletas. O questionario sera aplicado enquanto estiverem presentes
no local apenas o pesquisador e vocé, de forma que evite que vocé fique constrangido em
responder a alguma pergunta diante de outros profissionais/pessoas néo envolvidas nesta

pesquisa. O seu nome e dados que possam te identificar serdo mantidos em sigilo.

6. Medidas protetivas aos riscos: Qualquer procedimento do estudo podera ser
interrompido caso voce se sinta desconfortavel e, em qualquer momento, queira parar.
Para o momento da estimulacdo ndo gerar desconforto, a intensidade da corrente seréa

aplicada de acordo com a sua tolerancia.

7. Beneficios da Pesquisa: Apesar de haver evidéncias que a estimulacdo do
nervo vago reduz o processo inflamatoério em outras doengas, até o presente momento
ndo ha evidéncias que provem o beneficio da estimulacio do nervo vago em pacientes

com COVID-19. Sendo assim, essa pesquisa ndo traz beneficios diretos para voce.

8. Métodos Alternativos Existentes: O controle da inflamacdo e variaveis cardiacas
para pacientes com COVID-19 sdo realizados por meio de medicamentos. Esses métodos
ndo serdo ignorados. O presente estudo propGe adi¢do de um método e ndo substituicao.

9. Retirada do Consentimento: Em qualquer momento do estudo vocé podera

suspender as atividades sob quaisquer motivos, ndo sendo penalizado por isso.

10. Garantia do Sigilo: Todos os dados obtidos ndo fardo mencdo ao seu nome,
garantindo total sigilo e anonimato. Os dados serdo armazenados em um banco de dados no
qual somente o pesquisador responsavel terd acesso. A divulgacdo dos resultados nao fara

mengéo a vocé e sim as suas respostas aos tratamentos.

11. Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da Participacdo na
Pesquisa: Vocé nédo receberd nenhuma compensacdo em dinheiro pela participacdo do

estudo. Da mesma forma a estimulagdo e os exames serdo oferecidos gratuitamente e 0s
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custos gerados por ele ficaram sob responsabilidade dos pesquisadores, ndo havendo

nenhum custo para vocé.

12. Local da Pesquisa: O estudo sera realizado no Hospital Lydia Storopoli, 2
subsolo da Universidade Nove de Julho — Campus Vergueiro localizado a Rua Vergueiro,
235/249 - Liberdade, S&o Paulo — SP.

13. Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e
independente, que deve existir nas instituicdes que realizam pesquisas envolvendo seres
humanos no Brasil, criado para defender os interesses dos participantes de pesquisas em sua
integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento das pesquisas dentro dos
padroes éticos (Normas e Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa envolvendo Seres
Humanos — Res. CNS n° 466/12 e Res. CNS 510/2016). O Comité de Etica é responsavel
pela avaliacdo e acompanhamento dos protocolos de pesquisa no que corresponde aos
aspectos éticos. Endereco do Comité de Etica da Uninove: Rua. Vergueiro n° 235/249 —
12° andar — Liberdade — S&o Paulo — SP CEP. 01504-001. Telefone: 3385-9010. E-mail:

comitedeetica@uninove.br

Horérios de atendimento do Comité de Etica: segunda-feira a sexta-feira — Das
11h30 as 13h00 e Das 15h30 as 19h00

14. Nome Completo e telefones dos Pesquisadores (Orientador e Alunos) para
Contato: Vocé podera entrar em contato com os pesquisadores em qualquer momento
que tiver davidas ou sentir necessidade de alguma informacéo, podendo utilizar
ligacBes (inclusive a cobrar), mensagens SMS ou até mesmo via Whatsapp. Os
pesquisadores responsaveis por esses estudo sdo: Profa. Dra. Fernanda Ishida de
Corréa (11) 97344-0380, Prof. Dr. Raphael Mendes Ritti Dias (19) 999406878 e Prof.
Dr. Jodo Carlos Ferrari Corréa (11) 999512523.

15. Eventuais intercorréncias que vierem a surgir no decorrer da pesquisa poderao

ser discutidas pelos meios proprios.

Sao Paulo, de de
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16. Consentimento Pos-Informacao:

Eu, , apos leitura e

compreensdo deste termo de informacao e consentimento, entendo que minha participacao
é voluntaria, e que posso sair a qualquer momento do estudo, sem prejuizo algum. Confirmo
que recebi uma via deste termo de consentimento, e autorizo a realizacdo do trabalho de

pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos somente neste estudo no meio cientifico.

Assinatura do Participante ou responsavel legal

OBS: Caso o0 paciente ndo tenha condicGes de tomada de decisdes sera solicitado a

um responsavel a assinatura.

(Todas as folhas devem ser rubricadas pelo participante da pesquisa)

17. Eu, (Pesquisador do

responsavel desta pesquisa), certifico que:

a) Esta pesquisa so tera inicio apds a aprovacéo do (s) referido (s) Comité(s) de Etica
em Pesquisa o qual o projeto foi submetido.

b) Considerando que a ética em pesquisa implica o respeito pela dignidade humana
e a protecdo devida aos participantes das pesquisas cientificas envolvendo seres humanos;

c) Este estudo tem mérito cientifico e a equipe de profissionais devidamente citados
neste termo € treinada, capacitada e competente para executar os procedimentos descritos

neste termo;

Profa. Dra. Fernanda Ishida Corréa

Assinatura do Pesquisador Responsavel



APENDICE B — AVALIACAO DO QUADRO CLINICO
AVALIACAO DO QUADRO CLINICO

Nome do paciente:
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Telefone de contato:

Nome de um acompanhante ou responsavel:

Contato:

Idade: Data de nascimento:
Raca:

Peso: Altura:

IMC:

Tomou vacina? () Nao

() Sim, quantas doses?

Data que tomou e qual vacina?

Data de internacao:

Data de inicio dos sintomas:

Quiais foram os sintomas?

Data da alta:

Comorbidades?

Medicamentos utilizados e outros tratamentos:
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Checar se assinou o termo de consentimento livre e esclarecido (anexar a este

Atencao aos critérios de elegibilidade
Incluir se:

e Paciente tem diagndstico confirmado de COVID-19 e recém internados no hospital, com
inicio dos sintomas entre 1 e 14 dias ( ) ok

e Paciente é maior de 18 anos ( ) ok

e Estd contactuante para poder entender o tratamento que serd aplicado ( ) ok

e Esta recebendo oxigénio suplementar, de forma que possa ser colocado a estimulacao
()ok

N3o incluir se:

e Faz uso de implante coclear ( ) ok
e Apresenta co-morbidades como diabetes e hipertensdao nao controlada por

medicamentos.

( )ok

» Estar intubado ou usando equipamentos de auxilio ventilatério que impeca a

estimulacdo como Helmet ( )ok

documento) () sim, assinou (ele ou responsavel)

1- Avaliacao pré tratamento

Nome do paciente:

Data: / / Avaliador:

() Exames de sangue IL-6, IL-10, PCR, Cortisol.
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Horario e data de coleta:

() presséo arterial braquial, individuos permanecerdo por dez minutos na posi¢do
supina. Serdo realizadas trés medidas consecutivas, com um minuto de intervalo, no brago

SEM acesso aos medicamentos. O valor utilizado serd a média das duas ultimas medidas.

Horario de coleta: Brago: ( )direito ( ) esquerdo
Medida 1: / mmHg e FC bpm

Medida 2: / mmHg e FC bpm

Medida 3: / mmHg e FC bpm

() variabilidade da frequéncia cardiaca sera avaliada por 10 minutos na posi¢do supina.

Horario que colocou: hrs

Horério que parou de gravar: hrs

Observacdes sobre estado clinico:

Sintomas Né&o Apresento Apresento de | Apresento de | Quando comecou
apresento | levemente forma forma (dias)?
Pré tratamento moderada acentuada

Fraqueza muscular

Fadiga

Dispneia

Perda de Olfato

Perda de Paladar

Visao turva/borrada

Conjuntivite

Zumbido/Tinnitus

Dor de cabeca

Dor nas articulagdes

Dor nos MMSS

Dor nos MMII

Dor no peito

Dor de cabeca persistente
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Tosse persistente

Queda de cabelo

Dermatite

Febre intermitente

Confusdo mental

Perda de meméria

Depressao

Panico

Ansiedade

Diarreia




Nome do paciente:
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12 INTERVENCAO (Manha) (Parametros de estimulacio 90 minutos, frequéncia de 10 a
30Hz, largura de pulso de 150us, intensidade limiar de tolerancia do paciente, eletrodo
anodo sobre tragus ESQUERDO, e catodo sobre a mandibula)

Datas de Realizou Horario que Né&o realizou Observagdes/intercorréncia,
estimulagéo colocou e mudanca de tratamento médico,
y retirou a interrupcéo do tratamento médico,
1 -7 sessoes estimulagéo alteracio do quadro clinico, alta,
outros

Dia 01

Dia 02

Dia 03

Dia 04

Dia 05

Dia 06

Dia 07




Nome do paciente:

ApOs 6 a 8 horas de
intervalo

22 INTERVENCAO (Parametros de estimulacdo 90 minutos, frequéncia de 10 a 30Hz,
largura de pulso de 150ps, intensidade limiar de tolerancia do paciente, eletrodo anodo
sobre tragus ESQUERDO, e catodo sobre a mandibula)
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Datas de
estimulagdo

1 — 7 sessdes

Realizou

Horario que Na&o realizou | Observac@es/intercorréncia, mudanca
colocou e de tratamento médico, interrup¢do do
retirou a tratamento médico, alteracdo do
estimulacdo quadro clinico, alta, outros

Dia 01

Dia 02

Dia 03

Dia 04

Dia 05

Dia 06

Dia 07
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2. Avaliacdo pos tratamento

Nome do paciente:

Data: / / Avaliador:

() Exames de sangue IL-6, IL-10, PCR, Cortisol.

Horario e data de coleta:

() pressao arterial braquial, individuos permanecerdo por dez minutos na posicao
supina. Serdo realizadas trés medidas consecutivas, com um minuto de intervalo, no braco
SEM acesso aos medicamentos. O valor utilizado serd a média das duas Ultimas medidas.

Horario de coleta: Braco: ( )direito () esquerdo
Medida 1: / mmHg e FC bpm

Medida 2: / mmHg e FC bpm

Medida 3: / mmHg e FC bpm

() variabilidade da frequéncia cardiaca sera avaliada por 10 minutos na posi¢do supina.
Horario que colocou: hrs
Horério que parou de gravar: hrs

Observacdes sobre estado clinico:

Sintomas Nao Apresento Apresento de | Apresento de | Quando comecou
apresento | levemente forma forma (dias)?
Pré tratamento moderada acentuada

Fraqueza muscular

Fadiga

Dispneia

Perda de Olfato

Perda de Paladar

Visado turva/borrada

Conjuntivite

Zumbido/Tinnitus

Dor de cabeca

Dor nas articulagdes

Dor nos MMSS

Dor nos MMII




Dor no peito

Dor de cabeca persistente

Tosse persistente

Queda de cabelo

Dermatite

Febre intermitente

Confusédo mental

Perda de meméria

Depressao

Panico

Ansiedade

Diarreia

Evolucéo do paciente do pré ao pos-intervencao (anotar intercorréncias, evolucao do
quadro clinico (intubacdo, encaminhamento para UT], alta, medicacdes etc). Colocar a
evolucdo, dados clinicos e as datas de ocorréncia:

10. Avaliagéo follow-up

Nome do paciente:

Data: / / Avaliador:
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Sintomas

Pré tratamento

Néao
apresento

Apresento
levemente

Apresento de
forma
moderada

Apresento de
forma
acentuada

Quando comegou
(dias)?

Fraqueza muscular

Fadiga

Dispneia

Perda de Olfato

Perda de Paladar

Visdo turva/borrada

Conjuntivite

Zumbido/Tinnitus

Dor de cabeca

Dor nas articulagdes

Dor nos MMSS

Dor nos MMII

Dor no peito

Dor de cabeca persistente

Tosse persistente

Queda de cabelo

Dermatite

Febre intermitente

Confusdo mental

Perda de meméria

Depresséo

Panico

Ansiedade

Diarreia

() pressao arterial braquial, individuos permanecer@o por dez minutos na posi¢édo
supina. Serdo realizadas trés medidas consecutivas, com um minuto de intervalo, no brago
SEM acesso aos medicamentos. O valor utilizado serd a média das duas Ultimas medidas.

