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Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos da estimulagdo transcutanea auricular do nervo vago auricular
(ETANV) na modulacdo autondmica cardiaca de individuos acometidos por COVID-19.
Desenho: Ensaio clinico, randomizado, cego e controlado por placebo. Local: foi realizado no
Hospital professora Lydia Storopoli. Participantes: Participaram do estudo 45 individuos
adultos com COVID-19 internados no Hospital professora Lydia Storopoli. Os participantes
foram randomizados para receber estimulagdo experimental mais cuidados médicos usuais (a-
ETANV) e estimulacdo controle mais cuidado médicos usuais (S-ETANV). A ETANV foi
aplicada duas vezes ao dia durante sete dias consecutivos, totalizando x sessdes de 90 minutos
de estimulacdo para cada sessdo. Um eletrodo para estimulacao foi posicionado sobre o tragus
esquerdo e outro sobre a clavicula esquerda. O grupo controle realizou 0 mesmo protocolo do
grupo experimental, no entanto, o equipamento permaneceu desligado. A variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) foi avaliada antes e ap0s sete dias de tratamento com um polar foi
posicionado sobre o térax dos participantes, em decubito dorsal, com um pouco de dgua para
umedecer, durante 15 minutos, sendo considerados validos aqueles com pelo menos cinco
minutos de sinal estacionario pelo programa Kubios HRV. Resultados: N&o houve alteracbes
nos resultados daVVFC. Na BF os resultados pré foram 1C 95% (40,5 a 62,9) e p6s 1C 95% (48,4
a 70,1) para o grupo a-ETANV, e para o grupo s-ETANV foram pré I1C 95% (37,7 a 61,6) e pos
IC 95% (45,7 a 69,9). Também néo houve significancia entres os grupos 1C 95% (-14,4 a 18,4)
com p= (0.812). Na AF os resultados pré foram 1C 95% (36,9 a 59,2) e pds IC 95% (29,1 a
41,4) para o grupo a-ETANV, e para o grupo s-ETANV foram pré IC 95% (38,0 a 61,9) e pds
IC 95% (30,1 a 54,0). Também ndo houve significancia entres os grupos I1C 95% (-18,1 a 14,5)
com p=(0.829). Narazdo de BF/AF os resultados pré foram 1C 95% (0,56 a5,18) e pds IC 95%
(3,15 a 7,76) para o grupo a-ETANV, e para o grupo s-ETANV foram pré I1C 95% (0,33 a 5,26)
e po6s IC 95% (0,83 a 5,76). Também néo houve significancia entres os grupos 1C 95% (-1,21 a
5,54) com p= (0.208). Concluséo: A ETANV n&o mostrou efeitos na modulagdo da VFC em
individuos internados com COVID-19.

Palavras-chave: COVID-19, nervo vago, estimulacdo transcutanea auricular do nervo vago,
variabilidade da frequéncia cardiaca, modulacdo autonémica cardiaca.



Abstract:

Objective: To evaluate the effectsof transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (taVNS)
on cardiac autonomic modulation in individuals affected by COVID-19. Design: Clinical trial,
randomized, blinded, placebo-controlled. Location: It was held at Professor Lydia Storopoli
Hospital. Participants: Individuals affected with COVID-19, situated within the first ten days
of infection, a random sample of 84 participants diagnosed with COVID-19 was approached to
participate in the study, of which 45 completed the survey. 39 participants were excluded.
Intervention: taVNS was applied twice a day for seven consecutive days, with 90 minutes of
stimulation for each session. An electrode was applied on the left tragus and on the left clavicle
for the experimental group, the control group followed the same protocol as the experimental
group, but the equipment remained turned off. Outcome measure: Heart rate variability (HRV)
was assessed before and after seven days of treatment. Results: There were no changes in HRV
results. In LF the pre results were Cl 95% (40.5 to 62.9) and post Cl 95% (48.4 to 70.1) for the
a-taVNS group, and for the s-taVVNS group they were pre CI 95 % (37.7 to 61.6) and post 95%
Cl (45.7 t0 69.9). There was also no significance between the 95% CI groups (-14.4 to 18.4)
with p= (0.812). In HF the pre results were Cl 95% (36.9 to 59.2) and post Cl 95% (29.1 to
41.4) for the a-taVNS group, and for the s-taVNS group they were pre C1 95 % (38.0 to 61.9)
and post CI 95% (30.1 to 54.0). There was also no significance between the 95% CI groups (-
18.1 to 14.5) with p= (0.829). In the LF/HF ratio, the pre results were 95% CI (0.56 to 5.18)
and post 95% CI (3.15 to 7.76) for the a-taVNS group, and for the s-taVNS group were pre
95% CI (0.33 t0 5.26) and post 95% CI (0.83 to 5.76). There was also no significance between

the 95% CI groups (-1.21 to 5.54) with p= (0.208). Conclusion: taVNS showed no effects on
HRYV modulation in individuals affected with COVID-109.

Keywords: COVID-19, vagus nerve, transcutaneous auricular vagus nerve stimulation, heart

rate variability, cardiac autonomic modulation.
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1. INTRODUCAO
1.1  SARS-COV-2(COVID-19)

Nas Ultimas duas décadas, trés tipos de coronavirus (CoV) cruzaram periodicamente
espécies animais, transmitidos a popula¢cGes humanas e causaram um surto cada vez maior de
uma pandemia em larga escala (PERLMAN, 2020; WANG et al., 2020). O CoV é derivado da
palavra 'corona’ que significa ‘coroa’ em latim (WEISS; NAVAS-MARTIN, 2005). Causa uma
variedade de infeccOes do trato respiratorio humano, variando de resfriado leve a sindrome do
desconforto respiratorio grave (HEYMANN; SHINDO, 2020). Os patdgenos zoondticos virais
relatados anteriormente incluem SARS-CoV (coronavirus da sindrome respiratoria aguda
grave) e MERS (coronavirus dasindrome respiratéria do Oriente Médio) (CUI; LI; SHI, 2019;
DE WIT et al., 2016), que podem causar doenca respiratoria grave em humano (LUK et al.,
2019; PHAN, 2020).

A doencade coronavirus de2019 (COVID-19), causada pelo coronavirus 2 daSindrome
Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV-2), procedeu em uma pandemia global, tendo como
origem na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, China. O virus se espalhou rapidamente pelo
mundo e foi inicialmente declarado uma pandemia em 11 de mar¢o de 2020 (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION., 2022; CHAVEZ et al., 2021; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2022a). Em 27 de dezembro de 2022 houve 651.918.402 casos
confirmados de COVID-19, incluindo 6.656.601 mortes no mundo, relatados & Organizacao
Mundial da Saude (OMS) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022b), no Brasil 0s casos
confirmados chegaram a 36.226.287, com aproximadamente 693.199 mortes (MINISTERIO
DA SAUDE, 2022).

As caracteristicas clinicas da COVID-19 foram clinicamente classificadas em doenca
leve a moderada de um estado assintomatico ou a presenca de sintomas clinicos que incluem
febre, tosse, dor de garganta, dor de cabeca, fadiga e mialgia; a sintomas clinicos mais graves,
como dispneia, com frequéncia respiratoria acima de 30 respira¢cbes por minuto, saturagdo de
oxigénio inferior a 93%, relacdo PaO2/FiO2 menor que 300 e/ou infiltrados pulmonares em
mais de50% do pulmao, dentro de 24/48 horas e critico como insuficiéncia respiratoria, choque
séptico e/ou disfuncdo/falha de multiplos érgdos, sindrome do desconforto respiratério agudo
e que podem progredir para pneumonia e morte (CHEN et al., 2020; HUANG,; LIM,;
PRANATA, 2020; PAN et al., 2020; RAOULT et al., 2020; SINGHAL, 2020).
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Na COVID-19 também é observado que pessoas infectadas apresentam hiperatividade
simpética e sinalizacdo autondmica parassimpatica prejudicada, o que pode afetar o sistema
cardiovascular (KANIUSAS et al., 2020; LEITZKE et al., 2020; TOPOL, 2020). Assim, 0
tratamento para minimizar seus efeitos clinicos tem sido implementado aos pacientes pelo uso
de corticosteroides, suporte ventilatério como oxigenacdo, intubacdo e ventilacdo mecanica,
inalacdo de interferon (LIU; LI; FENG, 2020; WU et al.,, 2020). No entanto, terapias
complementares vém sendo investigadas a fim de potencializar os efeitos desses tratamentos ja

administrados.
1.2 Sistema nervoso autonomo (SNA), COVID-19 e VFC

O curso dessa doenca infecciosa potencialmente letal depende principalmente de onde
a cascata inflamatdria avassaladora ocorre. Existem algumas condicGes clinicas que levam a
um risco de cursos graves de COVID-19 como Asma, doenca renal cronica tratada com didlise,
doenca pulmonar cronica, diabetes, disturbios da hemoglobina, imunocomprometido, doenca
hepética, pessoas com 65 anos ou mais, pessoas em lares de idosos ou instalacbes de longo
prazo, doencas cardiacas graves e obesidade grave. Todas essas condi¢fes médicas
predisponentes tém em comum um desequilibrio do sistema nervoso autondmico (SNA)
(DALISE et al., 2020; JARCZOK et al., 2019). Isso prejudica o compartimento parassimpatico
autébnomo e pode ser interpretado como uma superexcitacao simpatica adaptativaa doencapara
manter a homeostase (GOLDBERGER et al., 2019).

O estresse da infeccdo por SARS-CoV-2 pode ativar o Sistema Nervoso Simpatico,
levando a estimulacdo neuro-hormonal e ativacdo de citocinas pro-inflamatérias,
acompanhadas pelo desenvolvimento de uma tempestade da funcdo nervosa simpatica,
resultando em sudorese, taquicardia e tremor. A superestimulacdo simpatica e/ou tempestade
da COVID-19 ocorre devido a diferentes fatores, incluindo hipdxia, fatores emocionais, fatores
imunoldgicos e pro-inflamatorios e alto nivel deangiotensina 11 que resulta o desequilibrio entre
a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) e a enzima conversora angiotensina (ACE)
(PORZIONATO et al., 2020).