Horéario de coleta:

Medida 1: /

Bracgo: () direito
mmHg e FC

bpm

() esquerdo
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Medida 2: / mmHg e FC bpm

Medida 3: / mmHg e FC bpm

() variabilidade da frequéncia cardiaca sera avaliada por 10 minutos na posi¢do supina.
Horério que colocou: hrs

Horario que parou de gravar: hrs

Observacoes sobre estado clinico:

Evolucéo do paciente do pos-intervengdo até o follow-up (anotar intercorréncias,
evolucéo do quadro clinico (intubacdo, encaminhamento para UT], alta, medicaces etc).
Colocar a evolucgdo, dados clinicos e as datas de ocorréncia:
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APENDICE C - ARTIGO PUBLICADO: Efeito da estimulagéo elétrica transcutanea
do nervo vago na inflamacg&o, modulacéo autondmica cardiaca e evolucgéo clinica dos
pacientes com COVID-19: estudo de protocolo para um ensaio clinico, controlado,
randomizado e cego (DOI: 10.1590/1809-2950/22007429042022PT)

(@MOM

Efeito da estimulacdo elétrica transcutanea do nervo
vago na inflamac¢ao, modulacao autonémica cardiaca

e evolucdo clinica dos pacientes com COVID-19:
estudo de protocolo para um ensaio clinico,
controlado, randomizado e cego

Effects of transcutaneous auricular vagus nerve stimulation on inflammation,
cardiac quionemic modulation, and dlinical evolution of patients wirth COVID-19:
protacel for a clinical, controlled, randomized, and blind trial

Efecto de la estimulacion eléctrica transcutdnea del nervio vage sobre la inflamacion,
la modulacicn autoncmica cardiac y la evolucicn clinica de pacientes con COVID-19:
estudio de protocolo para un ensayo clinico, controlads, aleatorizads y ciego

Laura Uehara', Jodo Carlos Ferrari Corréa?, Paulo Henrique Souza Leite?, Raphael Mendes Ritti-Dias®,

Felipe Fregni®, Fernanda Ishida Corréa®

RESUMO | O objetivo deste estudo & avaliar o efeito
da estimulacdo elétrica transcutanea do nervo
vago (EETNV) na inflamacdo, modulacdo autondémica
cardiaca e evolugdo clinica dos pacientes com COVID-19.
Trata-se de um ensaio clinico, controlado por sham.
randomizado e cego, no qual participardo 52 individuos
hospitalizados com diagnastico de COVID-19_ que serdo
randomizados em dois grupos de tratamento: grupo
experimental (tratamento médico usual associado &
EETMV ativa) ou grupo-controle (tratamento méedico
usual associado a EETNV sham). AEETNV sera realizada
por meio de um estimulador elétrico neuromuscular
{modelo Dualpex 071 da Quark Medical Products),
com o eletrodo de estimulagdo posicionado sobre
o tragus esquerdo, com corrente alternada, frequéncia
de 30Hz e wvariacdo de 50%, intensidade ajustada
para o limiar sensorial do paciente, com duracdo de

90 minutos cada sessac de estimulagao, duas veres
ao dia, durante sete dias consecutivos, totalizando
14 sessdes. Serdo avaliados pré e pos-intervencdo o nivel
deinterleucina-6{IL-&) einterleucina-10{IL-107, cortisole
proteina C reativa (PCR), pressao arterial, variabilidade
da frequéncia cardiaca pelos pardmetros de baixa
frequéncia (BF), alta frequéncia (AF) e pela razdo da
baixa e alta frequéncia (BFR/AF), além de evolugao
clinica dos pacientes, incluindo o nivel de ansiedade
e depressdo, cujos dados serdo obtidos por meio de
prontudrios e questiondrios. Sera realizado também
um acompanhamento 7 e 14 dias apos o término das
ntervencées para verificar a evolucdo clinica, incluindo
nivel de ansiedade e depressao, e durante seis meses
serdo avaliadas memdria e aten¢io.

COVID-19; Mervo Vago; Estimulacic do
Nerva Vago: Inflamacao.

Este estudo foi realizado na Universidade Move de Julho (Uninowe), camipus Yergueiro, e no Hospital Professora Lydia Stordpoli da
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ABSTRACT | This study aims to evaluate the effect of
transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (taV¥iNs) on
inflammation, cardiac autonomic modulation, and clinical evolution
of patients with COVID-19. This is a clinical, sham-controlled,
randomized, and blind trial, in which 52 hospitalized individuals
diagnosed with COVID-19 will participate. They will be randomized
into: experimental group {usual medical treatment associated
with active ta¥N3) and control group (usual medical treatment
associated with sham taWN5). The taVNS will be performed
by a neuromuscular electric stimulator (Dualpex model 071
of Quark Medical Products), with the stimulation electrode
positioned on the left tragus, with alternating current, at a 30Hz
frequency with 50% variation. Intensity will be adjusted to the
patient’s sensory threshold, with 90-minutes-long stimulation
sessions, happening twice per day for seven consecutive days,
totaling 14 sessions. Interleukin-6 (IL-6) and interleukin-10 (IL-107,
cortisol and C-reactive protein (CRP), blood pressure, heart rate
variability (HRV) by low frequency (LF), high frequency (HF)
and low and high frequency ratio (LF/HF) parameters will be
evaluated before and after the intervention, as well as patients’
clinical evolution—including anxiety and depression levels—
whose data will be obtained through medical records and
questionnaires. A follow-up will also be performed seven and
14 days after the end of the interventions to venfy the clinical
evolution, including anxiety and depression levels. Memory and
attention levels will be evaluated for six months.

COVID-19; Vagus Merve; Vagus Nerve Stimulation;
Inflammation.

RESUMEN | El objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la
estimulacicn eléctrca transcutanea del nervio vago (EETNV) sobre
la nflamacién, lamodulacion autondmica cardiaca y la evolucidn clinica
de pacientes con COVID-19. Se trata de un ensayo clinico, controlado
por simulado, aleatorizadoy ciego, en el que participaran 52 indrviduos
hospitalzados diagnosticados de COVID-19, que serdn aleatorizados en
dos grupos de tratamiento: grupo expenmental (tratamiento médico
habitual asociado a la EETNV activa) o grupo control (tratamiento
médico habitual asociadoa la EETNY simulada). La EETNV se realizara
mediante un estimulador eléctrico neuromuscular (modelo Dualpex
071 de Quark Medical Products), con el electrodo de estimulacion
colocado en el trago izquierdo, con cornente altema, frecuencia de
20Hz v 508 de vanaaidn, intensidad ajustada al umbral sensorial del
paciente, con una duracion de 30 minutos cada sesion de estimulacian,
dos veces al dia, durante siete dias consecutivos, lo que totaliza
14 sesiones. Se evaluaran antes y después de la intervencidn
la interleucina-& (IL-6) v la interleucina-10 (IL-107, el cortisol y la
proteina C reactiva (PCR), la presion arterial, la variabilidad de la
frecuencia cardiaca por los parametros de baja frecuencia (BF),
alta frecuencia (AF) y razén de baja y alta frecuencia (BF/AF),
asi coma la evolucion dinica de los pacientes, incluidos los pardmetros
de ansiedad y depresion cuyos datos se obtendran de historias clinicas
y cuestionarios. También se realizard un seguimiento de 7 y 14 dias
tras finalizadas las intervenciones para verificar la evolucidn clinica,
incluidos el nivel de ansiedad v de depresion, y durante sets meses
se evaluard la memoria v [a atencian.

COVID-19; Nervio Vago; Estimulacion del Nervio
Vago; Inflamacian.

INTRODUCAO

A COVID-19 é uma infeccio respiratéria aguda
causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, potencialmente
grave, de elevada transmissibilidade e distribuig:ﬁo

globa]. A epiclemla de COVID-19 comegou na cidade
de Wuhan, na China, no final de dezembro de 2019,
e desde entio se espalhou rapidamente pelo mundo, sendo
declarada como uma pandemla globzl pela Orgnnizas;in
Mundial da Saide? em margo de 2020.

0] aspecto clinico da COVID-19 varia amplamente,
mas apresenta como caracteristica uma reagio imunoldgica
com elevados niveis de citocinas inflamatérias, como a
interleucina-6 (IL-6), considerada fator importante para
o aumento da mortalidade pela doenga™. Dessa forma,
os primeiros protocolos de tratamento para pacientes com
SARS-CoV-2 incluiram a administragio de esteroides,

que visavam modular essa resposta exacerbada de citocinas,
de forma semelhante ao tratamento da sindrome do
desconforto respiratério agudo nio viral’. No entanto,
os tratamentos da infecgio por SARS-CoV-2 se
mostraram ineficazes®’. Assim, com o intuito de
minimizar essa resposta inflamatéria, tratamentos
alternativos tém sido i.nvesti.gados, como a estimu]ﬂgin
elétrica transcutinea do nervo vago (EETNV).

A EETNV demonstron ser um modulador
potente de reagfes imunes pamlljglcn.s, suprimlnda
especificamente os niveis de citocinas inflamatérias por
meio da ativagio da via anti-inflamatéria colinérgica
(VAC)* !, Boezaart e Botha'! relataram o caso de dois
pacientes com COVID-19 em estigio 3, nos quais
os niveis de IL-6 estavam marcadamente elevados,
que passara pela EETNV, que foi capaz de reduzir

drasticamente os nivels sanguineos de IL-6 em um
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periodo relativamente curto. Staats et al.? também
descreveram dois casos de pacientes com sintomas de
COVID-19 que fizeram uso da estimulagio do nervo
vago cervical, com resultados relevantes na melhora
clinica, interrupgio do uso de medicamentos opioides
e supressores de tosse e alivio imediato de dispneia
(cinco minutos apds a estimulﬂg:ﬁo), bem como uma

capacidade melhorada para ].ilTIPEI.f SEUs pu]mﬁes.

Para esses Pesquisador&s", a estimu]agﬁo nio invasiva

pode ajud:l.r 0s pacientes com envolvimento respiratério
de COVID-19, por meio de dois mecanismos:
broncodilatagio e ativagio da VAC.

Existem evidéncias que a EETNV também
diminui a atividade simpitica e estd associada
i ]ibera;io da no[epinefrina, melhorando o controle
autonémico’. Este dado é importante, uma vez que

pacientes com COVID-19 apresentam disfunciio

autondmica, com valores de variabilidade de frequéncia

cardiaca diminuida®,

Assim, diante do ndmero crescente de 6bitos no

Brasil decorrente das complicagées da COVID-19
e com impacto relevante na saide piiblica, a possiblidade
de uso da EETNV para pessoas diagnosticadas
com COVID-19 torna-se importante, visto seus

efeitos promissores sobre a diminuigio de processos

inflamatérios, além de ser um tratamento com efeitos
colaterais minimos e baixo custo.

Dessa forma, este estudo tem como objetivo
principal avaliar o efeito da EETNV na inflamagio,
e como objetivos secundirios verificar a modulagﬁo
autondmica a:z.rdl'aca,evolu:; do clinica, nivel de depressio
e ansiedade e nivel de meméria e atencio dos pacientes

com COVID-19.

METODOLOGIA
Desenho do estudo

Este é um ensaio clinico, controlade por sham,
randomizado e cego (paciente), que serd conduzido com
52 pacientes com diagnéstico de COVID-19 internados
no Hospital Lydia Storépali, localizado na Universidade
Nove de Julho, Sio Paulo (SP), Brasil. Os participantes
serio informados sobre o procedimento antes de assinarem
o termo de consentimento livre e esclarecido. Este estudo
foi registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(RBR-399t4¢5). O cronograma (Spirit — Standard Protacol
Items: Recommendations for Interventional Trials) do estudo
estd apresentado na Figura 1.

Periodo do estudo

Follow-up

Inscrigio | Alocagio

Pis-alocacio

1 k] 4 5 [

PONTOTEMPORAL* | -4 o [4]a]4

ARRC

1
més | messs | meses | meses
X3

-
o~
]

INSCRICAO:

Hightidade | X

Consentimentn informado X

Alocagia X

INTERVENCAQ:

[EETNV atroo mais .

mmmnsnd]

[EETNY placebo mais

fmmtmmeno swmal]

AVALIAQOES:

[finterleucing &, interlencina
10, cortisal, proteina
reativa, varishilidade da X
frequincia cardiaca,
pressio arterial

fevohugio clnica e nivel de
ansiedade e d!puuﬂ.u X
{HAD Scale]

Nivel de memidria &

atengpio

X X X X X X X X

Figura 1. Cronograma do Standard Protocol ftems: Recommendations for Interventional Trialz

EETNV!: astimulscic elétrica transoutanes do nemve vag; Ik folow-up ce sate dias; B2 follow-up de 14 dizs; bl folow-up de um mes; bed follow-up de dois mases; tx5: follow-up de trés messs

tfi: follow-up de quatm meses; b folow-up de cinco meses; i fllow-up de seis meses.
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Participantes

Participario do estudo 52 individuos com diagnéstico
confirmado de COVID-19 e que estiverem internados
no Hospital Professora L]n:li:l Storénpo]]i. Os pacientes
selecionados deverio ser maiores de 18 anos; apresentar

diagné-sti-:o confirmado de COVID-19 de moderado

a grave'; com inicio de sintomas entre 1 e 10 dias;

estar contactantes e assinar o termo de consentimento
livre e esclarecido. Poderio ser incluidos participantes que
estiverem recebendo oxigénio suplementa.r, ventilac;ﬁo nio
invasiva, mas que nio estiverem intubados durante
aavaliagio inicial. Serio excluidos os pacientes que fizerem
uso de impla.nte coclear, devido 2 prcucimidac]e da aplicag:"m
do estimulo, e que tiverem marcapasso.

Calculo amostral

Para o cilculo da amostra, foi empregada a diferenca
dall-6 pds e a pré-intervenciio com EETNV, realizada
com estudo piloto com 21 participantes (11 no grupe-
controle e 10 no grupo Experimenta]). Foi considerado
um intervalo de confianca de 80%, a de 5%, com valor
de p<0,05. O cilculo amostral foi realizado por meio
do software G*POWER 3. Usando esses parimetros,
o cileulo da amostra resultou em um tamanho amostral

de 52 participantes (26 por grupo).
Procedimentos

Os participantes do estudo serio avaliados antes e apds
sete dias de intervengées quanto ao seu perfil inflamatério
{indicadores inflamatérios), modulagio autonémica
cardiaca, pressio a.rteria].,quadro clinico — incluindo nivel
de ansiedade e depressio —, e serdio randomizados por
meio do site Research Randomizer (www.randomizer.org)
em dois grupos: experimentz] (EETNV ativa associada
ao tratamento médico usual) ou controle (EETNV sham
associada ao tratamento médico usual). Apés o término
do tratamento, serio acampa.nhados 0s nivels de meméria
e atencio dos participantes por seis meses.

Painel inflamatério

Técnicas do imunoensaio enzimatico

Amostras de sangue de 15ml serio coletadas por
um profissional da enfermagem, por meio de pungio
da veia, em tubo contendo inibidor de protease
e deido etilenodiamine tetra-acético (EDTAJ, que serd

prontamente centrifugado (3.000rpm, 15min, 4°C).
O plasma desse tubo seri entiio transferido para tubos
de microcentrifuga (1,5ml) e armazenado a -80°C.
Posteriormente, serd enviado para um laboratério
especizlizado em andlises clinicas, que fard as andlises

da IL-6, IL-10, PCR e cortisol.
Parametros cardiovasculares

Serio avaliadas a pressio arterial e a variabilidade
da frequéncia cardiaca (VFC). A pressio arterial
braquial serd mensurada por meio de um monitor
(HEM-742, Omron Healt]'lca.re,_]apﬁo). Enquantcu 03
individuos permanecem por 10 minutos na posigio
supina, serio realizadas trés medidas consecutivas,
com um minuto de intervalo, em ambos os bragos e com
tamanho do manguito adequaclo a circunferéncia do
brago. O valor utilizado serd a média das duas dltimas
medidas, conforme recomendado pela Sociedade
Brasileira de Csl.rdiologia“.

A VFC seri avaliada a fim de estimar a modulagio
autonémica do sistema cardiovascular, Para tanto,
apos 20 minutos de repouso, os pacientes permaneceriio
15 minutos na posigio supina, periodo no qual terio
Iegistrados os intervalos RR, por meio de um monitor
de ﬁ'equéncia cardiaca validado para esta f:ungﬁo (V8B00,
Polar Electro, Finlindia). Serio considerados vilidos
sinais com pe]os menos cinco minutos estaciondrios.

Apos a coleta, os intervalos RR serio exportados para
o programa Kubios HRV (Version 2.0, Biosignal Analysis
and Medical Imaging Gn:rup, Finlindia), e as anilises
serio realizadas no dominio da frequéncia. Os parimetros
do dominio da frequéncia serio obtidos pela técnica da
andlise espectral, utilizando o método autorregressivo,
com a ordem do modelo de 12 pelo critério de Akaike.
Serfio consideradas como fisiologicamente significativas
as frequéncias entre 0,04 e 0,4Hz, sendo o componente
de baixa frequéncia (BF) representado pelas oscilagées
entre 0,04 e 0,15Hz e 0 componente de alta frequéncia
(AF) entre 0,15 e 0,4Hz.

Evolucdo da doenca

Para avaliar o quadro clinico serd aplicado antes,
logo apds,e 7 e 14 dias apds o término das intervencies,
um questiondrio de quacln:u clinico contendo perguntas
sobre os sintomas da COVID-19 e a intensidade deles -
que poderi ser nenhum (N), leve (L), moderado (M)

ou acentuado (A) —, e uma escala de ansiedade
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e depressio (HAD — hospital anxiety and depression
scale)®, que consiste em um questiondrio com pontuagio
de 0 a 3 para cada pergunta, totalizande 31 pontos.
O resultado pode ser: improvivel (0-7 pontos), possivel:
questionivel ou duvidosa (8-11 pontos), e provivel
(12-21 pontos).

Além disso, informagbes sobre dados demogrificos,
histérico de satde, inicio dos sintomas da COVID-19,
dados sobre vacinacio, comorbidades, medicamentos,
intercorréncias, parimetros especiﬁcos referentes
i COVID-19, incluindo exames sanguineos, exames
de imagem e tempo da doenga, serio obtidos por meio
de andlise de prontuirio médico e contato telefonico (caso
o paciente tiver alta hospitalar); mas o nome do paciente
serd mantido em sigilo.

Atencdo e memdria

A qualidade da atengio e da meméria seri obtida
por meio de um questionirio contendo duas perguntas
sobre como estd a meméria e a atengio apds terem
contraido a COVID-19, com sete respostas possiveis:
(1) muito melhor; (2) melhor; (3) um pouco melhor;
(4) sem mudanga; (5) um pouco pior; (6) pior; (7) muito
pior. [rata-se de uma versio adaptada pelos autores da
impressio clinica global (CGI - dlinical global impression)".

O questionirio serd aplicade 7, 14, 30, 60, 90, 120
e 180 dias apés o término do protocolo de EETNV,

por meio de contato telefénico (caso o paciente tiver

alta hospitalar).
Intervenges

As intervencbes serio realizadas durante a internagio
dos pacientes. Para tanto,um fisioterapeuta se dirigiri ao

leito do paciente e posicionard o equipamento de EETNV.

Estimulacdo elétrica transcutanea do nervo
vago ativa

A EETNYV ativa seri realizada por um estimulador
elétrico neuromuscular transcutineo multifuncional,
modelo Dualpex 071 da Quark Produtes Médicos
(registro Anvisa n°® 80079190022), com um eletrodo
sobre o tragus, local anatémico humano onde hd
distribuigées cutineas do nervo vago aferente
(Figura 2) do lado esquerdo, considerado mais
seguro’’. O outro eletrodo serd posicionado sobre
a clavicula do mesmo lado.

Tragus

Annde electiode

Figura 2. Area do ramo auricular do nervo vago onde serd
aplicada a eletroestimulacdo

A EETNV seri realizada com eletrodos adesivos de

15mm, corrente sinusoidal alternada com frequéncia
de 30Hz com variagio de 50%, por um periodo de
90 minutos", duas vezes ao dia (pela manhi e tarde ou
i noite, com intervalo entre estimulagbes de 6 a 8 horas)
por sete dias consecutivos, totalizando 14 sessbes
de estimulacio. A intensidade seri mantida entre
0,5 e 12mA, de acordo com a tolerincia do paciente,
para nio causar dor ou contragio muscular, dentro do

limiar sensorial®.
Intervencao sham

Para a estimulacio sham serd utilizado o mesmo
equipamento da EETNV ativa, que, no entanto,
permanecerd desligadﬂ durante o periado do estudo.

Analise dos dados

s dados do estudo serio apresentados em média
e desvio-padrio, para os dados paramétricos, e mediana
e amplitude interquartil, para os dados nio paramétricos.
A normalidade serd avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Asvaridveis inflamatérias (11.-6, 1L-10, PCR e cortisol)
e 0s niveis de ansiedade, depressio, memoria e atengio
serfio calculadas com teste t pareado.

A variabilidade da frequéncia cardiaca serd analisada
pelas seguintes variiveis: unidade normalizadas (un) de BF
e AF e razio BF/AF analisados pelo programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPS5 versio 25.0 para
Windows). Os dados de variabilidade da frequéncia
cardiaca serio analisados por equagbes de estimativas
generalizadas. Serio considerados p<0,05 e a intencio
de tratar para a andlise.
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DISCUSSAO

A COVID-19 gerou uma pandemia global € em um
curto Pen'cr-:]a aumentou a curva de pacientes infectados e
as taxas de mortalidade. Como consequéncia, observa-se
um impacto econdmico e de saide piblica de grande
proporgio, especialmente no Brasil. Diante disso,
clentistas e profissionais da saide mobilizam-se para
reduzir esse impacto por meio de técnicas e recursos ji
conhecidos e pela busca de novos métodos de tratamento.

Embora a vacina ji seja uma realidade, ainda se faz
necessirio o aprimoramento de tratamentos que visem
i reducio da mortalidade e de sequelas, garantindo
melhor qualidade de vida aos contaminados. Além disso,
o aparecimento de novas cepas mostra a urgéncia de
tratamentos eficazes e alternativos diante de um cendrio
ainda nio totalmente conhecido. Dessa forma,a EETNV
Pode ser um recurso anti-inflamatério para melhora de
quadros clinicos relacionados ao controle autondmico
em pacientes com complicagées da COVID-19, como ji
mostrado na literatura em outras populagées e em alguns
relatos de casos com pacientes diagnosticados com a doenga.

CONCLUSAO

A EETNV pode ser um tratamento promissor
para pessoas diagnosticadas com COVID-19,
apresenmndo efeitos colaterais minimos sem gravidade,
baixo custo e eficicia na diminuigio de processos
inflamatérios, caracteristica princlpal da daem;a cansada

pelo SARS-CoV-2.
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Transcutaneous auricular vagus nerve stimulation effects on inflammatory markers
and clinical evolution of patients with COVID-19: a pilot randomized clinical trial
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Objective: To evaluate the effects of transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (taVNS) on Received & January 2022
inflammatory markers and clinical outcomes in patients with COVID-19. Accepted 29 November
Methods: A randomized biinded pilot study was carried out with 21 individuals hospitalized with COVID-19 2022

who received 14 sessions of active (a-taVNS) or sham taWNS (s-taVMSL The level of interleukin6 (IL-6),

KEYWORDS
interleukin-10 (L-10), cortisol, and C-reactive protein (CRP) in plasma and dinical evolution pre- and post-  cowipo19; vagus nerve;
intervention were evaluated. The memary and attention levels were evaluated 14 days after the end of the  inflammation;

treatment.

Results: After treatment, significant intragroup differences were found in the CRP (p = 0.01), IL-6
(p = 0.01), and cortisol (p = 0.01) levels; however, in the comparison between the groups, only the
CRP level was statistically lower for the a-taVN5 (p = 0.04). The impression of improvement in memory
and attention was greater in the a-taWN5 than in the s-taWNS (p = 0.01, p = 0.04, respectively]. There was
no difference between the other dinical outcomes.

Concluslons: taV¥N5 is a viable and safe intervention in the acute care of patients with COVID-19, which
can modulate their inflammatory profile and improve cognitive symptoms. However, improvements in
overall clinical outcomes were not detected. Larger sample sizes and longer follow-ups are needed to

newromadulation;
noninvasive vagus nerve
stimulation; SARS-CoV-2

confirm the anti-inflammatory and clinical effects of taVNS in patients with COVID-19.
Trials Reglstry: The Brazilian Registry of Clinical Trials (RBR-399t4g5).

1. Introduction

COVID-19 presented itself as a global pandemic, and in a short
period, the curve of infected patients and mortality rates
increased. Consequently, a large economic and public health
impact was observed. As of 25 April 2022, the World Health
Organization [1] panel has confirmed 507.501,771 cases of
COVID-19, including 6.220,390 deaths. In view of this, scientists
and health professionals are mobilized in search of the reduc-
tion of this impact through technigues and resources already
known and by the search for new treatment methods.

The clinical spectrum of COVID-19 is heterogeneous and
can progress to acute lung injury, respiratory distress syn-
drome, septic shock, acute kidney failure, central nervous
system compromise, and death. This progression is asso-
ciated with an extreme increase in inflammatory cytokines
such as interleukin 2 {IL2), interleukin & (ILE), interleukin 10
(IL10), and tumor necrosis factor a (TNFa), known as cytokine
storm [2-5].

Because of this, the technique of noninvasive vagus nerve
stimulation (nVNS) for people diagnosed with COVID-19 may
be a promising treatment, since it causes minimal side effects,
has low cost, and is effective in decreasing inflammatory
processes [6], a main feature of COVID-19.