Sabe-se que a regulacdo negativa de ACE2 por SARS-CoV-2 leva a hiperativacdo de
Angll, que ativa o corpo carotideo por meio da via subcentral e da zona posterior e/ou vias
periféricas, aumentando assim a estimulagdo e o fluxo simpatico (KARAHAN et al., 2021).

Além disso, a regulacdo negativa da ACE2 no nucleo do solitario pelo SARS-CoV-2 pode
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aumentar ainda mais a Angll e a estimulacdo simpatica devido aos efeitos neuroinvasivos do
SARS-CoV-2.

No COVID-19, as complica¢fes cardiovasculares ocorrem com frequéncia, incluindo
arritmias, miocardite, insuficiéncia cardiaca e infarto do miocardio (MATSUSHITA et al.,
2020). Todas essas condigcdes afetam negativamente a superativacdo simpatica e podem
representar uma maneira pela qual a ativacdo simpatica induzida por comorbidade pode
aumentar a morbidade/mortalidade por COVID-19. Em alguns estudos, a lesdo miocardica foi
relatada em 20-40% dos casos hospitalizados (HUANG et al., 2020; RUAN et al., 2020; SHI et
al.,, 2020; XU et al., 2020). Casos de sindrome de Takotsubo também foram relatados no
COVID-19. Nesse tipo de cardiomiopatia de estresse, a lesdo miocardica pode ser mediada por
vasoespasmo induzido por catecolaminas e/ou efeitos diretos das catecolaminas nos

cardiomidcitos (GIUSTINO et al., 2020; MINHAS et al., 2020; PASQUALETTO et al., 2020;
TAZA etal., 2020).

Foi relatado que a les@o renal aguda ocorre em mais de 20% dos pacientes graves ou
mortos com COVID-19, e a doencarenal cronica também esta significativamente associada ao
COVID-19 grave (SARDU et al., 2020). Além disso, os mecanismos acima mencionados
envolvidos no ciclo vicioso de hiperatividade simpatica e funcdo renal também afetam
negativamente a circulacdo cardiaca (KIUCHI et al., 2020; SCHILLER; PELLEGRING;
ZUCKER, 2015). Portanto, é plausivel que a ativacdo simpatica em comorbidades também
possa ter efeitos homeostéaticos negativos no COVID-19 por meio de efeitos renais. Além disso,
lesBes hepaticas também foram relatadas em pacientes com COVID-19 (KUKLA et al., 2020),
e a ativacdo simpatica também pode ser prejudicial a funcdo hepatica (JOUNG et al., 2019).

O sistema nervoso auténomo também desempenha um papel regulador no sistema
imunoldgico, e seu papel potencial no complexo cenario imunolégico do COVID-19 deve ser
investigado. As fibras simpéticas inervam a maioria dos 6rgdos linféides, incluindo a medula
Ossea (FELTEN et al., 1985), e os receptores adrenérgicos estdo presentes em muitos tipos
diferentesde células imunes (BRODDE etal., 1981). A influéncia do sistema nervoso simpatico
no sistema imunoldgico € bastante complexa e depende do estado de diferenciacdo das células
imunes. Foi relatado que o fluxo simpatico aumentado através dos nervos esplénicos aumenta
a liberacéo de citocinas pelos esplendcitos (GANTA et al., 2005). Por outro lado, 0 nervo vago
tem um efeito inibitorio na liberacdo do fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) dos macrofagos
(HUSTON et al., 2006; WANG et al., 2003). Efeitos antiinflamatdrios do sistema nervoso vago
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parassimpatico também foram observados em distarbios intestinais (GHIA et al., 2006;
GOVERSE; STAKENBORG; MATTEOLLI, 2016; SUN et al., 2013) e artrite (MCALLEN et
al., 2015). Esses potenciais efeitos imunoldgicos/inflamatérios do desequilibrio
simpético/parassimpatico parecem ser de particular interesse na fisiopatologia do COVID-19,

que também leva a uma interrupcao da homeostase por meio de uma "tempestade de citocinas".

Embora varios outros métodos tenham sido empregados nesses ambientes clinicos para
induzir a alteragdo dosbatimentos cardiacos, a medicao da variabilidade da frequéncia cardiaca
(VFC) raramente era usada para esse proposito. A medidada VFC é um método néo invasivo
que é frequentemente usada para acompanhamento cardiovascular em atletas (SCHMITT et al.,
2015), pessoas saudaveis (HYNYNEN et al., 2011), pacientes cardiovasculares (THAYER,;
YAMAMOTO; BROSSCHOT, 2010), e esté associada a autorregulacdo dos niveis cognitivos,
emocionais, sociais e de saude (KIM et al., 2018; LABORDE; MOSLEY; THAYER, 2017).

1.3. Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC)

A modulacéo da frequéncia cardiaca (FC) é realizada pelo Sistema Nervoso Auténomo
(SNA) através dos nervos aferentes e eferentes presentes no coragdo promovendo respostas
alteradas ou adequadas e regulando a funcdo visceral pelas terminacdes simpaticas do
miocérdio e parassimpaticas aos estimulos estressores (nddulo sinusal), que se opdem para
manter a homeostase das funcOes vitais. No sistema cardiovascular, esse equilibrio néo
estacionario causa flutuacbes entre intervalos consecutivos de batimentos cardiacos,

conhecidos como variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) (VANDERLEI et al., 2009;
XHYHERI etal., 2012).

A influéncia do SNA sobre o coracéo é dependente de informacgdes que partem, dentre
outros, dos baroceptores, quimioceptores, receptores atriais, receptores ventriculares,
modificacbes do sistema respiratdrio, sistema vasomotor, sistema renina-angiotensina-
aldosterona e sistema termorregulador (AUBERT; SEPS; BECKERS, 2003; PASCHOAL,;
PETRELLUZZI; GONCALVES, 2002). O coragdo ndo € um metrdnomo, ndo possuem a
regularidade de um rel6gio, portanto, as alteracdes na FC sdo normais e esperadas, indicando a
capacidade do coracdo de responder a uma variedade de fatores fisiol6gicos e ambientais,
incluindo respiracdo, exercicio fisico, estresse mental, disturbios, alteracdes hemodinamicas e

metabdlicas, sono e postura ereta e compensacdo de distUrbios causados pela doenca.
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(AUBERT; SEPS; BECKERS, 2003; CARUANA-MONTALDO; GLEESON; ZWILLICH,
2000; CATAIl et al., 2002; RAJENDRA et al., 2006; SANTOS et al., 2003).

A VFC refere-se a alteracdo entre um batimento cardiaco e outro, o intervalo RR no
ECG (BENTO; FONSECA-PINTO; POVOA, 2017; BROUCQSAULT-DEDRIE et al., 2016;
LEDOWSKI et al., 2013), especificamente, a anélise da VFC permite avaliar a modulag¢&o do
sistema nervoso simpatico que aumenta a FC e dosistema nervoso parassimpatico que estimula
0 sistema nervoso autonomo a diminuir a FC. A banda de baixa frequéncia (BF) reflete uma
mistura de modulacéo simpatica e parassimpatica no coracdo (DE JONCKHEERE et al., 2012;
HOLZMAN; BRIDGETT, 2017).

Para auxiliar os pesquisadores nas analises do controle autonémico sobre o sistema
cardiovascular, os pesquisadores tém disponiveis maltiplos métodos desde invasivos e nédo
invasivos, tanto em experimentacdo animal quanto em humanos. Os mais usados tem sido:
medida das catecolaminas, microneurografia, sensibilidade barorreflexa, a VFC e da presséo
arterial no dominio do tempo e frequéncia (anélise espectral - mais escolhido devido sua
estimativa da atividade neural e ndo neural por meio das oscilacbes em curto e longo prazo)
(MOSTARDA et al., 2009).

1.4 Nervo Vago (NV)

O nervo vago (NV) exerce um papel central nos sistemas autondmico, cardiovascular,
respiratério, gastrointestinal, imunologico e endocrino. O NV é o principal componente
parassimpéatico do Sistema Nervoso Auténomo (SNA), sendo 80% de suas fibras nervosas
aferentes e 20% eferentes. Ele é responsavel por reduzira FC, regular a respiracdo e a atividade
dos érgdos do sistema digestivo (BERTHOUD; NEUHUBER, 2000). O NV tem trés tipos
aferentes (sensoriais): aferente somatico geral (que tem controla a sensa¢do somatico do meato
acustico externo posterior, membrana timpanica, dura-mater na fossa posterior, hipofaringe,
laringe e esb6fago superior), aferente visceral geral (que controla a sensacdo visceral da
hipofaringe, laringe, coragdo, pulmdes, trato alimentar, arco adrtico (barorreceptores e
quimiorreceptores) e também detecta informacgdes hormonais e de citocinas) e aferente visceral
especial (que controla a sensacdo de paladar da epiglote e faringe) e dois tipos eferentes:
eferente visceral geral (que controla a maioria dos érgdos abdominais e toracicos por meio de
ganglios parassimpaticos e os ganglios cardiacos para inibicdo cardiaca e os ganglios

pulmonares para tamanho das vias aéreas e regulacdo da secrecdo) e eferente visceral especial
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(Controle motor visceral dos masculos esqueléticos da faringe (exceto masculo estilofaringeo),
laringe e esofago superior). (YUAN; SILBERSTEIN, 2016). Representado pela figura 1.

Figura 1 — Nervo Vago

Fonte: SILVERTHORN, D.U. Fisiologia humana. Uma abordagem integrada. Artmed, 2010.
992p (SILVERTHORN, 2010)

A funcdo do NV é transmitir informagfes do corpo para o cérebro, como atuar na
regulacdo de 6rgdos e manutencdo da homeostase (CLANCY; DEUCHARS; DEUCHARS,
2013; HOWLAND, 2014b), regulando o controle da pressao arterial, frequéncia cardiaca (FC)
e participacdo nos processos de digestdo, a resisténcia vascular, o didmetro das vias aéreas, a
respiracdo e a alimentacéo, inflamacéo e imunidade (BUSCHMAN etal., 2006; OLSHANSKY
et al., 2008). Os nutrientes luminais estabelecem n&o apenas o reflexo vago-vagal para iniciar
a digestdo e o peristaltismo, mas também a liberacdo de mediadores enteroenddcrinos que
interagem com o NV via de sinalizagdo do intestino-cérebro. O NV libera acetilcolina na
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periferia para ativar respostas parassimpaticas nos o6rgaos em todo o corpo, como reducao da
FC e contratilidade miocérdica no coracdo (DYAVANAPALLI et al., 2016).