There are different devices for vagus nerve stimulation. The
implantable device consists of an electrode wrapped around
the left vagus nerve and a battery and pulse generator
implanted below the collarbone [7]. On the other hand, trans-
cutaneous vagus nerve stimulation {eaVMS) has a similar efficacy
[8,9] and has the advantage of having no adverse reactions [10-
12] or minimal side effects such as skin irritation [13]. Its appli-
cation can be performed using electrical stimulation of the
upper or lower conchae (tragus) of the external ear, by surface
electrodes connected to the stimulus generator device [14).

Evidence shows that the anti-inflammatory effect of vagus
nerve stimulation occurs through the activation of the choli-
nergic anti-inflammatory pathway (CAP). Tracey [15] first iden-
tified this pathway, which signals the afferents of the vagus
nerve when there is peripheral inflammation, which in turn
notifies the central nervous system about an inflammatory
process, initiating a cascade of events that results in the
inhibition of the inflammatory process, TNF, IL1E, and other
pro-inflammatory cytokines [16-21].

Recent studies have investigated the effect of nVNS as
Lerman et al. [22] who investigated the effects of nWNS on
modulating the peripheral immune system in healthy men
and women and concluded that nVNS negatively regulates

COMNTACT Femanda khida Coméa @ comeafelhagmail.com e Rehabilitation Sciences, Nove de Julho University, Rua Vergueiro, 235/249 - Liberdade 01504-

001, 530 Paulo (5P, Brazil
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the release of inflammatory cytokines, suggesting that this
therapeutic resource may be an effective anti-inflammatory
treatment.

Boeraart e Botha [23] reported the case of two patients with
COVID-19 in whom IL-6 levels were markedly elevated and
observed that taVNS reduced IL-6 blood levels in a relatively
short period. Verbandck et al. [24] reported the clinical and biolo-
gical effects of taWN3 in patients suffering from long-term COVID
syndrome and concluded that taVNS is a potent therapeutic tool
to reduce symptoms of patients suffering from long-term COVID.
More recently, a randomized clinical trial [25] investigated the
effects of nWMNS stimulation in people hospitalized with COVID-19
who received 1 session of nWNS, three times daily plus usual
medical care, and compared this group with another that
received only the usual medical care. As a result, they observed
decreased levels of C-reactive protein (CRP) and procalcitonin for
the nWMS group.

However, despite evidence of the anti-inflammatery effect
of ta¥Ns, there is little evidence of this treatment in rando-
mized controlled trials to treat ‘cytokine storm’ in patients
affected by COVID-19. Thus, this study aims to assess the
effects of 14 sessions of aVN5 on inflammatory markers IL-6,
IL-10, cortisol, and C-reactive protein (CRP) and the clinical
outcome of hospitalized patients with COVID-15.

2. Methods

This is a pilot, randomized, blinded (patients), sham-controlled
clinical trial in which 21 patients diagnosed with COVID-19
admitted to Lydia Storopoli Hospital, Sio Paulo, Brazil, were
randomized (by site www.randemizer.org) with a 1:1 ratio to
receive active transcutaneous vagus nerve stimulation (taVNS)
or sham taWMNS, twice a day, for 7 days, totaling 14 stimulation
sessions.

Assessments of inflammatory markers and clinical symp-
toms were performed before and after 14 sessions of taVNS.
Clinical symptoms were followed for 14 days after the end of
stimulation (Figure 1- Study timeline).

This study was carried out in accordance with the Dedaration
of Helsinki and started after approval by the Research Committee
on Human Beings of the University Nove de Julho
(46,699,521.5.0000.5511), and after registration in the Brazilian
Registry of Clinical Trials (RBR-395t4g5). Participants were
informed about the study procedures before signing an
informed consent form and will remain ancnymous.
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2.1. Participants

To be induded in the study, the patients should have
a confirmed diagnosis of COVID-19, age over 18 years, be hospi-
talized and with symptom onset 1-10 days before admission, be
conscious to consent to treatment, and answer questions about
their clinical status. Individuals with contraindications to taVNS,
as cochlear implants and cardiac pacemakers, were not included.

2.2. Treatment protocol

2.2.1. Routine medical care
Usual medical treatment was prescribed by the physician,
according to each patients meeds. The medical treatment
included medication, physical therapy, and oxygen therapy
or other ventilatory therapy and was performed and moni-
tored by the hospital’s health-care team.

Active or sham stimulation was added to this medical routine,

2.2.2. noninvasive transcutaneous vagus nerve stimulator
(taVN5)

The treatment of noninvasive vagus nerve stimulation was
performed by two researchers in this study, physical thera-
pists. Stimulation was camied out by an electrical neuromus-
cular stimulator (model Dualpex 071 from Quark Medical
Products) with an electrode over the tragus of the left ear
and another over the davide on the same side. Active taWNS
was accomplished with a frequency of 30 Hz, variation of 50%,
and intensity between 0.5 mA and 12 mA (depending on the
patient's tolerance) for 90 minutes, twice a day (interval of 6-
& hours between each stimulation), for seven consecutive
days, totaling 14 stimulation sessions. The taVNS sham fol-
lowed the same setup, but the device remained off during
gach session. Patients and researchers responsible for data
analysis were blinded to group allecation.

2.3. Assessment

2.3.1. Inflammatory markers

To obtain the inflammatory profile, 15 ml of blood was taken via
vein puncture, always in the moming. It was stored in a tube
containing a protease inhibitor and EDTA and then centrifuged
at 3000 rpm for 15 minutes at 4°C. The resulting plasma was
transferred to micro-centrifuge tubes (1.5 ml) and stored at
-B0°C. This sample was later sent for analysis of interleuk'n-6
(IL-6), interleukin-10 (IL- 10, cortisol, and C-reactive protein (CRP).
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Figure 1. Timeline of the pilot study. @VNS: transcutaneous auricular vagus nerve stimulation; VN5 transcutaneous auricular vagus nerve stimulation; interleukin-6

(IL-6; interlewkin-10 {IL-10); C-reactive protein (CRP).
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The method of analysis of IL-6, IL-10, and cortisol was the
Enzyme-Linked Immuna-Sobent Assay (ELISA) method and the
Chemiluminescent Competitive Immunoassay following the
manufacturer's recommendations. To determine the PCR was
used a high-sensitivity method (nephelometry).

2.3.2. Assessment of the clinical status of patients

The clinical symptoms evaluated were anxiety, depression,
memaory and attention levels, and other symptoms described
by Yang et al. [26] and Umakanthan et al. [27] related to
COVID-18, such as cough, fever, and weakness, among others,

To assess anxiety and depression, the Hospital Anxiety and
Depression Scale (HAD) was used [28,29]. Outcomes could be
unlikely (score 0-7), possible - questicnable or doubtful (8-11
points), and probable (12-21 points).

To assess memory and attention was applied the Clinical
Global Impression-improvement (CGH) [30], whose results
could be 1 = Much better, better, a little better; 0 = A little
worse, worse, much worse, no change.

To assess the other clinical symptoms was applied
a questionnaire developed by the researchers containing
a list of symptoms in which the partidpant should answer
whether they had it or not, and if so, qualify as 1 = moderate
or severe: 0 = none or light.

Clinical symptoms were followed for 14 days after the end of
stimulation. Memory and attention were assessed only 14 days
after the end of treatment. If the participant was discharged from
the hospital, they were contacted by telephone.

Hospital records were also analyzed to collect medication
information, changes in medical conduct, personal data, hos-
pitalization, mortality, and adverse events.

2.4. Data analysis

Descriptive statistics are presented in medians and interquartile
ranges. Nonparametric statistical analysis was used because the
assumnption of normality was not maintained in the sample, in
addition to the small sample size of each group. The Fisher's
exact test and the Mann-Whitney U-test were used to compare
groups and the Wilcoxon signed-rank test to assess within-group
differences. Spearman correlation coefficients were used to eval-
uate the comelations between inflammatory markers and clinical

Table 1. Characteristics of included patients.

symptoms. Due to the exploratory nature of the study, adjust-
ment for multiple comparisons was not performed. We consid-
ered two-sided p-values and a 0,05 significance level for all the
analyses. Analyses were conducted using R version 4.0.2.

3. Results

Thirty-one patients were selected between May and
August 2021, of which 10 were excluded, because they were
intubated or died before the randomization and the first
assessment. Therefore, 21 patients were randomized to the
active taWN5 group (n = 10) and taVN5 sham aroup (n = 11).
Analysis of markers of inflammation was performed for the 21
patients who completed treatment. Follow-up assessments
were followed with seven patients for active taVNS as three
did not follow up and in sham taVNS seven participants
completed follow-up because one participant died and three
did not follow up (see supplementary material 51).

The characteristics of the patients included in the study are
shown in Table 1.

There was no significant difference between the groups on
maost demographic and COVID-19 characteristics, although the
simulated group had slightly younger individuals, fewer males,
and fewer patients with comorbidities.

Results of the amount of C — reactive protein (A), IL-6 (B),
cortisol (C), IL-10 (D), and levels of anxiety (E) and depression
{F) pre- and post-stimulation protocol (Figure 2)

Monparametric tests revealed statistically significant lower
plasma CRP levels (p = 0.04) in the active group than in the
sham group after 7 days of stimulation. However, no other
statistically significant differences were found between the
groups regarding other inflammatory markers. Furthermore,
the intragroup analysis showed statistically significant results
for CRP (p = 0.01), IL-6 (p = 0.01), and cortisol (p = 0.01) only in
the active group. Supplementary Table 51 shows the results of
inflammatery and clinical outcomes at baseline, after treat-
ment, and at follow-up.

There were no statistically significant difference between
group on the CGl for memory and attention improvement
(90% vs. 25%, p = 0.01; and 90% vs. 37.5%, p = 0.04, respectively).
Moreover, there was no difference among other dinical out-
comes, including clinical evolution, hospitalization duration, or

Variables Active taWN5 (n = 10) Sham taWN5 [n = 17) Total in = 21}

Age [year) 53 (I0R =18, 50 =108 4 (0R=2850=1217 52.50 (IQR = 20, 50 = 18.7)
Sex (male, %) 70 (7% 411 (36.36%) 11721 (52.38%)
Weight (kg) 84 (10R = 20, 50 = 140 90 IQR = 25, 50 = 11.21) 87 (I0R = 15, 5D = 15.4)
Height imt] 167 (IOR = 006, 5D = 0.1 165 (IOR = 0.07, 5D = 0.1) 1.65 QR = 0.05, 50 = 0.1)
BMI (ka/m?) 218.73 (IQR = 478,50 = 3.1} 305 (IOR =795 5D =54) 3017 (IOR = 8.24, 50 = 5.6)

CONID-19 choracteristics

Disease duration at hospitalization (days) 80k =6, 50 =133) GM0R=550=1312 TOJR =45 =11
Disease duration at stimulation (days) 8 QR = 5, 50 = 15) 10(OR =5,50=127) 90JR=450=13
Vacdnated (%) 110 (20%) 11 (18.18%) 471 (19.04%)
Savare COMID-19 (%) B0 [50%) 611 (54.54%) 12/21 (57.14%)
Corticosteroids use (%) 10710 (100%) TUTT (100%) 20721 (100%)
Comorbidities (%]

Hypertension T (7% 411 (36.36%) 11721 (52.38%)
Diabetes 10 20%) 011 (0%l 720 (952%)
Obasity 0 (20%) &/11 (54.54%) 10V21 [47.62%)

BMI: body mass index. Numerical variables are reported as Median, Interquartile
percentaga (%),

range (IQR), and standard deviation [50); categorical variables are reported as
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Figure 2. Changes in C-reactive protein (A), IL-6 (B), cortisol (C), IL-10 (DY, anxiety (E), and depression (F). Groups: active taWN3 (n = 10} and sham taWN5 in = 11).

mortality. There were no statistically significant correlation
between depression and anxiety scores with inflammatory mar-
kers. No adverse events were reported in either of the groups.

4. Discusslon

This study aimed to assess the effects of taWNS on inflammatory
markers and dinical outcomes in hospitalized patients with
COVID-19. Our data suggest a potential reduction in inflammatory
markers after 7 days of stimulation and an increase in the self-
reported impression of improvement in the memory and atten-
tion domains. However, no significant differences were found in
the other dinical features up to the last 14 days of follow-up.

Our results are in agreement with recent case reports of
vagus nerve stimulation in patients with COVID-19, such as
Staats et al. [31] who followed the dinical symptoms of two
patients treated with nVNS for the treatment of respiratory
symptoms asseciated with COVID-19, showing a decrease in
these symptoms; however, the stimulation protocol was dif-
ferent from ours, as they stimulated the vagus in the neck and
the stimulations were performed by the patient himself in two
consecutive periods of 120 seconds of stimulation (one on
each side of the neck) given approximately every 3 h while
awake. Boezaart & Botha [23] stimulated the conchae of both
ears with the anode in one ear and the cathode in the other
ear, for 60 minutes a day. As a result, they observed a reduction
in blood levels of IL-6 in a relatively short period.

Only ene randomized clinical trial was recently performed
with treatment by vagus nerve stimulation in hospitalized
patients with COVID-19 with satisfactory results for CRP and
procalcitonin reduction [25]. However, this study differs from
ours in several aspects, as the stimulation was in the region of
the cervical vagus nerve, the treatment was performed only
1 day, the outcomes were not all the same, and there was no
clinical sign follow-up as in ours, the long term.

However, these findings commoborate with the findings in
the literature, which indicate that the vagus nerve plays
a relevant role in the metabolic homeostasis regulation and
in the control of immune function. This communication
between the immune system and the brain is vital for the
inflammation control, performed through the inflammatory
reflex [15,32].

This physiological mechanism, known as inflammatory
reflex, occurs in the presence of innate immune responses
and inflammation, during the invasion of pathogens and tis-
sue injury. In this way, the afferent vagus nerve is signaled
connecting with brain regions such as the solitary tract
nucleus and forebrain. Consequently, the efferent vagus
nerve-mediated immunoregulatory output to the spleen,
liver, and gastrointestinal tract ultimately suppresses pro-
inflammatery cytokines [16].

This reflex, therefore, can be increased or maintained for
a longer time by vagus nerve stimulation, which leads to
a significant reduction in cytokine production, and attenuation
of disease severity. As demonstrated in the study by
Borovikova et al. [33], who obzerved relevant attenuation of
cytokine release, inhibition of TNF synthesis in the liver,
attenuation of serum TMF peaks and prevention of shock
development after stimulating animal models of sepsis.
Another study by Kohoutova et al. [34] also demonstrated
that vagus nerve stimulation attenuates multiple organ dys-
function in a porcine model of sepsis.

The decrease in CRP in our study in favor of active taVNS
compared to sham taVNs, and the reductions in IL-6, CRP, and
cortisal in the active group support the idea of a modulation
of the vagus nerve-mediated anti-inflammatory reflex [33,35].
We found no difference in IL-10 levels like the original study
by Borovikova et al. [33], whose vagus nerve stimulation-
induced Ach activation (VNS) did not alter IL-10 levels in
a mouse model. However, recent studies [36-40] have shown
increased anti-inflammatory factors including IL-10 in animal
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and human experiments with VN5, Therefore, we induded the
measurement of IL-10 because it is still a controversial topic
that requires further exploration, especially in acute illnesses.

Regarding the effects of taWNS on dinical symptoms, no
significant improvement was found during the study; however,
it is known that after the resolution of inflammation, concentra-
ticns of inflammatery biomarkers fall faster than clinical improve-
ment [41]. Thus, a longer follow-up is necessary for future studies.

Interestingly, our data suggest potential changes in cogni-
tion-related outcomes, which have been associated with per-
sistent cytokine levels and long-term disability [42], suggesting
that taVN5 may be a beneficial treatment not only in acute
care but also in subacute and chronic cases in patients with
the post-COVID syndrome. Verbank et al. [24] verified the
effect of taWNS in chronic COVID syndrome; as a result, they
obsenved improvement during treatment in symptoms such as
fatigue, pain, digestive problems, and cognitive difficulties.
However, they did not observe any modification of blood
inflammatory factors circulating, invalidating the hypothesis
of taVM5 effect on a remaining inflammatory state. They sug-
gest that taVN5 ameliorates chronic COVID syndrome through
a 'sympathetic reset.’

Another study by Mdntire et al. [43] that showed that the
effects of cervical vagus nerve stimulation on attention corro-
borate with our findings on this variable. Although their find-
ings were not found in patients with COVID sequelae, as they
assessed attention and fatigue in individuals who remained in
sleep deprivation for 24 h, we believe this is an important
finding for patients who have had COVID-19, as decreased
memory and attention have been reported as one of the long-
term sequelas to this disease [44].

Vagus nerve stimulation improves cognition and mood by
increasing norepinephrine levels, as the vagus nerve innervates
the nucleus of the solitary tract, which is connected to the locus
coeruleus, the main site of norepinephrine synthesis, thus
improving task performance [45]. Importantly, norepinephrine
imbalance is also related to depression and anxiety, variables
evaluated in this study that showed improvement after active
stimulation, but it is necessary to emphasize that depression in
these patients may be associated with fear of hospitalization for
COVID-19 and the possibility of hospital discharge may have
generated this effect of improving symptoms of depression.

Finally, we can infer that this randomized study shows the
feasibility and safety of using taVN5 in the treatment of hos-
pitalized patients in the acute phase of COVID-19 disease,
corroborating the safety record already reported for vagus
nerve stimulation [13,46], although a limitation of our study
is the small sample size. Thus, we emphasize the importance
of studies with larger samples.

5. Concluslons

The taVNs is a viable and safe intervention for COVID-19 that
potentially modulates its inflammatory profile and cognitive
symptoms. We found no dear evidence that taVNS improved
overall clinical outcomes; however, we were unable to detect
small effects and cannot rule out a survival or disability benefit
due to short follow-up. Whether the modulation of inflammatory

markers comelates with the clinical response to taWNS deserves
further study.
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Abstract: Transcranial auricular vagus nerve stimulation (taVINS) has shown effectiveness in reduc-
ing inflammation and depression. Thus, this study evaluated its effect on inflannmation, cardiac
autonomic modulation, and clinical symptoms in individuals affected by COVID-19. Methods: There
wene 52 randomized participants hospitalized with COVIE-19 diagnosis who wen bo receive active
{a-taVMNS) or sham taVNS (s-taVNS) for 20 min twice a day for seven consecutive days Interleukin
6 (IL-6), 10 (IL-10), cortisol, C-reactive protein (CRF), heart rate variability (HEV), and clinical
symptoms werne assessed before and after seven days of treatment. There were also seven- and
fourteen-day follow-ups for clinical symptoms, including anxiety and depression levels, as well as a
six-month follow-up for memory and attention levels. Results: There was significant reduction in
CRP —23.9%, (95% CI —46.3 to —1.4) and I1-6 —37.7%, (5% CI —57 6 to —17.7) for the a-taV NS group
There wemn no changes in IL-10, cortisol levels, or in HEV results (p > (L05) in both groups. There
were no changes e garding clinical symptoms, except for a significant decrease in depression level
{—2.85, 95% CI —5.44 to —0.27) in the a-taVINS group. Conclusion: VNS showed effects on CRF,
IL-6, and depression levels; howewver, it did not affect other clinical symptoms.

Keywords: COVID-19; vagus nerve stimulation; inflammation; autonomic modulation: climical symptoms

1. Introduction

The clinical features of COVID-19 vary from an asymptomatic state to a severe clin-
ical status such as pneumonia and death [1]. COWVID-19 is associated with an extreme
increase in inflammatory cytokines in the blood, known as a cytokine storm [Z]. It has also
been observed that people with COVID-19 have sympathetic hy peractivity and impaired
parasympathetic autonomic signaling that can affect the cardiovascular system [3].

Thus, treatment to minimize inflammation and its clinical effects has been imple-
mented for patients, using corticosteroids and ventilatory support [4,5]. However, comple-
mentary therapies have been investigated to potentiate the effects of these treatments, such
as transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (taVNS).

taV NS is a powerful tool for modulating bodily functions, as the vagus nerve is an
important neurc immunomodulator in inflammatory body processes [6,7]. The use of
WS for patients diagnosed with COWVID-19 was recently researched [5,9], showing
its effectiveness for reducing inflammatory marker levels and managing symptoms and
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depression. This non-invasive stimulation may also exhibit favorable cardiovascular effects
during sepsis [10].

Thus, this study aimed to evaluate the effect of ta¥N5 on inflammation, cardiac
autonomic modulation and clinical symptoms, including levels of anxiety, depression,
attention, and memory of patients diagnosed with Covid-19.

2. Material and Methods

Farticipants were randomized (www.randomizer.org) by a researcher not involved in
the treatments for 14 sessions of active transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (a-
taVIN5) or sham transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (s-taVNS) (Appendix A).
The participants were blind to the treatment.

The local Ethics Committee for Research on Human Subjects approved this study
(CAAE: 46699521.5.0000.5511) in compliance with Resolution 466/12 of the Brazilian Na-
tional Board of Health. All participants signed an informed consent document before the
beginning of the study. The protocol was registered in the Brazilian Registry of Clinical
Trials (RBR-399t4g5).

21. Participants

Physiotherapists selected as participants adults admitted to Lydia Storopoli Hospital
who had been diagnosed with moderate or severe COVID-19. To be included, participants
had to have symptoms of COVID-1% within ten days of the beginning of the first evaluation
of this research. Individuals who had contraindications for the use of taVNS (cochlear
implants and cardiac pacemakers) or who were not conscious enough to consent to taVNS
treatment and to respond to the initial questionnaires were not included.

The recruited participants were evaluated for their inflammatory profile, cardiac
autonomic modulation, and clinical symptoms before and after the interventions. Seven and
fourteen days after the end of the interventions, clinical symptoms (including depression,
anxiety, attention, and memory) were reassessed. The level of attention and memory was
further monitored during a &-month follow-up (Figure 1).

Post Intervention | Follow up 7 days | Followuplddays | Follow up 1te 6 manths

Figure 1. Timeline of Outcome Measures. Source: authors,

2.2, Intervention
2.2.1. Experimental Group

Participants continued to receive usual medical care throughout the study; as prescribed
by the hospital physician. In addition, participants in the experimental group received
transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (taVINS) twice a day for seven consecutive
days, totaling 14 stimulation sessions, with %) min of stimulation for each session.
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The a-taVMN5 was applied using a multifunctional franscutaneous neuromuscular electri-
cal stimulator (model Dualpex 071, Chuark Produtos Meédicos), with a current ranging from
25 Hz to 5 kHz, by series of sine waves, with a pulse of 1 ms. Intensity was adjusted based
on the participant’s tolerance in order to not cause pain or muscle contractions. Cme 15 mm
electrode was positioned on the tragus [11] from the left ear and another on the left clavicle.

2.22. Control Group

Participants continued receiving their usual medical care throughout the study, as
prescribed by the hospital physician. For sham stimulation, the same protocol as the
a-taVIN5 was used; however, the equipment remained off.

2.3, Outcome Measures
2.3.1. Primary Outcome Measures—Inflammatory Profile

To obtain the inflammatory profile, 15 mL of blood was taken via vein puncture,
always in the morning. It was stored in a tube containing protease inhibitor and EDTA,
then cenfrifuged at 3000 rpm for 15 min at 4 “C. The resulting plasma was transferred to
micro centrifuge tubes (1.5 mL) and stored at —80 " C. This sample was later sent for analysis
of Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10), Cortisol, and C-reactive Protein (CEFP).

IL-6&, IL-10, and cortisol were measured by the Enzyme-Linked Immuno-Sobent Assay
(ELISA) method and Chemiluminescent Competitive Immunoassay following the manu-
facturer’s recommendations. The quantitative determination of CRP was performed by
nephelometry (Dade-Behring N High Sensitivity CRP).

2.32. Secondary Cutcomes Measures
Cardiac Autonomic Modulation

Cardiac autonomic modulation was analyzed using heart rate variability (HEV), with
a heart rate monitor (V800, Polar Electro, Finland). ER intervals were recorded for 15 min,
and those with at least five minutes of the stationary signal were considered walid.

The ER intervals were exported to the Kubios HEV program (Version 2.0, Biosignal
Analysis and Medical Imaging Group, Finland) for analysis of the frequency domain (low-
frequency-LE high-frequency—HE and low-frequency and high-frequency ratio-LF/HF).

Frequency domain parameters were obtained through spectral analysis using the
autoregressive method. Analysis of all parameters followed the standards of the Task Force
of the European Society of Cardiclogy and the North American Society of Pacing and
Electrophysiology [12] and updated recommendations [13].

COVID-19 Clinical Symptoms

To obtain the frequency and intensity of COVID-19 clinical symptoms a questionnaire
developed by the authors was applied. The list of symptoms in the questionnaire was
based on Yang et al. [14] and Umakanthan et al. [15]. Possible responses were none, mild,
moderate, or severe.

Personal information and health condition were collected from participants” medical
records. After the end of treatment, if the participants were discharged from the hospital,
they were contacted by telephone.

Depression and Anxiety Scale

These variables were assessed by the Hospital Anxiety and Depression Scale [16]; re-
sults were classified as unlikely (score (-7), possible-questionable or doubtful (811 points),
and probable (12-21 points).