Os efeitos relacionados ao sistema nervoso parassimpatico ocorrem através do NV.
Portanto, a atividade do Sistema nervoso simpatico tende a aumentar a FC com uma resposta
lenta, enquanto a atividade do sistema nervoso parassimpatico tende a diminuir a FC e a sua
resposta é rapida (BERNTSON et al., 1997). Por isso, estimular o NV pode ser um tratamento

eficaz para COVID-19, j& que uma das suas caracteristicas € a hiperatividade do sistema
nervoso simpatico.

1.5 Estimulagédo Transcutéanea Auricular do Nervo Vago (ETANV)

O neurologista americano James Corning no Século 19 foi o primeiro a usar a
estimulacdo do nervo vago (VNS) para tratar a epilepsia, entdo considerada devido ao fluxo
sanguineo cerebral excessivo. Foi aplicado um “garfo carotideo” para compressao bilateral
parcial da artéria carétida e o foi conectado a eletrodos de corrente continua para estimulacdo
transcutanea bruta do NV e nervos simpaticos na tentativade reduzir o fluxo sanguineo cerebral
e a frequéncia cardiaca (LANSKA, 2002). Embora ndo tenha funcionado bem, a Corning
introduziu a ideia do VNS no mundo. Meio século depois, alguns estudos em animais
comecgaram a lancar atualizagfes sobre o mecanismo do VNS (AALBERS et al., 2011,
BAILEY; BREMER, 1938; CHASE et al., 1967; ZABARA, 1992; ZANCHETTI; WANG;
MORUZZI,1952). Com 0 sucesso em estudos com animais, estudos em humanos se seguiram
no inicio de 1990 (BEN-MENACHEM et al., 1994; DEGIORGIOet al., 2000; MORRIS et al.,
2013; PENRY; DEAN, 1990; UTHMAN et al., 1993).

A VNS é um procedimento de forma invasiva que consiste numa implantacdo de
gerador de pulsos elétricos que vai estimular as fibras desse nervo sob o térax, no qual um fio
é inserido ao redor do NV esquerdo na regido do pescoco, de modo que impulsos nervosos
sejam enviados e transmitidos ao cérebro (YUAN; SILBERSTEIN, 2016). Entretanto, como
qualquer processo invasivo, o procedimento de implante do aparelho para a eletroestimulacéo
pode resultar em possiveis complicacdes pos-cirurgicas. As desvantagens do método invasivo
de estimular o NV podem ocorrer lesdes do nervo, rouquidao, infeccdo, dispneia. Além disso,
o dispositivo apresenta uma bateria limitada, sendo necessarias novas abordagens cirdrgicas
para substituicdo de bateria e possiveis complicagdes na juncdo do nervo com o eletrodo

(KRAUS et al.,, 2013). Simultaneamente, também foram desenvolvidos dispositivos ndo
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invasivos como alternativa para estimular o nervo vago, através de um aparelho de estimulacéo
elétrica nervosa transcutanea (HOWLAND, 2014a; VENTUREYRA, 2000).

Para evitar complicagdes ao implante cirurgico, os pesquisadores desenvolveram 2 tipos
de estimulacdo ndo invasiva do nervo vago: a transcutanea auricular e a transcutanea cervical
(BEN-MENACHEM et al., 2015). A estimulagdo elétrica ndo invasiva do nervo vago auricular
foi apresentada pela primeira vez ha mais de duas décadas usando eletroacupuntura
(ZAMOTRINSKY et al., 1997) ou um estimulador transcutdneo em miniatura “estimula¢ao
transcutanea auricular do nervo vago” (ETANV) (VENTUREYRA, 2000). Pesquisas com
intuito de investigar os efeitos da estimulagdo deste nervo foram realizadas inicialmente em
modelos animais convulsivos, evoluindo para aplicagdes clinicas em humanos, sendo 0 seu uso
aprovado pela agéncia de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos (Food and Drug
Administration - FDA) em 1997 para o tratamento de epilepsia refrataria e em 2005 para o
tratamento da depressdo cronica resistente ao tratamento farmacologico (AIHUA et al., 2014;
GEORGE; ASTON-JONES, 2010; MORRIS et al., 2013). Existem diferentes dispositivos para
a estimulacdo do NV. O dispositivo implantavel consiste em um eletrodo, que é envolvido ao
redordo NV esquerdo, e uma unidade implantavel, posicionada abaixo da clavicula e contendo
a bateria e o0 gerador de pulso (YAP et al., 2020). Ja a estimulacdo n&o invasiva transcutanea
auricular do nervo vago (ETANV) apresenta eficicia semelhante (FARMER et al., 2021;
MURRAY et al., 2016) e com a vantagem de ndo apresentar reacdes adversas (CAPONE et al.,
2015; DIETRICH et al., 2008; VAN LEUSDEN; SELLARO; COLZATO, 2015), ou efeitos
colaterais minimos como irritacdo da pele (Redgrave et al., 2018). Sua aplicacdo pode ser
realizada através da eletroestimulagdo das conchas superior ou inferior (tragus) do ouvido
externo, por eletrodos de superficie conectados ao aparelho gerador de estimulos (CLANCY et
al.,, 2014). O VNS cervical transcutaneo é outra forma de VNS ndo invasivo que fornece
estimulacdo elétrica ao nervo vago cervical por via transcutanea através do pescoco. Eletrodos
sdo colocados sobre a bainha da cardtidae a estimulagdo é aplicada com dispositivos que ativam
0 nervo e o tecido subjacentes (BAPTISTA et al., 2020).

Por sua influéncia na atividade cardiaca, estudos utilizando a ETANV em pacientes
cardiopatas tém apresentado resultados benéficos (POPOV et al., 2013; ZAMOTRINSKY;
KONDRATIEV; DE JONG, 2001). Existem evidéncias que a estimulacdo do nervo vago pode
ativar o sistema parassimpatico e mediar linfécitos, inibindo a producéo de macréfagos pro-
inflamat6rios (HUSTON et al., 2006; PENA et al., 2011), melhorando a sobrevivéncia em
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sepse, chogue hemorragico, lesdo de isquemia-reperfusdo e outras condicdes de excesso de
citocinas (JOHNSTON; WEBSTER, 2009). Ademais, essa técnica parece promover reducdo
do TNF-a e inflamagao apds endotoxinas (TORRES-ROSASetal., 2014) e melhora a regulacéo
e expressdo de quimiocinas e citocinas, diretamente envolvidos na inibicao inflamatdria dentro
o sistema nervoso (SERHAN; ROSA;JOUVENE, 2019).

Alguns autores propuseram que os efeitos benéficos do ETANV podem depender do
aumento da atividade do nervo vago, dessa forma, medidas de variabilidade da frequéncia
cardiaca vagalmente mediadas podem ser um aditivo de avaliacdo de sua eficacia (GIDRON et
al., 2018; KUO et al., 2005; THAYER; LANE, 2000).

1.6 Justificativa

A COVID-19 apresentou-se como uma pandemia global e em um curto periodo,
aumentando a curva de pacientes infectados e das taxas de mortalidade. Como consequéncia é
observado, especialmente no Brasil, um impacto econdmico e de salde publica de grande
propor¢do. Diante disso, cientistas e profissionais da saide mobilizam-se em busca da reducéo

deste 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 & necessario 0 aprimoramento de
tratamentos que visem reducdo de mortalidade e de sequelas, garantindo melhor qualidade de
vida ao contaminados. Além disso, 0 aparecimento de novas cepas mostra a urgéncia de

tratamentos eficazes e alternativos, diante de um cendrio ainda ndo totalmente conhecido.

Diante disso, acreditamos que a ETANV pode ser uma chave terapéutica promissora
para evitar ou atenuar cursos graves de COVID-19. Existem varios métodos descritos para

estimular o nervo vago (JOHNSTON; WEBSTER, 2009) uma vez que causa poucos efeitos
colaterais e tem baixo custo.

2. HIPOTESE

A estimulacdo do nervo vago de pessoas com diagnostico de COVID-19 ira modular

positivamente o controle autondmico cardiaco.
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3. OBJETIVO
Avaliar o efeito daestimulacdo néo invasiva do nervo vago na modulagdo autonémica
cardiaca dos pacientes internados com COVID-19.
3.1 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos de 14 sessdes de estimulacdo ndo invasiva do nervo vago na
modulacéo autondmica cardiaca atraves do dominio da frequéncia (Baixa frequéncia (BF), Alta
frequéncia (AF) e razdo de baixa frequéncia com alta frequéncia (BF/AF) de pacientes com
COVID-19.

4 METODOLOGIA

4.1. Desenho do estudo

Trata-se de um ensaio clinico, randomizado, cego (paciente), controlado por placebo,
em individuos adultos diagnosticados com COVID-19 com até 10 dias de sintomas do inicio

dainfeccéo.
4.2 Sujeitos

Participaram do estudo 45 individuos adultos acometidos com COVID-19, de ambos 0s

sexos, recrutados no Hospital Lydia Storopoli na Cidade de S&o Paulo, sendo selecionados
apenas aqueles que apresentarem os critérios de elegibilidade a sequir (APENDICE B):

4.2.1 Critérios de elegibilidade
Critérios de inclusao:

e Diagndstico confirmado de COVID-19 e recém internados no hospital, com inicio dos
sintomas entre 1 e 10 dias;
e Pacientes maiores de 18 anos;

e Estar contactuante para poder entender o tratamento que sera aplicado e assinar o termo
de consentimento livre e esclarecido - TCLE (APENDICE A);

Critérios de nao incluséao:

e Contraindicac¢Oes do uso da ETANV (implante coclear, metais no local de aplicagéo);
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e Comorbidades como diabetes e hipertensao nao controlada por medicamentos;

e Estar intubado antes de assinar 0 TCLE (APENDICE A) ou usando equipamentos de

auxilio ventilatorio que impeca a estimulagéo.