Attention and Memory Levels

A questionnaire adapted from the Clinical Global Impression Scale (CGI) [17] was
applied to obtain these data. Possible answers were much better, better, a little better, no
change, a little worse, worse, and much worse.
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24. Data Analysis

The sample size calculation was performed using GPOWER3 Software, with 21 sub-
jects (11 from the s-taWVIMN5 and 10 from the a-taVN5). The results of pre-and post-intervention
differences of primary (IL-6) and secondary (LF/HF) outcomes were considered for anal-
ysis. Considering a power of 80%, an o error of 5%, and an effect size of 1.0403050, the
estimated sample size was 26 per group for primary cutcomes; for secondary outcomes the
estimated sample size was 14 patients per group, considering an effect size of 0.9735431.

Primary cutcomes were the difference in CRF, I1-6, IL-10, and cortisol from baseline to
the last day of stimulation. Clinical outcomes (arxiety, depression, CGI memory, CGI attention,
HEY, duration of hospitalization, and mortality) were considered secondary outcomes.

Baseline characteristics were reported with descriptive stafistics for each group. Two-
tailed tests were applied in all analyses. A significance level of (L05 and an intention-to-treat
(ITT) analysis were used. To manage missing data, the last observation performed method
was employed. The assumption of normality was tested using histograms and the Shapiro—
Wilk test.

First, changes in inflammatory mediators were standardized by baseline values using
the following formula:

(post reatment value — Baseline)
post treatment value

o of chance of inflammatory marker = » 100

Then, generalized linear models with identity functions were implemented to test
the change in cutcomes across groups (post-treatment-baseline). Unbalanced factors were
identified at baseline (vaccination status, anxiety score, sex, and body mass index). These
variables were, therefore, included as covariates for adjustment.

Durbin-Watson estimates and Cook's distance values were used for regression di-
agnostics analysis, such as residual autocorrelation and influential cases. The normality
of residuals was assessed using QQ-plots. Homoscedasticity assumptions were visually
verified by plotting residuals against predicted values. No correction for multiple com-
parisons was performed to decrease the risk of type Il errors in this exploratory analysis,
although the number of multiple comparisons was minimized following a predefined list of
outcomes. All analyses were performed in R version 4.2.0. The HF (n.u) and LF (n.uw.) and
HF/LF ratio analyzed HEV; analysis was performed using SP55 version 22.0 for Windows.
Generalized Estimating Equations analyzed HREV, memory CGI, and attention CGI data. A
value of p < 0.05 was considered significant.

3. Results

A total of B4 participants admitted to Lydia Stordpoli Hospital from May 2021 to
December 2021 were screened; 32 participants were excluded, seven for not meeting the
eligibility criteria, seven who died during treatment, 16 due to hospital discharge during
taVIN5 treatment, and two due to intubation before the first assessments and randomization.
Thus, 52 participants remained for analysis. The participants” demographic data are shown
in Table 1.

The a-ta¥ N5 group had more male participants than the s-taVINS group; a higher level of
anxiety was observed for a-taVW N5 group participants. Most participants in both groups were
overweight The s-taV N5 group had more participants with chronic obstructive pulmonary
disease and more who were vaccinated. The groups were equal at baseline to HEWV.

They were continuously medicated to reduce the symptoms of COVID-1% during
this research and, thus, did not just receive the taVMN5 treatment. In Appendix B there is
information about the medical treatment in use during the trial for both groups. There is
no significant difference between them.
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Table 1. Demographic Data of Participants Diagnesed with COVID-19 (N = 52),

Variables a-ta¥W NS5 (N = 26) s-taW NS (N = 26)
Participants
Sex, make 1 (%) 16 (61%) 10 (38%)
Age (years), mean (SD) 53 (17) 57 (16)
Weight (kg), mean (S0) 83(13) 86 (17)
Height (m), mean (51 L&7 (7) 166 (7)
BMI (Kg/m?), mean (SD) 30(4) 31 (6)
SEP (mmkElg), mean (S0} 124 (17) 126 (29)
DBP (mmHg), mean (SD) 78 (10) 75(12)
HE (bpm), mean (50) 83(13) 80 (16)
IL-6 (pg/ mL), mean (S} 32 (28) 43 (38)
IL-10 (pg/mL), mean (SD) 10 (9) 8 (6)
CRP (mg/dL), mean (51) 9(7) 1110
Cortisol (ug/dL), mean (SD) 21 (17) 25(21)
LF {n.u), mean {50} 52 (27) 50 (31)
HF (n.u), mean (30) 48 (27) 50 (31)
HF/LF ratio, mean (SD) 3(5) 3{4)
Arciety, mean (S0 B3 5(3)
Depression, mean (S0 5 3(3)
Cmset of Sj.?mlzltlrt;;;a (davs), mean 9(2) 9(2)
Dieath (n) 4 &
Comorbidities
AH, 1 (%) 12 (46%) 15 (58%)
Diabetes mellitus, n (%) 7 (27%) 7 (%)
Obesity, 1 (%) 11 (42%) 13 (500%)
COPD, 1 (%) 1{4%) 7 (%)
Smokers, 1 (%) 1(4%) 1 (4%)
Vaccinated, 1 (%) 21 (31%) 15 (58%)
Bfizer, i (%ol
st dose 2 (&%) 1 {4%)
2nd dose 1{4%) 0 {0%)
CoromaAC, n (%)
st dose 12 (46%) 10 (38%)
2nd dose 9 (35%) 10 (38%)
AstraZeneca, m (%)
st dose 6 (23%) 3(12%)
2nd dose 4 {15%) 2 (8%)
Janssen, 1 (%) 1 (4%) 1 (4%

Legend: Values presented in absolute frequency, mean, and standard deviation (S09). BW] (Body mass inde), SBE
(Systolic blood pressume), DPB (Diastolic blood pressume), HE (Heart Rate), mmHg (millimeter per mercury ), [L-6
(Interleukin-&), [L-10 (Interleukin-10), CRP (C-reactive protein), LF (low frequency), HF (high frequency), LF/HF
(low frequency and high frequency ratio), bpm (beat per minute), AH (arterial hypertension), COPD (chronic
obstructive pulmonary disease).

3.1. Effects of Intervention
3.1.1. Primary Outcome—Inflammatory Profile

There was a significant reduction in CRP (difference between groups = —23.9%, 95%
Cl —46.3 to —1.4, p = 0.038) and IL-6 (difference between groups = —37.7%, 95% CI —57.6
to —17.7, p < 0.001) percentage post treatment with a-taV N5, after adjusting for unbalanced
variables at baseline (vaccination status, anxiety score, sex, and body mass index) (Figure 2).
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Figure 2. Effects of transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (t2aVNS) on CRP (C-reactive
protein) levels (A), IL-6 (interleukin 6) (B), IL-10 (interleukin 10) (C), cortisol (D) at baseline and after
14 segsions of VNS, for groups a-taVNS (1 = 26) and s-taVNS (n1=26). * p < 0.05.
3.1.2. Secondary Outcomes
Heart Rate Variability (HRV)
Two participants from the a-taVNS and five participants from the s-taVNS were
excluded, as the HR signals were inadequate for analysis; thus, 24 a-taVNS participants
and 21 s-taVNS were considered (Figure 3).
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Figure 3. Effects of taVNS at baseline and after 14 sessions of taVNS on the variables LF (Low
Frequency) (A); HF (High Frequency) (B); HF/LF {High Frequency and Low Frequency Ratio) (C) for
the a-taVNS (i = 24) and «-taVNS (1 = 21} groups. n.u (Standardized Units). Data Expressed as mean
and standard deviation (31, the Generalized Estimating Equations (GEE) test was used.

Figure 3 shows the results of the LF band (n.u), (difference intergroup: 95% IC 40.5
to 62.9) for a-taVNG5 in pre-treatment vs. post-treatment (95% IC 48.4 to 70.1) and in the
s-taV NS, values were (95% IC 377 to 61.6) pre-treatment vs. post-treatment (95% IC 45.7 to
£9.6). There was no significant difference between groups in post-treatment (95% IC —14.4
to 184, p= 0.812).

The pre-treatment HF values (n.u) for the a-taVINS were (95% IC 369 to 59.2) vs.

post-treatment (95% IC 29.1 to 51.4), and in the s-taVNS, pre-treatment HF was (95% IC
38.0to 61.9) vs. post-treatment (95% IC 30.1 to 54.0), with no significant difference between
the groups in post-treatment (95% IC —18.1 to 14.5, p= 0.829).
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The LF/HF values for a-taVNS pre-treatment were (95% IC 566.4 to 5177.6) vs. post-
treatment (95% IC 3150.4 to 7759.6), and for s-taVNS pre-treatment LF/HF was (95% IC
3325 to 5260) vs. post-treatment (95% 1C 825.9 to 5753.3), without a significant difference
between the groups (95% IC —1208.2 to 5538.0 p = 0.208).

Clinical Symptoms

The most frequent initial clinical symptoms for the a-taV NS group were cough, dysp-
nea, fatigue, and muscle weakness. For the s-taVNS group, those symptoms were cough,
dyspnea, migraine, ageusia, fatigue, and muscle weakness. After treatment, there was a
decrease in clinical symptoms in both groups, but compared to baseline, the a-taVINS group
had more participants with clinical symptoms than the s-taVNS (Figure 4).

Baseline smmas B Post [ntervention -
wedre VI s
Digriss [r—— THardhed m [ FLAA-3e1,
Sdenral conflsion [ T Memal coafliaica m
Fnar [ Fauz 1
Leas ofhair [ S Liwsof s [
Congh —— Cough @
Chestpain 4@ Chestprin [
Lower knbw pain [ Lowe limbs prin rr—
Upv:lm_u:m.n I Upper lishs gain e
Toint pain ] it paia -
Eadscke —— o -
4 —
m e Ageaia -
Dyspusa | e =
Faigea I Dyapues e
Muicls ke e Fargme -_—
¥ DM N 6 I 2 6 10141381} 3 fuide estesss —
Iuiber o Pasiers ¥ - OWE 18 M 6 1 0 £ 0 MO NN
D Mumber of Fatients
Follow up 7 days — Follow up 14 days WV NG
R Wackia HVNE
Disrhea Disiriea v
Mertal eenfuricn - Megtal oaftisice —
Ferer L] Fered
Loss ufhs -— Loes ofhss -
Corgh — Cangh -
Chestpan - Chestpan -
LL;:nHLﬂtupm —— Lonse st piin —
g s paia — Fr——— ——
Jut uin _—— Tt pain -
Eeatycha — . ——
Ageasit -—_ Agrosn -
Az Anvani o
Drrepaea —-— :
Faigue — Drepaca —
Mazeln wesknass e Faigoe I—
Muscle wedness —
¥ o1 1 W OE 2 2 6 1 W I DX
- . F. N IO T T R T 1 O e
Numnber of Patients
Mumber of Fatiesis

Figure 4. Clinical symptoms of the a-taVN5 (N = 26) and s-taVNS (N = 26) groups pre-treatment
(A); post-treatment (B); 7 days of follow-up (C); 14 days of follow-up (D). Transcutaneous auricular
vagus nerve stimulation (faVNS).

Of the 26 participants who started treatment, only 20 participants per group responded
to the questionnaire at follow-up, as the others progressed to intubation.

At the 7-day follow-up, both groups experienced an increase in clinical symptoms.
The most frequent clinical symptoms in the a-taVINS group were lower and upper limb
pain, fatigue, and muscle weakness; s-taV N5 presented cough, pain in lower limbs, fatigue,
and muscle weakness. Nineteen participants in the a-ta¥ N5 group and 20 in the s-taVINS
completed the assessment, as five participants in the a-taVNS5 group and four in the s-taVINS
group remained unconscious, and two participants in each group died.

In the 14-day follow-up, there was a decrease in clinical symptoms, with mental confusion
and fatigue being more frequent in the a-taV NS group, and lower limb pain, fatigue, and
muscle weakness in the s-taVNS group. In both groups, there was an increase in diarrhea
symptoms regarding the seventh day; 20 per group completed the clinical assessment, four
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participants in the a-taWNS group and two participants in the s-taWNS group remained
unconscious, and six participants died (two from a-taVNS and four from s-taWVNS).

Depression and Anxiety

There was a statistically significant reduction in depression in a-taVINS compared to
s-taVN5 (difference between groups = —2.85, 95% CI —5.44 to —0.27, p = 0.03), but no
changes in anxiety levels (Table 2).

Table 2 Results of Anxiety and Depression Levels. Comparison of Crude and Adjusted Treatment
Effects for Unbalanced Variables at Baseline (Vaccinabtion Status, Anxiety Scome, Sex, and Body

Mass Index).
a-taVNS (N =26} staVNS (N = 26)

Raw Adjusted Raw Adjusted Adjusted

- Changes Changes . Changes Changes Difference

Variable  Baseline — Post  Cihinthe  withinthe  D2sline Post ithinthe withinthe  between
Group Group # Group Group # Groups #
Ariety BO0(AE) 5337 -27(43) 25(48) 55(34) 47 [46) -1L0{37) -12(44) (_4_1151 5)

Depression  46¢40)  40(50)° 1068  -184 3200  31E§ 0206 LAY g ;ff—’_‘o 3

Mote: Data reported as mean (513), statistical comparison using multiple linear regression. # Adjusted for
unbalanced variables at baseline (vaccination status, arcdety scome, sex, and body mass index) (Table 1) ##Adjusted
for unbalanced variables at baseline and reported as mean difference (IC 95%,). * p< 0.05.

Attention and Memory Level

Twenty participants from each group were analyzed because five participants died
in the a-taVNS group and one was not contacted for follow-up. In the s-taVNS group, six
participants died during follow-up (Table 3).

Table 3. Results from Clinical Global Impression Scake (CGI) Memory and Attention,

ataWNS (N=200 =taW NS (N =10}

Ditference between
Outcome  7d 14d 304 &0d 904 120d 150d 18Dd Td 14d 30d &d 90d 1204 150d 1804 Groups 5D (95% C1}

415 35 4 345 31 34 405 415 405 4lo 35 aFs 39 IS 3RS 108 .,
Memory 0wy o3n @33y 033 033 @3 @D @03 @3 (03 03 @3 03 (039 @) @i Lol
19 385 35 a3 36 435 43 I8 a7 35 1 375 3B A75 18

Nt ;
Atenfon oo a3t a8 03) @) @30 ©03) @t @3 (0 @) @) @i @pad) (esy DL

Legend: Values expressed as mean and standard deviation (S1); the test used was the Generalized Estimating
Equations (EEG) test. d (Days).

There was no statistically significant difference in the attention and memory levels
in the follow-up for both groups. During the six-month follow-up, four participants from
the a-taW NS group and five from s-taVNS group reported improvement in memory in the
fourth month after diagnosis of COVID-19; eight participants from the a-taVNS group and
six from s-taVNS group reported memory getting worse after the fourth month.

Regarding attention, eight participants in the a-taVN5 group and seven in the s-taVNS
group reported improvement after the fourth month follow ing COVID-19 diagnosis, and
eight participants in the a-taV NS group and five in the s-taVIN5 group reported a worsening
from the fourth month after COVID-19 diagnosis.

4. Discussion
4.1. Inflammatory Mediators

Chur results showed a decrease in CRP and IL-6 levels after taVNS. However, no differ-
ence was found in [L-10 and cortisol levels. Torero et al. [8] observed significant reductions
in CRP in participants with COVID-19 who received medical treatment associated with
nVNS. However, their participants received two consecutive two-minute sessions of nWNS,
three times a day in one day of treatment, whereas our participants received 90 min of



stimulation, two times a day during 7 days. Another study [9] observed a decrease in IL-6
in two patients with COVID-19 after receiving taVMNS5, with, however, 60 min of stimulation
per day, for around 17 days.

Almost all participants in our study had CRP greater than 1.0 mg/d pre-treatment;
after treatment, there was a significant decrease in CRP levels, but some participants
in both groups still had CRP levels above 1.00 mg/dL post-treatment, which indicates
inflammatory processes [18].

The anti-inflammatory effect of VNS has been documented for different diseases, such
as Crohn's disease [19], Rheumatoid Arthritis [20], and Sjogren’s syndrome [21]. Therefore,
using VNS for inflammation treatment appears to be feasible, especially in COVID-19, the
main characteristic of which is the inflammatory process. This theoretical concept of the
WIS anti-inflammatory effect comes from the fact that inflammation activates the vagus
nerves afferent fibers, which in turn signals the brain about the process, triggering an
anti-inflammatory response called the inflammatory reflex [22].

The cholinergic anti-inflammatory pathway (CAFP) is the main pathway activated in
this response. It innervates the spleen through the efferent vagus nerve, and from the
splenic nerve, it relays and acts on macrophages transforming adrenergic stimulation into
a cholinergic signal, which exerts an anti-inflammatory effect [23]. Tracey [24] introduced
the CAFP concept and showed that the alpha? subunit of the nicotinic acetylcholine rece ptor
is required for inhibition of Tumor MNecrosis Factor release from macrophages. The absence
or failure of this mechanism results in excessive inflammatory responses, culminating in
chronic conditions [22].

Important data also show that the increase in [L-6 in COVID-19 may be associated
with poor prognosis, admission to the Intensive Care Unit, Acute Respiratory Distress
Syndrome, respiratory failure, shock, multiple organ dysfunction, and risk of death, being
a good marker to monitor these patients [25,26].

In a meta-analysis by Coomes and Haghbayan [26] it was reported that [L-6 levels
were 2.9%fold higher in more critically ill patients when compared to milder cases. The same
is reported for CEE as it was observed that higher concentrations of this were associated
with lower oxygen saturation, higher temperatures, higher platelet, and white blood cell
counts, increased ferritin, and high levels of d-dimer. In addition to increased likelihood of
having venous thromboembolism, acute kidney injury, severe illness, and mortality [27].

Similar to our results, Tracey [22] also did not observe the reduction of TL-10 by VNS,
Mon-inhibition of IL-10 is an advantage, as it is one of the most potent anti-inflammatory
cytokines to help fight the COVID-19 cytokine storm [23,24].

Regarding cortisol, there was no difference after ta¥W NS, Cortisol plays a relevant role
in the body's metabolic reaction to stress [258]. When its level is high, it can restrict immune
responses to prevent excess inflammation [29,30].

4.2, Autonomic Modulation

We found no significant differences in HE, LE and LF/HF ratio outcomes for both
groups. However, satisfactory results of taVMN5 on autonomic control have already been
observed, but in healthy individuals [11].

Monitoring vagal tone in patients with COVID-19 may be essential, as it can be used as
a predictive marker of the course of COVID-19 disease. This is because patients with a very
low wagal tone at the onset of symptoms may be at high risk of developing a dvsregulahed
pro-inflammatory response during infection, leading to sudden death or fransfer to the
intensive care unit [11,30].

Annane et al. [31] reported that high concentrations of catecholamines and impaired
sympathetic modulation, ordinary in patients with septic shock, suggesting that central
autonomic regulatory impairment contributes to circulatory failure. Thus, it is possible that
in patients with COVID-19 a dysfunction in autonomic tone for cytokine release syndrome
and multiorgan damage are related [32].
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It is worth considering that this was the first study documented to date that has evalu-
ated the effect of taWIN5S on HEV in people hospitalized with COVID-19. This relationship
had not been observed with the findings of inflammatory mediators.

4.3, Clinical Symptoms

We found no difference in clinical symptoms after taVIN5S in both groups. We empha-
size that participants were bedridden, which may contribute to increased pain, fatigue, and
muscle weakness. The proportion of deaths was similar between the groups. All partici-
pants who died had comorbidities and were intubated, with the cause of death reported
as COVID-19 infection. For memory and attention, taVNS has already been effectively
observed [33]. However, we did not observe differences between the groups, and some
participants reported worsening of these variables after the fourth month of diagnosis.

However, Staats et al. [34] reported two cases of patients with COVID-19. In case 1, the
patient used nVNS to expedite symptomatic recovery at home after hospital discharge and
was able to discontinue the use of opioid medications and cough suppressants; in case 2,
the patient experienced immediate and consistent relief from symptoms of chest tightness
and shortness of breath, as well as an improved ability to clear the lungs. Tarn et al. [21]
observed an improvement in fatigue and immune responses in Sjogren’s syndrome after
n%¥ NS and Lai et al. [35] reported relief of acute pain for migraine after cervical nVW NS,

Although we did not observe major clinical changes between the treated and un-
treated groups, the literature shows that intense and chronic inflammation can lead to
encephalopathy, encephalitis, acute disseminated encephalomyelitis, myyelitis, meningitis,
ischemic infarctions, or cerebral venous thrombosis [36]. It is noteworthy that the eticlogy
of ence phalopathy in COVID-19 is mainly linked to central and peripheral nervous system
damage by a cytokine storm, blood clots, or direct damage to specific receptors [37,38].

Furthermore, it has now been well established that both the innate and adaptive
immune systems become dysregulated in depressed patients and that controlling inflam-
mation may be of therapeutic benefit [39]. Two meta-analyses showed reliably higher
levels of inflammatory markers in depression, namely IL-1§, IL-6, C-reactive protein (CRP),
and TNF-o [40,41].

Thus, based on the psychological impact of the COVID-19 pandemic on psychiatric pa-
tients, Guo et al. [42] speak of the importance of targeting the cholinergic anti-inflammatory
pathway and modulating brain circuits using taV NS based on what the literature reports
on the benefit of the technique to treat COVIID-19 and its associated cytokine storm.

Therefore, controlling inflammation may provide an overall long-term therapeutic
benefit. This corroborates our findings regarding depression assessed after the end of
treatment. Patients in the treated group showed a significant decrease in symptoms of
depression when compared to the group not treated with taVMN5. Although vagus nerve
stimulation has already been approved by the US Food and Drug Administration (FDA) for
the treatment of depression [43], it has been applied for the adjunctive treatment of resistant
depression [44—46]. This is the first study that has evaluated its effect for depression for
hospitalized patients with COVID-19.

In addition to the disease itself being a cause of depression [47], this symptom is the
most common mental illness in hospitalized individuals. Studies show that the prevalence
of depressive syndrome in hospitalized patients ranges from 15% to 56%. Despite the
significant prevalence, depression is generally underdiagnosed and undertreated [45-50].

Thus, Lai et al. [51] report the importance of evidence-based assessments and interven-
tions targeting mental health disorders in COVID-19, as these are scarce and Guo et al. [42]
suggest that taV N5 can be used as an adjunctive therapy for depressive symptoms during
the COVID-19 pandemic; they, howewver, have not tested the therapy for this population.

The use of taVMN5 in patients with COWVID-19 should still be explored, due to the
close relationship between the inflammatory process (a characteristic of COVID-19) and
depression. There is evidence showing a sensitivity of the insula and striatum to changes
in peripheral inflammation in depression in rodents and humans [52].



In a recent study, CRP level was negatively correlated with amygdala—ventromedial
prefrontal cortex connectivity in depressed patients with high levels of inflammation and
anxiety symptoms [53]. Nusslock et al. [54] found that higher levels of inflammatory
biomarkers were associated with lower connectivities in both the emotional network and
the core executive network in urban A frican American youth, suggesting that inflammation
or neuroimmunology may be involved in the pathogenesis of emotional health problems
and physical.

These studies show that systemic inflammation is associated with activity in the
striatum with reward-related neural and interoceptive circuits and provide evidence of
physiological subtypes within depression.

Therefore, depression in COVID-19 may have different causes than resistant depres-
sion, which is already treated with taV NS with obvious effects. Thus, there is a need for
clinical evidence of the use of taV N5 in depression in people with COVID-19.