4.3 Aspectos éticos

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos local aprovou este estudo (CAAE:
46699521.5.0000.5511) em conformidade com a Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude. Todos os participantes assinaram um termo de consentimento livre esclarecido
(APENDICE A) informado antes do inicio do estudo. O protocolo foi registrado no Registro
Brasileiro de Ensaios Clinicos (RBR-399t4g5). O estudo foi realizado de acordocom o Consort

Statment.
4.4 Local do estudo

O estudo foi realizado no Hospital Professora Lydia Storopoli, localizado na

Universidade Nove de Julho — Campus Vergueiro, localizado na Rua Vergueiro, 235/249- 2°
subsolo, Liberdade - Sdo Paulo — SP - Brasil.

4.5 Intervencdes
4.5.1 Grupo experimental

A aplicacdo da estimulacdo transcuténea auricular do nervo vago ativo (a-ETANV) foi
feita com o dispositivo DUALPEX 071, QUARK PRODUTOS MEDICOS), representado pela
Figura (2), com corrente variando de 25 Hz a 5 kHz, por série de ondas senoidais, com pulso
de 1 ms. A intensidade foi ajustada com base na tolerancia do participante para ndo causar dor
ou contragdes musculares. Os participantes continuaram a receber cuidados médicos habituais
durantetodo o estudo, conforme prescrito pelo médico do hospital. Além disso, os participantes
do grupo experimental receberam a estimulacdo duas vezes ao dia podendo ser nos periodos
(manha e/ou tarde/noite) num periodo de 6 a 8 horas entre cada estimulacdo, por sete dias
consecutivos, na posicdo de decubito dorsal na maca do hospital, totalizando 14 sessdes de
estimulacdo, com tempo de aplicacdo de a-ETANV de 90 minutos de estimulacdo para cada
sessdo. Os eletrodos descartaveis de 15 mm foram posicionados no tragus (CLANCY et al.,

2014) daorelha esquerda e outro na clavicula esquerda. Representado pela figura (3). Quando
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0 participante evoluia para intubacdo, era permanecido no estudo, realizando os mesmos
procedimentos de colocacdo dos eletrodos, pardmetros e aparelho.

Figura (2) — Dispositivo Dualpex 071, Quark Produtos Médicos

Fonte:https://quarkmedical.com.br/quark2302/index.php?route=product/product&product id=
327. (2022)

Figura (3) — eletrodos e Local aplicacio



https://quarkmedical.com.br/quark2302/index.php?route=product/product&product_id=327
https://quarkmedical.com.br/quark2302/index.php?route=product/product&product_id=327
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Figura (?): Eletrodo e local da aplicacdo. A: (eletrodo descartavel) B: (Local da aplicacdo onde

foram inseridos os eletrodos nos participantes)

4.5.2 Grupo controle

O mesmo procedimento foi repetido para estimulacdo transcutanea auricular do nervo
vago simulado (s-ETANV), o aparelho era ligado, porém nenhum pardmetro foi inserido no
aparelho e os eletrodos foram posicionados nos mesmos locais indicados da Figura (3), 0s
participantes ficavam com o aparelho ligados durante os 90 minutos, porem sem receber a
estimulacdo. Os participantes continuaram a receber cuidados médicos habituais durante todo
0 estudo, conforme prescrito pelo médico do hospital. Quando o participante evoluia para
intubacdo, o aparelho permaneceu desligado, porém mesmo assim era feito o protocolo de

colocar os eletrodos.

4.6 Medida de resultado

A avaliaco inicial para caracterizagio dos voluntarios (APENDICE B) foi realizada no
primeiro dia contendo dados como nome, idade, data de nascimento, sexo, se foi vacinado
(quantas doses), data de internacdo, data de inicio de sintomas da COVID-19, datadaalta,
comorbidade, uso de medicamentos continuos, dados antropométricos como peso, altura e
indice de Massa Corporea (IMC). Além de Frequéncia cardiaca (FC) e horério de coleta da
VFC por 15 minutos.

4.6.1 Modulacdo Autondémica Cardiaca

Para a analise inicial da modulacdo autonémica cardiaca foi analisada por meio da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), com um monitor de frequéncia cardiaca (\VV800,
Polar Electro, Finlandia). Os participantes precisavam estar contactantes com a avaliacdo, nao
podendo estar intubado. Os participantes encontravam-se em decubito dorsal sob a maca do
hospital, onde foi colocado uma cinta presa ao torax do participante (polar H10), foi
umedecida com um pouco de agua, a partir dai, os intervalos RR foram registrados por 15
minutos. Em seguida foi feito a exportacdo dos dados e o download da analise no site

(https://flow.polar.com) e os intervalos RR foram exportados para o programa Kubius HRV.

E aqueles com pelo menos cinco minutos do sinal estacionario foram considerados validos.


https://flow.polar.com/
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Apos isso era feito o protocolo de ETANV e ap0ds 14 sessdes foi analisado novamente a VFC.

Como sugerido na Timeline do estudo (Figura (4)).

Os intervalos RR foram exportados para o programa Kubios HRV (Verséo 2.0,
Biosignal Analysis and Medical Imaging Group, Finlandia), para analise do dominio da
frequéncia (baixa frequéncia — BF, alta frequéncia — AF e a razdo de baixa e alta frequéncia de
frequéncia - BF/AF). Foram consideradas como fisiologicamente significativas as frequéncias

entre 0,04 e 0,4 Hz, sendo o componente de BF representado pelas oscilagfes entre 0,04 e 0,15
Hz e o componente de AF entre 0,15 e 0,4 Hz (NOVAIS et al., 2004).

Os parametros no dominio da frequéncia foram obtidos por meio de anélise espectral,
utilizando o método autorregressivo. A analise de todos os parametros seguiu as normas da
(TASK FORCE OF THE EUROPEAN SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH
AMERICAN SOCIETY OF PACING AND ELECTROPHYSIOLOGY ., 1996)e
recomendacdes atualizadas (PLAZA-FLORIDOcet al., 2021).

Figura (4) — Timeline do estudo

Figura 3: Linha do tempo demonstrando as fases de cada procedimento do estudo. I:
VFC basal (15min, individuo em repouso/posic¢éo supina; I1: Aplicagdo da ETANV

(experimental ou simulado), sob o tragus e clavicula esquerda por 90min; 111: avaliacdo da
VFC pds durante 15min.

4.6.2 Avaliag0Oes adicionais

O peso, altura, inicio dos sintomas, mortes, comorbidades e vacinagdo dos
participantes foram coletados dos prontuarios dos participantes ou era perguntado d iretamente

ao participante, logo em seguida foi feito a medida do Indice de Massa Corporea (IMC) do
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participante para avaliar o grau de sobrepeso e obesidade, onde era dividido o peso do

participante pela sua altura elevada ao quadrado.

A pressao arterial (mmHg) braquial e a FC foram avaliadas por meio de um monitor
(HEM-742, Omron Healthcare, Japao) para essas medidas, os individuos permaneceram por
dez minutos na posicao supina; foram realizadas trés medidas consecutivas, com um minuto
de intervalo entre elas, no braco que estava sem acesso as medicacdes. O valor utilizado foia

meédia das duas Ultimas medidas, conforme recomendado pela Sociedade Brasileira de
Cardiologia (BARROSO et al., 2021).

4.7 Analise estatistica
4.7.1 Tamanho da amostra

O célculo do tamanho da amostra foi realizado por meio do Software GPOWER3, com
14 sujeitos (7 dos-ETANV e 7 doa-ETANV). Osresultados da diferengapré e pds-intervencéo
dos desfechosda VFC foram contemplados para analise. Considerando um poder de 80%, um

erro o de 5% e um tamanho de efeito de 0,9735431, o tamanho estimado da amostra foi de 28
por grupo (14 para a-ETANV e 14 para sS-ETANV).

A VFC foi analisada pela razdo de BF (u.n.) e AF (u.n.) e BF/AF; a analise foi feita
usando SPSS versédo 22.0 para Windows. Os dados de VFC foram analisados por Equacdes de

Estimativa Generalizada. Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

4.8. Aleatorizacéo

Os participantes foram randomizados pelo site www.randomizer.org por um
pesquisador ndo envolvido, em dois grupos: experimental (estimulacdo ndo invasiva do nervo

vago associado aos cuidados médicos habituais) ou grupo controle (estimulacdo sham nao
invasiva do nervo vago associado aos cuidados médicos habituais).

5. Resultados

Foram recrutados 84 individuos, dos quais 7 foram excluidos por testar negativo para
COVID-19, 2 foram excluidos por estarem intubados na avaliagdo inicial, 8 participantes
tiveram alta hospitalar, 8 participantes desistiram do estudo, 7 participantes evoluiram para o

Obito antes de finalizar a estimulacdo e 7 foram excluidos por ndo ter um sinal estacionario
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valido, restando 45 participantes para analise conforme descrito no fluxograma do estudo

(APENDICE C). Os dados demograficos dos participantes sio mostrados na Tabela 1:

Tabela 1 — Caracteristicas descritiva da amostra de participantes diagnosticado com COVID-

19 (N=45).

Variaveis

a-ETANV (N=24)

s-ETANV (N=21)

Participantes

Género F/IM

Idade, Média (DP)

Peso (kg), Média (DP)
Altura (m), Média (DP)
IMC (Kg/m?), Média (DP)
PAS (mmHg), Média (DP)
PAD (mmHg), Média (DP)
FC (bpm), Média (DP)

BF (u.n), Mediana (1C 95%)
AF (u.n), Mediana (IC 95%)
Razdo BF/AF, Mediana (IC 95%)
Inicio dos Sintomas, Média (DP)
Mortes

Comorbidades

HA, n (%)

Diabetes mellitus, n (%)
Obesidade, n (%)

DPOC, n (%)

Fumantes, n (%)
Vacinados, n (%)

Pfizer, n (%)

12 dose

22 dose

10/14

51 (16)

83 (14)
167 (7)
30 (4)

124 (17)

77 (10)
84 (13)

60,6 (40,5 a 62,9)
39,3 (36,9 a 59,2)
1,5 (0,56 a 5,18)

6(2)
4

10 (42)
7 (29)
8 (33)
1(4)
1(4)
19 (79)

2 (8)
1(4)

13/8
56 (16)
85 (18)
165 (8)
31 (6)
124 (26)
75 (12)
80 (17)
47,1 (37,7 a 61,6)
52,8 (35,9 - 64,0)
0,9 (0,33 2 5,26)
6(2)
5

11 (52)
5 (24)
11 (52)
4 (19)
0 (0)
11 (52)

0 (0)
0 (0)
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CoronaVac, n (%)

13 dose 10 (42) 8 (38)
28 dose 7 (29) 8 (38)
AstraZeneca, n (%)

12 dose 6 (25) 3(14)
28 dose 4 (17) 2 (10)
Janssen, n (%) 1(4) 1(5)

Legenda: Valores apresentados em frequéncia absoluta, média, desvio padrdo, mediana e
intervalo de confianca de 95%. F/M (feminino/masculino), IMC (indice de massa corporal),
PAS (pressao arterial sistolica), PAD (pressdo arterial diastlica), FC (frequéncia cardiaca),
bpm (batimento por minuto), HA (hipertenséo arterial), DPOC (doenga de obstrugdo pulmonar
cronica), BF (Baixa frequéncia), AF (Alta frequéncia), u.n. (unidades normalizadas), Razao

BF/AF (razdo de baixa frequéncia sobre alta frequéncia).

No grupo a-ETANV teve mais participantes homens do que o grupo s-ETANV. A
maioria dos participantes em ambos 0s grupos estava acima do peso. O grupo s-ETANYV teve
mais participantes com doenca pulmonar obstrutiva crénica. O grupo a-ETANV teve mais

participantes vacinados. Os grupos foram iguais na linha de base quanto a VFC.
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Na Figura 5 estdo representados os resultados da VFC no dominio da frequéncia.

A BF (un) B AF (un) C Razio BF/AF

70 70 70
60 60 6.0

50 50 50
40 40 4.0
30 30 3.0
20 20 20

10 10 10

0 0 0

ETANV Ativo ETANV Sham ETANV Ativo ETANV Sham ETANV Ativo ETANV Sham
B Baa W Pos tratamento B Basal B Pos tratamento [l Basal B Pos tratamento

Figura 2. Grafico da VFC (n=45) dosa-ETANV (n=24) e s-ETANV (n=21) nos momentos basal e pds seguido protocolo de ETANV.
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Na figura 2 estdo apresentados os resultados da banda BF (u.n.) pré-tratamento foram
(95% 1C 40,5 a 62,9) para a-ETANYV no pré-tratamento vs. pds-tratamento (95% 1C 48,4 a
70,1) e no s-ETANV, os valores foram (95% IC 37,7 a 61,6) pré-tratamento vs. pos-
tratamento (95% IC 45,7 a 69,6). Nao houve diferenca significativa entre os grupos no pos-
tratamento (1C 95% -14,4 a 18,4, p=0.812).

Os valores de pré-tratamento para AF (u.n.) para a-ETANYV foram (95% IC 36,9 a
59,2) vs pdés-tratamento (95% IC 29,1 a 51,4), e no s-ETANYV no pré-tratamento foi (95 % IC
38,0 a61,9) vs. pbs-tratamento (95% IC 30,1 a 54,0) sem diferenca significativa entre 0s
grupos no poés-tratamento (95% IC -18,1 a 14,5, p= 0.829).

Os valores darazdo de BF/AF para pré-tratamento na a-ETANYV foram (95% 1C 0,56 a
5,18) vs pods-tratamento (95% IC 3,15 a 7,76), e para sS-ETANV no pré-tratamento da razdo de
BF/AF foi (95% IC 0,33 a 5,26) vs pds-tratamento (95% IC 0,83 a 5,76), sem diferenca
significativa entre os grupos (95% IC -1,21 a 5,54 p=0.208).

6. Discussao

Na&o foi encontrado diferencas significativas nos desfechos de AF, BF e razdo BF/AF
para ambos os grupos. Uma explicacdo para isso é que, em ambiente hospitalar, o paciente esta
exposto a inimeros dispositivos, medicamentos, situacGes estressantes e outros fatores
ambientais e emocionais que podem influenciar os parametros da VFC, dificultando uma

andlise mais precisa dessa variavel.

Outro fatorde confusdo é a presenca de ambos 0s sexos em nossa alocagdo, pois estudos
prévios mostraram que o horménio sexual feminino (estrogénio) pode influenciar a modulacéo
cardiaca com predominio do efeito parassimpatico (SAEKI et al., 1997), tendo efeito na
modulacdo cardiaca (MERCURO et al., 1998). Entretanto, resultados satisfatorios da ETANV
no controle autondmico ja foram observados, mas em individuos saudaveis (CLANCY et al.,
2014).

O NV desempenha um papel central no sistema nervoso autdbnomo. Ele medeia as
principais fungdes viscerais, como frequéncia cardiaca, motilidade e secre¢do gastrointestinal,
enddcrina e exdcrina pancredtica, producdo hepatica de glicose e outras funcdes viscerais.
Além disso, mais relevante para a atual pandemia, a ativagdo vagal suprime as respostas

imunes e inflamatorias a invasao de patdgenos e dano tecidual (ADAIR et al., 2020). O
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sistema nervoso simpatico é ativado pelos estimulos hipoxicos e hipercapnicos que
caracterizam as disfuncgdes respiratorias, enfatizando a hipoxia intermitente crénica que
aumenta a producao simpatica por meio do aumento da sensibilidade do corpo carotideo.
Assim, as alteragbes da fungéo respiratoria induzidas pelo COVID-19 podem agravar ainda
mais a hiperatividade simpéatica (PORZIONATO et al., 2020). O Sistema simpatico também
pode ser ativado por meio do aumento de producéo e liberagdo de Angll naCOVID-19, pois 0
receptor O receptor celular para o coronavirus da SARS-CoV e SARS-CoV-2é 0 ACE2,um

homologo geralmente ligado a membrana da enzima conversora de angiotensina (KUBA et
al., 2005; ZHANG et al., 2020).

O monitoramento do ténus vagal através da VFC em pacientes com COVID-19 pode
ser essencial para auxiliar na identificacdo precoce de risco de deterioracdo clinica, pois pode
ser usado como um marcador preditivo do curso dadoenca COVID-19. Isso porque pacientes
com ténus vagal muito baixo no inicio dos sintomas podem ter alto risco de desenvolver uma
resposta pré-inflamatéria desregulada durante a infeccdo, levando a morte subita ou a
transferéncia para unidade de terapia intensiva (CLANCY et al., 2014; MOL etal., 2021). Na
revisdo sistematica de (DE CASTILHO et al., 2018) descobriram que os parametros de VFC
medidos em registros de curto prazo foram reduzidos em pacientes sépticos que morreram em
relagdo aos que sobreviveram. Esse achado levanta a possibilidade de que a medidada VFC

possa ser uma ferramenta Util para predizer o risco de morte na sepse.

(ANNANE, 2016; ANNANE et al., 1999, 2016) relataram que a VFC prejudicadae as
altas concentracGes de catecolaminas circulantes e a modulagdo simpatica prejudicada comuns
em pacientes com choque séptico sugerem que o comprometimento regulatério autonémico
central contribui para a insuficiéncia circulatoria. Assim, é possivel que em pacientes com
COVID-19 esteja relacionada uma disfuncéo no ténus autonémico para sindrome de liberacao
de citocinas e danos em multiplos érgdos (CHIGR; MERZOUKI; NAJIMI, 2020; GHOSH et
al., 2020). A VFC e medida por métodos simples e ndo invasivos, necessitando de aparelhos
automatizados disponiveis no mercado. Portanto, a VFC é considerada um dos métodos mais
populares utilizados para avaliar a funcdo autonémica, sendo adequado para uso em pronto-
socorro, enfermaria ou unidades de terapia intensiva (TASK FORCE OF THE EUROPEAN
SOCIETY OF CARDIOLOGY AND THE NORTH AMERICAN SOCIETY OF PACING

AND ELECTROPHYSIOLOGY., 1996), onde geralmente sdo atendidos pacientes com
COVID-19.
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Embora nédo tenha muitos estudos clinicos relacionados a estimulagdo do nervo vago,
COVID-19 e sistema nervoso autonémico, alguns autores indicam o uso da estimulacdo do
nervo vago provando ser eficaz para a diversos sintomas daCOVID-19 (AZABOUetal., 2021,
BAPTISTA et al., 2020; CORREAetal., 2022; GUOet al., 2021; SEITZ etal., 2022; STAATS
et al., 2020; WANG et al., 2022). A estimulacdo do nervo vago acaba ativando o sistema
parassimpatico que medeia linfécitos e macrofagos inibindo a producdo pro-inflamatéria
(HUSTON et al., 2006; PENA et al., 2011; ROSAS-BALLINA et al., 2011), melhorando a
sobrevida em sepse experimental, choque hemorragico, lesdo de isquemia-reperfusdo e outras
condiges de citocina excesso (JOHNSTON; WEBSTER, 2009). Ja o ETANV ativa o sistema
vagal ao fornecer pulsos elétricos ao ramo auricular do nervo vago, portando considerar a
ativacdo parassimpatica via ETANYV e monitorar os efeitos cardiacos é indicado (BADRAN et
al., 2019; BAPTISTA etal., 2020).