5. Conclusions

Based on this study’s results, taVNS can reduce CRF, IL-6, and depression in patients
with COVID-19 but does not interfere in cardiac modulation, COVID-19 clinical symptoms,
anxiety, memory, and attention levels.
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Appendix A
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Study flowchart. Transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (taVINS); Inter-
leukin & {IL-6); Interleukin 10 (IL-10); C-reactive protein (CRP); Heart rate variability (HEV);
Hospital Anxiety and Depression Scale (HAD). * Analysis 1: 26 participants had their blood
collected for the analysis of inflammatory markers and had their heart rate variability
analyzed. For the assessment of HAD and clinical symptoms, 20 participants answered the

questionnaire, since six of them were intubated in both groups.
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Appendix B Medications Intake during Trial (n = 52)

sta¥W NS 1= 26) a-taWINS i1 = 26)

Medication Number (%) Number (%) p-Value
Antibiotics 20 7EY) 23 (B4.5) 0.z
Nensgeroidal anti-inflammatory drags (NSATDs) 1z 462 18 ez 0
Corticosteroids 24 (92.3) 25 (96.2) 054
Anticoagulants 21 (siE) 25 (96.7) [Nl
Anﬁh_\-'purﬂ_'ll:nl'u—f_':i 21 (80L.8) 26 (1000 .08
Bromchodilator B (30.8) 13 {500y 016
Trighyceride Lowering Drugs 3{115) £{23.1) .30
Antihistaminic 1(38) B {30.5) .06
Anesthetic drugs 22 (8l &) 26 (1000 .06
Antithyroid drags 1(38) 3{115) .29
Analgesic 12 {46.2) 17 (65.4) 0.1&
Hy pogghyoemic dougs 10385 16(61.5) 0.06
Vasopressors 6{23.1) 12 (46.2) 008
Gastrointestinal drugs * 10(38.5) 26 (100.00 Ly
Antipsychotics 4{154) £{23.1) .46
Expectorants 000 2{7.7) 07
Antidepressants 277 3{115) .63
Antifungal drogs 1(3.8) s5{19.2) 0
Uric acid lowering agent iy 2{7.7 014
Antiepileptics 00y 2{7.7) 014
Antiseptics 000 1{3.8) 030

* laxants, antiflatulent, or proton pump inhibitor,
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10.  ANEXOS

ANEXO 1 - ESCALA HAD - AVALIACAO DO NIVEL DE ANSIEDADE E
DEPRESSAO (Zigmond e Snaith, 1995)

Assinale com “X” a alternativa que melhor descreve sua resposta a cada questao.

a maior parte dotempo[3 boa parte do tempo[2
O P po3] 0 P pol2] () de vez em quando[1] () nunca [0]

() ndo tanto quantoantes [1] () s6 um pouco [2]

() sim, do mesmo jeitoque antes [0] () jando consigo
terprazer em nada
[3]
() sim, de jeito muitoforte [3] () sim, mas néo téoforte [2] . i
() um pouco, mas isso () ndo sinto
ndo me preocupa [1] nadadisso[1]

() do mesmo jeito queantes[0] () atualmente um poucomenos[1] () atualmente bem

menos[2] () ndo consigo

mais[3]

(

(' ) a maior parte dotempo[3] ) boa parte do tempo[2]

() devez emquando[1] () raramente[0]

() amaior
parte do
tempol[0]

() nunca[3] () poucas vezes[2] () muitas vezes[1]

() sim, quase sempre[0] () muitas vezes[1] () poucas vezes[2] () nunca[3]
() quase sempre[3] () muitas vezes[2] () poucas vezes[1] () nunca[0]
(' ) nunca[0] () de vez em quando[1] () muitas vezes[2] () quase sempre[3]

() ndo estou mais me cuidando como () talvez ndo tanto () me cuido do
eu deveria[2] quantoantes[1] mesmojeito que
antes[0]

() completamente[3]

() sim, demais[3] () bastante[2] () um pouco[1] () ndo me sinto
assim[0]

() do mesmo jeito queantes[0] () um pouco menos queantes[1] () bem menos do que

antes[2] () quase nunca[3]

todk to[3.
(1) a quase todomomento[3] () varias vezes[2] () de vez em quando[1] () ndo senti isso[0]
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() quase sempre[0] | () varias vezes[1] () poucas vezes[2] | (' ) quase nunca[3]

RESULTADO DO TESTE

OBSERVAGOES:
Ansiedade: [ ] questoes (1,3,5,7,9,11,13) Depressao: [ ] Escore: 0 -7 pontos: improvavel
questdes (2,4,6,8,10,12 e 14) 8 — 11 pontos: possivel — (questionavel

ou duvidosa)12 — 21 pontos: provavel

NOME RESPONSAVEL PELA APLICAGAO DO TESTE

DATA
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Botega NJ, Bio MR, Zomignani MA, Garcia JR C, Pereira WAB. Transtornos do humor
em enfermaria de clinica médica e validacdo de escala de medida (HAD) de ansiedade e

depressdo. Revista de Salude Publica, 29(5): 355-63, 1995.
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Titulo da Pesquisa: EFEITO DA ESTIMULAGAO DO NERVO VAGO NA INFLAMACAOQ, MODULAGAO
AUTONOMICA CARDIACA E EVOLUGAO CLINICA DOS PACIENTES COM COVID-
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Instituicdo Proponente: ASSOCIACAC EDUCACIONAL NOVE DE JULHO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 5164 286

Apresentagio do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos "Apresentac3o do Projeto”, "Objetfivo da Pesquisa” e "Avaliac3o dos
Riscos e Beneficios” foram retiradas do arquive Informacdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMAGOES_BASICAS_1870568_E3, de 07/12/2021).

Resuma:

Objetivos: Avaliar o efeito da estimulac3o ndo invasiva do nervo vago (nVYNS) na inflamac3o, modulac3o
autondmica cardiaca e evolugdo clinica de pacientes com COVID-19. Delineamento: ensaio clinico
randomizado, cego e controlado por sham, no qual 52 individuos hospitalizados por COVID- 19 serdo
randomizados para receber os cuidados usuais mais nWNS ou apenas cuidados usuais. A estimulag3o sera
aplicada sobre o tragus esquerdo (corrente alternada vanando de 5 kHZ a 25Hz, intensidade vanando de
0,5 - 8 mA, por um periodo de 90 minutos pela manh3 e 90 minutos & tarde / noite, por 7 dias consecutivos).
Os desfechos serdo a analise de interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 ({ IL-10), cortisol, PCR, modulac3o
autondmica cardiaca, pressio arterial e responsividade simpatica, as quais serdo avaliados antes e apos 7
dias de intervenc3o. Apds 7 e 14 dias do término das intervencdes sera avaliada a evelugdo clinica dos
pacientes (dias de internacdo, evolugdo dos pardmetros clinicos e ocoméncia dos desfechos) por meio de
prontuarios e exames e questionario a ser aplicado ao paciente pessoalmente, se ainda estiver internado ou
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por contato telefdnico, se tiver recebido alta. Sera solicitado que responda no primeiro, oitavo e décimo
quarto dia um questionario para avaliar nivel de depressio e ansiedade (Escala HAD). Conclus3o: A nVNS
diminui a liberac3o de citocinas inflamatorias, sugerindo que a técnica pode ser um tratamento
antiinflamatdrio eficaz para individuos com COVID-19.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o efeito da estimulac3o no invasiva do nervo vago na inflamacdo, modulag3o autondmica cardiaca
e evolugdo clinica dos pacientes com COVID-19.

Objetivo Secundano:

Avaliar os efeitos de 7 sessdes de estimulagdo ndo invasiva do nervo vago na IL-5, IL-10, cortisol e proteina
C reativa quantitativa (PCR) de pacientes com COVID-19. Avaliar os efeitos de 7 sessdes de estimulacdo
n3o invasiva do nerve vago na modulagio autondmica cardiaca, pressdo arterial e responsividade simpatica
de pacientes com COVID-19. Avaliar a evolucdo dos pacientes 7 e 14 dias apds o fim da estimulac3o n3o
invasiva do nervo vago. Avaliar o nivel de ansiedade e depressio pré, pos 7 sesstes (8o dia) de
estimulacdo ndo invasiva do nervo vago, e apos 7 e 14 dias apds o término das intervencdes.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos apresentados por esse estudo s3o baixes. Todos os testes e procedimentos s3o usados em varios
estudos e bem tolerados. A estimulac3o elétrica pode apresentar pequenos efeitos colaterais minimos como
vermelhiddo no local da estimulacdo, vocé sentira apenas um fermigamento leve quando o equipamento for
ligado, significa que esta passando corrente, e a intensidade da comente sera aplicada de acordo com a sua
tolerdncia. Esse formigamento pode ir diminuindo ao longo da estimulagdo toernando-se até mesmo
imperceptivel. Vocé recebera estimulacdo no proprio leito. Durante a medida dos batimentes cardiacos do
seu coracdo vocé podera sentir um desconforto, pois pediremos que vocé fique em repouso, Sem conversar
e sem se mexer bruscamente por 20 minutos, o que podera trazer uma sensac3o de aflicdo. Na medida da
pressdo arterial, a bracadeira quando inflada pode apertar e trazer desconforto, mas a medida é breve e 0
aperto toleravel para a maioria das pessoas. As coletas de sangue para analise de alguns marcadores da
inflamacdo (substancias que dizem se ha presenca de inflamac3o) ja serdo parte de sua rotina hospitalar, os
cuidados serdo aqueles rotineiros do hospital, com pesscas da area da salde treinadas para as coletas. O
questionario sera aplicado enquanto estiverem presentes no
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local apenas o pesquisador e vocé, de forma que evite que vocé figue constrangido em responder a alguma
pergunta diante de outros profissionais/pessoas nio envolvidas nesta pesquisa. O seu nome e dados que
possam te identificar serdo mantidos em sigilo.

Beneficios:

Apesar de haver evidéncias que a estimulacio do nerve vago reduz o processo inflamatdrio em outras
doencas, até o presente momento n3o ha evidéncias que provem o beneficio da estimulac3o do nervo vago
em pacientes com COVID-19. Sendo assim, essa pesquisa ndo traz beneficios diretos para vocé.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Projeto versdo 9 - Emenda

Desenho:

Trata-se de um ensaio clinico randomizado, cego, controlado por sham que sera realizado no Hospital Lydia
Storopoli, localizado na Universidade Nove de Julho — Campus Vergueiro- S3o Paulo- Brasil. Os
participantes apos serem incluidos no estudo serdo avaliados quanto ao seu perfil inflamatério
(INDICADORES), modulacdo autondmica cardiaca, respostas cardiovasculares, pressio arterial e
caractenizados quanto ao nivel de ansiedade e depressdo. Os participantes serdo randomizados em dois

grupos: experimental (estimulacdo n3o invasiva do nervo vagoe) mais usual care ou sham e usual care,
durante 7 dias. As avaliagBes serdo realizadas pré e pds 7 dias de intervencdes e follow-up de 7 e 14 dias.

Desfecho Primario:
Niveis de IL-6, IL-10, cortisol e proteina C reativa quantitativa (PCR) de pacientes com COVID-19.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Documentacdo abrigatria:

Folha de rosto datada, assinada pelo diretor com carimbo do diretor - OK
Projeto de pesquisa - OK

Cronegrama - OK

TCLE - OK

Termo de assentimento (caso se aplique) - No se aplica

Enderego: VERGUEIRO n° 235/248
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Continuagdo do Parecer: 5.164.286
Carta de anuéncia da instituicdo coparticipante (caso se aplique) - NJo se aplica
Algumas pendéncias precisam ser sclucionadas para a aprovacio do presente projeto:

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
O projeto n3o apresenta impedimentos éticos.
Consideragoes Finais a critério do CEP:

O pesguisador podera dar inicio &s coleta dos dados.

Salientamos que o pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ac CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Lembramos que esta modificacdo
necessitara de aprovagio ética do CEP antes de ser implementada. De forma objetiva com justificativa para
nova apreciacdo, os documentos alterados devem ser evidenciados para facilitar a nova analise.

Ao pesquisador cabe manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo
fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP (Res. CNS 466/12 item X1. 2. f).

De acordo com a Res. CNS 466/12, X.3.b), o pesquisador deve apresentar a este CEP/SMS os relatorios
semestrais. O relatorio final devera ser enviado através da Plataforma Brasil, icone Notificacdo. Uma copia
digital do projeto finalizado devera ser enviada 4 instincia que autorizou a realizac3o do estudo, via correio,
e-mail ou entregue pessoalmente, logo que o mesmo estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_ 187056 07/12/2021 Aceito
do Projeto 8 E3.pdf 17:25:44

Enderego: VERGUEIRO n® 235248
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Continuagdo do Parecer: 5.164.266

Qo

Folha de Rosto folhaDeRosto_emenda3 pdf 0771272021 |Femanda Ishida Aceito
14:15:21 | Corréa

Projeto Detalhado /| projetocovid30_11_21 docx 03/12/2021 |Femanda Ishida Aceito

Brochura 09:30:27  [Corréa

Investigador

Outros emendal.docx 03/12/2021 |Femanda Ishida Aceito
09:29:38  [Comréa

TCLE / Termos de | TCLEemenda2 docx 03/12/2021 |Femanda Ishida Aceito

Assentimento / 09:29:13 [Corréa

Justificativa de

Auséncia

Cronograma Cronogramacovid.docx 221012021 |Femanda Ishida Aceito
15:30:46 | Coméa

Outros emendaZ docx 08/092021 |Femanda Ishida Aceito
11:49:15 | Corréa

Qutros QUESTIONaRIODEQUADROCLINICO.d|  22/06/2021 |Femanda Ishida Aceito

ocx 20:04:35  [Corréa

Outros had_com_escore.docx 22/06/2021 |Femanda Ishida Aceito
20:02:11_ [Cormréa

Outros emenda.docx 22/06/2021 |Femanda Ishida Aceito
20:00:44 [Corréa

Qutros Hosp. pdf 26/05/2021 |MARILIA DE Aceito
11:41:20  |ALMEIDA CORREIA

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nio

SAO PAULO, 14 de Dezembro de 2021

Assinado por:

Maria Aparecida Dalboni
(Coordenador{a))

Enderege: VERGUEIRO n® 235/248

Bairmo: LIBERDADE

UF: 5P Municipio: SAC PAULO
Telefone: (11)3385-0010

CEF: 01.504-001
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