Vale a pena considerar que este foi o primeiro estudo documentado até o momento

que avaliou o efeito da ETANV na VFC em pessoas hospitalizadas com COVID-19.
7. Concluséo

Com base nos resultados deste estudo, a estimulagdo transcutanea auricular do nervo
vago ndo interferiu na modulagéo autonémica cardiaca em individuosacometidos com COVID-
19.
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9. APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

TCLE - Termo de Consentimento livre e esclarecido para Participagdo 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 inflamacéo,

modulacdo autondmica cardiaca e evolucdo clinica dos pacientes com covid-19: estudo piloto

2.0bjetivo: Avaliar o efeito da estimulacdo do nervo vago (estimulo elétrico do nervo
localizado proximo ao ouvido externo) na inflamag&o, modulacéo autondmica 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 salde publica de grande proporcdo. Desde entdo, cientistas e
profissionais da saude 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 tratamentosque 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 préximo ao ouvido externo) para pessoas diagnosticadas com COVID-19 pode ser
um tratamento promissor. O nervo vago percorre do cérebro até o abdémen, podendo ser
estimulado proximo a orelha onde ele tem muitas ramificacdes. Tem varias fungdes no nosso
corpo, como regulagdo dos batimentos do coragédo e da presséo do sangue que circula no nosso

corpo. O nervo vago também pode interferir no sistema de defesadonosso organismo, podendo
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auxiliar no processo de inflamac&o. Portanto, o beneficio desta estimulacdo é que além de ter
baixo custo, tem mostrado eficacia na diminuicdo de processos inflamatdrios, caracteristica

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

Voceé esta sendo convidado a participar de um estudo que tentara diminuir a inflamacéo que a
COVID-19 pode trazer durante seu internamento no hospital. Ao aceitar participar do estudo
vocé ndo fard nadaamenos 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 + estimulacdo do nervo vago (estimulo elétrico do nervo localizado
proximo ao ouvido externo).

Caso vocé seja sorteado para 0 grupo tratamento tradicional + estimulagdo do nervo vago nos
iremos nos encontrar 14 vezes. Os encontros acontecerdo pelo periodo de 90 minutos pela
manhad e 90 minutos a tarde/noite. Serdo 7 encontros consecutivos (2 pela manha e 2 pela
tarde/noite). Nossos encontros acontecerdo no seu proprio leito e vocé recebera uma
estimulacdo ndo invasiva (sem agulhas, sem cirurgias e sem medicamentos orais) donervo vago
(nervo localizado préximo ao ouvido externo), onde sera posto um adesivo (o eletrodo) e o
equipamento de estimulacéo. A intensidade da estimulagdo sera de acordo com a sua tolerancia
(0,5a12mA). Se vocé for sorteado para o tratamento tradicional+ estimulacdo sham, vocé ndo
ter& prejuizo em seu tratamento, pois todas as medidas medicas ja conhecidas serdo tomadas
para que vocé tenha a melhora do seu quadro. A estimula¢do é apenas um acréscimo do seu
tratamento e buscamos observar se ela ira 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 serad
aplicada por um fisioterapeuta formado, com experiéncia em atendimentos a pacientes e

conhecedor darotina de um hospital.

Em nosso primeiro e apds o Ultimo encontro nés vamos avaliar, enquanto vocé esta em repouso,
os dados dos batimentos do seu coracdo por um periodo de 20 minutos, medidas da presséo
arterial sanguinea, por 10 minutos. NOs também vamos obter uma amostra de sangue para
verificar sustancias que indicam a inflamacdo. N&o serd necessario que vocé fagca exames de

sangue extras. As informagfes sanguineas serdo obtidas a partir dos exames que VOCé ja ira
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fazer em sua rotina hospitalar. Sera solicitado que vocé responda no primeiro, oitavo e décimo
guarto dia um questionario para avaliar nivel de depressdo e ansiedade, que deve demorar

aproximadamente 5 a 10 minutos para respondé-lo.

Apdbs 7 e 14 dias do término das 7 sessOes sera avaliada a sua evolucdo clinica (os dias de
internacdo, evolucdo dos parametros clinicos e ocorréncia de desfechos), por meio dos seus
dados de prontudrio e por meio de um questionario a ser aplicado pessoalmente se ainda estiver
internado ou por contato telefonico se tiver recebido alta hospitalar (duragdo aproximada de 10

minutos).

As amostras de sangue serdo obtidas apenas para as analises de substancias inflamatérias deste

projeto e ndo serdo armazenadas para estudos futuros.

5.Desconforto ou Riscos Esperados: Os riscos apresentados por esse estudo séo baixos. Todos
0s testes e procedimentos sdo usados em varios estud os e bem tolerados. A estimulacéo elétrica
pode apresentar pequenos efeitos colaterais minimos como vermelhiddo no local da
estimulacdo, 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 estimulacdo tornando-se até
mesmo imperceptivel. Vocé receberd 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, 0 que
poderd trazer uma sensacdo de aflicdo. Na medida da pressdo arterial, a bracadeira quando
inflada pode apertar e trazer desconforto, mas a medida é breve e o aperto toleravel para a
maioria das pessoas. As coletas de sangue para andlise de alguns marcadores da inflamacao
(substéncias que dizem se ha presenca de inflamacéo) ja serdo parte de sua rotina hospitalar, os
cuidados serdo aqueles rotineiros do hospital, com pessoas da area da saude 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 nao 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 vocé se sinta desconfortavel e, em qualquer momento, queira parar. Para 0 momento da
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estimulacdo ndo gerar desconforto, a intensidade da corrente sera aplicada de acordo com a sua

tolerancia.

7. Beneficios da Pesquisa: Apesar de haver evidéncias que a estimulacdo do nervo vago reduz
0 processo inflamatorio em outras doencas, até o presente momento ndo ha evidéncias que
provem o beneficio da estimulacdo do nervo vago em pacientes com COVID-19. Sendo assim,

essa pesquisa nao traz beneficios diretos para vocé.

8. Métodos Alternativos Existentes: O controle da inflamacdo e varidveis cardiacas para
pacientes com COVID-19 sédo realizados por meio de medicamentos. Esses métodos ndo serao

ignorados. O presente estudo propde adicdo 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 mencao ao seu nome, garantindo
total sigilo e anonimato. Os dados serdo armazenados em um banco de dados no qual somente
0 pesquisador responsavel terd acesso. A divulgacdo dos resultados nao fara mencédo a voceé e

sim as suas respostas aos tratamentos.

11. Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da Participacdo na Pesquisa:
Vocé ndo recebera nenhuma compensacdo em dinheiro pela participacdo do estudo. Da mesma
forma a estimulacdo e os exames serdo oferecidos gratuitamente e 0s custos gerados por ele

ficaram sob responsabilidade dos pesquisadores, ndo havendo nenhum custo para voce.

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
deveexistir nas instituicGes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado
para defenderos interesses dos participantes de pesquisas em sua integridadee dignidade e para
contribuir no desenvolvimento das pesquisas dentro dos padrdes 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 Eticada Uninove:
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Rua. Vergueiro n°® 235/249 — 12° andar — Liberdade — S&o Paulo — SP CEP. 01504-001.
Telefone: 3385-9010. E-mail: comitedeetica@uninove.br

Horarios 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 poderé entrar em contato com os pesquisadores em qualquer momento que tiver ddvidas
ou sentir necessidade de alguma informacdo, podendo utilizar ligagdes (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 dapesquisa poderdo ser discutidas

pelos meios proprios.

Sao Paulo, de de

16. Consentimento Pds-Informacao:

Eu, , apbs leitura e compreensao

destetermo de informacéo e consentimento, entendo que minha participacdo 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 divulgacéo

dos dados obtidos somente neste estudo no meio cientifico.

Assinatura do Participante ou responsavel legal

OBS: Caso o paciente ndo tenha condicdes de tomada de decisdes sera solicitado a um

responsavel a assinatura.

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


mailto:comitedeetica@uninove.br
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17. Eu, (Pesquisador do responsavel desta

pesquisa), certifico que:

a) Esta pesquisa sO tera inicio apos a aprovagdo 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 protecéao
devida aos participantes das pesquisas cientificas envolvendo seres humanos;

c) Este estudo tem mérito cientifico e a equipe de profissionais devidamente citados neste termo

é treinada, capacitada e competente para executar os procedimentos descritos neste termo;

Profa. Dra. Fernanda Ishida Corréa

Assinatura do Pesquisador Responsavel



APENDICE B—-AVALIACAO
AVALIACAO

Nome do paciente:

Telefone de contato:

Nome de um acompanhante ou responsavel:

Contato:
Idade: Data de nascimento:
Raca:
Peso: Altura: IMC:
Tomou vacina? () Néo
( ) Sim, quantas doses? Data que tomou e qual
vacina?
Data de internagéo:
Datade inicio dos sintomas: . Quais foram os sintomas?
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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

Atencdo aos critérios de elegibilidade

Incluir se:

e Paciente tem diagnostico 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 sera aplicado () ok

e Esta recebendo oxigénio suplementar, de forma gue possa ser colocado a estimulacdo

() ok

Nao incluir se:

e Faz uso deimplante coclear () ok

e Apresenta co-morbidades como diabetes e hipertensdo ndo controlada por medicamentos.

() ok

» Estar intubado ou usando equipamentos de auxilio ventilatorio gue impeca a

estimulacdo como Helmet ( )ok

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

1- Avaliacéo pré tratamento

Nome do paciente:

Data: / / Avaliador:

() Exames de sangue 1L-6, IL-10, PCR, Cortisol.

Horario e data de coleta:

() pressdo arterial braquial, individuos permanecerdo por dez minutos na posi¢do supina. Serdo
realizadas trés medidas consecutivas, com um minuto de intervalo, no braco SEM acesso aos
medicamentos. O valor utilizado ser4 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 dafrequéncia cardiaca serd avaliada por 10 minutos na posic¢éo supina.

Horario que colocou:

Observacdes sobre estado clinico:

hrs Horario que parou de gravar:
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hrs

Sintomas
Pré tratamento

N&o
apresento

Apresento
levemente

Apresento
de forma
moderada

Apresento
de forma
acentuada

Quando
comegou
(dias)?

Fraqueza muscular

Fadiga

Dificuldade para
respirar/dispnéia

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

Confusado mental

Perda de memodria

Depressao

Panico

Ansiedade

Diarréia




Nome do paciente:

12 INTERVENCAO (Manha) (Parametros de estimulagio 90 minutos, frequéncia de 10 a

54

30Hz, largura de pulso de 150us, intensidade limiar de tolerancia do paciente, eletrodo anodo

sobre tragus ESQUERDO, e catodo sobre a mandibula)

Datasde Realizou | Horério que Nao Observacdes/intercorréncia,
estimulacao colocou e realizou mudanca de tratamento
1 — 7 sessOes retirou a meédico, interrupcao do
estimulacao tratamento médico, alteracdo
do quadro clinico, alta, outros
Dia 01
Dia 02
Dia 03
Dia 04
Dia 05
Dia 06
Dia 07




Nome do paciente:

Apo0Os6 a8 horasde
intervalo

22 INTERVENGCAO (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)

Datas de Realizou | Horario que Nao Observacdes/intercorréncia,
estimulacdo colocou e realizou mudanca de tratamento
1 — 7 sessbes retirou a médico, interrup¢éo do
estimulacdo tratamento médico, alteracdo
do 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:

56

() presséo arterial braquial, individuos permanecerdo por dez minutos na posi¢éo supina. Serao

realizadas trés medidas consecutivas, com um minuto de intervalo, no braco SEM acesso aos

medicamentos. O valor utilizado sera 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 dafrequéncia cardiaca sera avaliada por 10 minutos na posic¢éo supina.
Horario que colocou: hrs Horario que parou de gravar:

Observacdes sobre estado clinico:

hrs

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

Fragueza muscular

Fadiga

Dificuldade para
respirar/dispnéia

Perda de Olfato

Perda de Paladar

Visao turva/borrada

Conjuntivite

Zumbido/Tinnitus

Dor de cabeca

Dor nas articulacoes

Dor nos MMSS

Dor nos MMII

Dor no peito

Dor de cabeca persistente

Tosse persistente

Queda de cabelo

Dermatite

Febre intermitente

Confusao mental

Perda de memoria

Depressao
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Panico

Ansiedade

Diarréia

Evolucéo do paciente do pré ao pés-intervencdo (anotar intercorréncias, evolucédo do quadro

clinico (intubacdo, encaminhamento para UTI, alta, medicacdes etc). Colocar a evolucdo, dados
clinicos e as datas de ocorréncia:

3. Avaliacdo follow-up

Nome do paciente:

Data: / / Avaliador:

() presséo arterial braquial, individuos permanecerdo por dez minutos na posi¢cdo supina. Seréo
realizadas trés medidas consecutivas, com um minuto de intervalo, no brago SEM acesso aos
medicamentos. O valor utilizado serd a meédia das duas dltimas 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¢éo supina.

Horario que colocou: hrs Horario que parou de gravar: hrs




Observacdes sobre estado clinico:

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

Fraqueza muscular

Fadiga

Dificuldade para
respirar/dispnéia

Perda de Olfato

Perda de Paladar

Visao turva/borrada

Conjuntivite

Zumbido/Tinnitus

Dor de cabecga

Dor nas articulacdes

Dor nos MMSS

Dor nos MMII

Dor no peito

Dor de cabeca persistente

Tosse persistente

Queda de cabelo

Dermatite

Febre intermitente

Confusao mental

Perda de memoéria

Depressao

Panico

Ansiedade

Diarréia

Nome:

Evolucéo do paciente do pos-intervencao até o follow-up (anotar intercorréncias, evolucdo do
quadro clinico (intubacdo, encaminhamento para UTI, alta, medicaces etc). Colocar a evolucéo,
dados clinicos e as datas de ocorréncia:
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APENDICE C — Fluxograma do estudo

Fluxograma segundo CONSORT

Inclusiio Avaliados para elegibilidade (N = 84)

+ Excluides (N=T)
| + Recusou-se a participar (N=0)
+ Excluidos da andlise (N= 2)

Awvaliagio inicial (N=75)
VEFC

l S — l

Grupo experimental (N= 45) L 7 dias de estimulagio J Grupo controle (N=30)
a-ETANY s=-ETANV
s Receberam tratamento (N= 26) +« Receberam tratamento (N= 26)
» Nio receberam tratamento (N= 19) « Nio receberam tratamento (N=4)
l Anilise l
J
Avaliagio (N=26) Avaliagio (N=26)
VFC VFC
Analizados (N= 24) Analisados (N=21)
Excluidos (N=2) Excluidos (N= 3)

Legenda: Figura S 1- Fluxograma do estudo. Estimulacdo transcutanea auricular do nervo
vago experimental (a-ETANV); Estimulagdo transcutanea auricular do nervo vago simulada
(s-ETANV); Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC).
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Simple Summary: The vagus nerve is related to the inflammatory process, therefore, some studies
have investigated the effects of vagus nerve stimulation for inflammatory disease, including for
patients who were being treated for COVID-19. This study aimed to investigate the effects of
auricular vagus nerve stimulation for hospital inpatients due to COVID-19 disease, showing that it

canhelp fight inflammation and has been shown to reduce inpatients’ symptoms of depression.

Abstract: Transcranial auricular vagus nerve stimulation (taVNS) has shown effectiveness in
reducing inflammation and depression. Thus, this study evaluated its effect on inflammation,
cardiac autonomic modulation, and clinical symptoms in individuals affected by COVID-19.
Methods: There were 52 randomized participants hospitalized with COVID-19 diagnosis who
were to receive active (a-taVNS) or sham taVNS (s-taVNS) for 90 min twice a day for seven
consecutive days. Interleukin 6 (IL-6), 10 (IL-10), cortisol, C-reactive protein (CRP), heart rate
variability (HRV), and clinical symptoms were 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 1L-6 —37.7%, (95%
CI—57.6 to —17.7) for the a-taVNS group. There were no changes in IL-10, cortisol levels, or in
HRYV results (p > 0.05) in both groups. There were no changes regarding clinical symptoms,
except for a significant decrease in depression level (—2.85, 95% CI —5.44 to —0.27) in the a-
taVNS group. Conclusion: taVNS showed effects on CRP, IL-6, and depression levels; however,
it did not affect other clinical symptoms.

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

Symptoms

1. Introduction

The clinical features of COVID-19 vary from an asymptomatic state to a severe clinical
status such as pneumonia and death [1]. COVID-19 is associated with an extreme increase in
inflammatory cytokines in the blood, known as a cytokine storm [2]. It has also been observed that
people with COVID-19 have sympathetic hyperactivity and impaired parasympathetic autonomic
signaling that can affect the cardiovascular system [3].

Thus, treatment to minimize inflammation and its clinical effects has been implemented or

patients, using corticosteroids and ventilatory support [4,5]. However, complementary therapies
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have been investigated to potentiate the effects of these treatments, such as transcutaneous
auricular vagus nerve stimulation (taVNS).

taVNS is a powerful tool for modulating bodily functions, as the vagus nerve is an
important neuro immunomodulator in inflammatory body processes [6,7]. The use of taVNS for
patients diagnosed with COVID-19 was recently researched [8,9], showing its effectiveness for
reducing inflammatory marker levels and managing symptoms and depression. This non-invasive
stimulation may also exhibit favorable cardiovascular effects during sepsis [10].

Thus, this study aimed to evaluate the effect of taVNS 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

Participants were randomized (www.randomizer.org) by a researcher not involved in the
treatments for 14 sessions of active transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (a-taVNS) 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 National 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).

2.1. Participants

Physiotherapists selected as participants adults admitted to Lydia Storépoli Hospital who
had been diagnosed with moderate or severe COVID-19. To be included, participants had to have
symptoms of COVID-19 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 6-

month follow-up (Figure 1).
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Pre Intervention | Post Intervention Follow up 7 days Follow up 14 days Follow up 1 to 6 months

Interleukin 6

Interleukin 10

C-reactive Frotein
Cortisol

Heart rate variability

Covid 19 symptoms

Depression and anxiety
Attention and memory

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. Inaddition, participants in the experimental group received transcutaneous
auricular vagus nerve stimulation (taVNS) twice a day for seven consecutive days, totaling 14
stimulation sessions, with 90 min of stimulation for each session.

The a-taVNS was applied using a multifunctional transcutaneous neuromuscular electrical
stimulator (model Dualpex 071, Quark Produtos Médicos), with a current ranging from 25 Hzto 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. One 15 mm electrode was

positioned on the tragus [11] from the left ear and another on the left clavicle.

2.2.2. 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-taVNS was

used; however, the equipment remained off.

2.3. Outcome Measures
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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 centrifuged 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 (CRP).

IL-6,1L-10, and cortisol were measured by the Enzyme-Linked Immuno-Sobent Assay
(ELISA) method and Chemiluminescent Competitive Immunoassay following the manufacturer’s
recommendations. The quantitative determination of CRP was performed by nephelometry (Dade-

Behring N High Sensitivity CRP).

2.3.2. Secondary Outcomes Measures
Cardiac Autonomic Modulation

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

The RR intervals were exported to the Kubios HRV program (Version 2.0, Biosignal
Analysis and Medical Imaging Group, Finland) for analysis of the frequency domain (low-
frequency—LF, high-frequency—HF, 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 Cardiology 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.
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Depression and Anxiety Scale

These variables were assessed by the Hospital Anxiety and Depression Scale [16]; results
were classified as unlikely (score 0-7), possible—questionable or doubtful (8-11 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.

2.4. Data Analysis

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

Primary outcomes were the difference in CRP, IL-6, IL-10, and cortisol from baseline to
the last day of stimulation. Clinical outcomes (anxiety, depression, CGIl memory, CGI attention,
HRYV, duration of hospitalization, and mortality) were considered secondary outcomes.

Baseline characteristics were reported with descriptive statistics for each group. Two-tailed
tests were applied in all analyses. A significance level of 0.05 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 treatment value — Baseline)
% of chance of inflammatory marker = x 100
post treatment value

Then, generalized linear models with identity functions were implemented to test the
change in outcomes 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.
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Durbin—Watson estimates and Cook’s distance values were used for regression diagnostics
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 comparisons 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.u.) and HF/LF ratio analyzed HRV; analysis was
performed using SPSS version 22.0 for Windows. Generalized Estimating Equations analyzed
HRV, memory CGl, and attention CGI data. A value of p < 0.05 was considered significant.

3. Results

A total of 84 participants admitted to Lydia Storépoli 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 taVNS
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.

Table 1 — Demographic Data of Participants Diagnosed with COVID-19 (N=52)

Variables a-taVNS (N=26) s-taVNS (N=26)
Participants
Sex, male n (%) 16 (61%) 10 (38%)
Age (years), mean (SD) 53 (17) 57 (16)
Weight (kg), mean (SD) 83 (13) 86 (17)
Height (m), mean (SD) 1.67 (7) 1.66 (7)
BMI (Kg/m?), mean (SD) 30 (4) 31 (6)
SBP (mmHg), mean (SD) 124 (17) 126 (29)
DBP (mmHg), mean (SD) 78 (10) 75 (12)
HR (bpm), mean (SD) 83 (13) 80 (16)
IL-6 (pg/mL), mean (SD) 32 (28) 43 (38)
IL-10 (pg/mL), mean (SD) 10 (9) 8 (6)
CRP (mg/dL), mean (SD) 9(7) 11 (10)

Cortisol (ug/dL), mean (SD) 21 (17) 25 (21)



LF (n.u), mean (SD)
HF (n.u), mean (SD)
HF/LF ratio, mean (SD)
Anxiety, mean (SD)
Depression, mean (SD)

Onset of Symptoms (days),
mean (SD)

Death (n)
Comorbidities
AH, n (%)
Diabetes mellitus, n (%)
Obesity, n (%)
COPD, n (%)
Smokers, n (%)
Vaccinated, n (%)
Pfizer, n (%)
1st dose
2nd dose
CoronaVAC, n (%)
1st dose
2nd dose
AstraZeneca, n (%)
1st dose
2nd dose

Janssen, n (%)

52 (27)
48 (27)
3(5)
8(3)
5(4)
9(2)

12 (46%)
7 (27%)
11 (42%)
1 (4%)
1 (4%)
21 (81%)

2 (8%)
1 (4%)

12 (46%)
9 (35%)

6 (23%)
4 (15%)
1 (4%)
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50 (31)
50 (31)
34
5(3)
3(3)
9(2)

15 (58%)
7 (27%)
13 (50%)
7 (27%)
1 (4%)
15 (58%)

1 (4%)
0 (0%)

10 (38%)
10 (38%)

3 (12%)
2 (8%)
1 (4%)

Legend: Values presented in absolute frequency, mean and standard
deviation (SD). BMI (Body mass index), SBP (Systolic blood pressure),
DPB (Diastolic blood pressure), HR (Heart Rate), mmHg (millimeter per
mercury), IL-6 (Interleukin-6), 1L-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)

The a-taVNS group had more male participants than the s-taVNS group; a higher level of

anxiety was observed fora-taVNS group participants. Most participants in both groups were
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overweight. The s-taVNS group had more participants with chronic obstructive pulmonary disease
and more who were vaccinated. The groups were equal at baseline to HRV.

They were continuously medicated to reduce the symptoms of COVID-19 during this
research and, thus, did not just receive the taVNS 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.

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% CI
—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-taVNS, after adjusting for unbalanced variables at

baseline (vaccination status, anxiety score, sex, and body mass index) (Figure 2).

A B
[ Active VIS Sham VS | ' Actie VNS | Sham VIS
: 1 . :
& 1 . » | Z 1004 | o
o ‘ o * * H 504 & = | !
ﬁ i 04 mﬂ!ﬂlﬁn:
Baseline Post treatment Baseline Post treatment Baseline Post treatment DBaseline Post treatment
C D
Active TV | Sham VG » Active IVINS Eham VS
. _ M - o
° (@]
o . rd e -
- = @
=k = * . ° ni\':){|
: e °° é
- m L $ ] 4
Baseline Post treatment Bassline Post treatment Baseline Post treatment DBaseline Post treatment

Figure 2. Effects of transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (taVNS) on CRP (C-reactive
protein) levels (A), IL-6 (interleukin 6) (B), IL-10 (interleukin 10) (C), cortisol (D) at baseline and
after 14 sessions of taVNS, for groups a-taVNS (n = 26) and s-taVNS (n = 26). * p <0.05.

3.1.2. Secondary Outcomes

Heart Rate Variability (HRV)
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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).

A LF (nu.) B HF (nu.) C LF/HF ratio
70 70 7.000
60 3 ] 60 6.000
50 ] | 50 B I 5.000
40 40 4.000 [
30 30 3.000 1 I
20 20 2.000
10 10 1.000

0 0 0

taVNS Active taVNS sham taVNS Active taVNS sham taVNS Active taVNS sham
Baseline  ®Post treatment Baseline mPost treatment Baseline  mPost treatment

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 (n = 24) and s-taVNS (n = 21) groups. n.u

(Standardized Units). Data Expressed as mean and standard deviation (SD), 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-taVNS in pre-treatment vs. post-treatment (95% IC 48.4 to 70.1) and in the s-
taVNS, values were (95% IC 37.7 to 61.6) pre-treatment vs. post-treatment (95% IC 45.7 to

69.6). There was no significant difference between groups in post-treatment (95% IC —14.4 to
18.4, p =0.812).

The pre-treatment HF values (n.u) for the a-taVNS were (95% IC 36.9 to 59.2) vs.
post-treatment (95% IC 29.1 to 51.4), and in the s-taVNS, pre-treatment HF was (95% IC
38.0 t0 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).

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

332.5 t0 5260) vs. post-treatment (95% IC 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 forthe a-taVNS group were cough,

dyspnea, fatigue, and muscle weakness. For the s-taVNS group, those symptoms were cough,
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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-taVNS group

had more participants with clinical symptoms than the s-taVNS (Figure 4).

A Baseline sham taVNS B Post Intervention
m active taVINS
Diarrhea | Diarrhea
Mertal confusion m Mental confusion [ |
Fever [ | Fever
Loss ofhair [ | Loss of hair [ |
Cough — Cough R —
Chest pain | Chest pain ]
'G’“"E’ ;im:s pain — Lower limbs pain —
pper limbs pain | Usner limbs pai
Joint pain [ — e :
Headache — T -
Ageusia —— e
Ancsmia — gevsia -
Dyspaea — Anosmia -
Fatigue — Dyspaea —
Muscle weakness I Fatigue e
% 2 18 14 10 6 2 2 6 10 14 18 22 26 Mpscle weakness —
Number of Patients % 22 18 ¥ 1w 6 2 2 6
D Number of Patients
Follow up 7 days VNS Follow up 14 days
W active aVINS
Diarrhea Diarthea |
Mental confusion [ Mental confusion |
Fever Fever
Loss of hair | | Loss of hair ||
Cough —— Cough —_—
Chest pain | Chest pain L
Lower limbs pain I Lower limbs pain |
Upper 11m_bs pain I Upper limbs pain ——
Joint pain — Joint pain —
Headache [ Headache r—
Ageusia | Ageusia ™
Anosmia | Ancsmia -
Dyspnea | -
Fatigue —— Dyspuea S—
Muscle weakness — Fatigne P—
Muszcle weakness |

26 22 18 14 10 6 2 2 6

Number of Patients

0 14 18 22 26
26 12 18 14 10 6 2 2 & 10

Number of Patients

4 18 22
Figure 4. Clinical symptoms of the a-taVNS (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 (taVNS).

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-taVNS group were lower and upper limb pain,
fatigue, and muscle weakness; s-taVNS presented cough, pain in lower limbs, fatigue, and
muscle weakness. Nineteen participants in the a-taVNS group and 20 in the s-taVNS
completed the assessment, as five participants in the a-taVNS group and four in the s-taVNS

group remained unconscious, and two participants in each group died.

sham taWVINS
Wactive aVINS

10 14 18 22 26

sham taVN3
W active aVINS
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In the 14-day follow-up, there was a decrease in clinical symptoms, with mental
confusion and fatigue being more frequent in the a-taVNS 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 participants in the a-taVNS group and two participants in the s-taVNS group

remained unconscious, and six participants died (two from a-taVNS and four from s-taVNS).
Depression and Anxiety

There was a statistically significant reduction in depression in a-taVNS compared to s-

taVNS (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 (VVaccination Status, Anxiety Score,
Sex, and Body Mass Index).

a-taVNS (N=26) s-taVNS (N=26)
Adjuste Raw Adjuste AdeUSte
Raw d change d .
changes changes Baseli S changes differen
Variable Baseline Post . g ) g Post "y ) g
within within ne within  within
between
the group  the the the FOUDS
group # group group # g #;p
-1.27
Anxiet 8.00 5.3 27(43) 25 (46 55 47 -1.0 -1.2
ety 35 g7y 2143 25048 s e @7 @e (4lto
1.5)
-2.85
Depressio 4.0 -1.8 3.2 3.1 0.2
46 (4.0 -1.0(3.8 1.0(4.2
40 (5.0)* G842 G0 @8 @6 (42) (54to-
0.3)

Note: Data reported as mean (SD), statistical comparison using multiple linear regression. #
Adjusted for unbalanced variables at baseline (vaccination status, anxiety score, sex, and body
mass index) (Table 1). ##Adjusted for unbalanced variables at baseline and reported as mean
difference (1C 95%). * p < 0.05.

Attention and Memory Level
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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 Scale (CGI) Memory and Attention.
a-taVNS (N=20) s-taVNS (N=20)

Outcome 7d  14d 30d 60d 90d 120d 150d 180d 7d 14d 30d 60d 90d 120d 150d 180d

Memory 4.15 395 4 345 3.1 3.4 405 4.15 405 410 35 3.75 3.9 3.85 3.85 3.95
(0.33)(0.33)(0.33)(0.33)(0.33)(0.33)(0.33)(0.33)(0.33)(0.33) (0.33)(0.33)(0.33)(0.33)(0.33)(0.33

Attention 3.9 3.9 3.85 355 335 36 425 43 3.85 3.7 35 3.6 375 3.8 3.75 3.65
(0.34)(0.34)(0.34) (0.34)(0.34) (0.34) (0.34)(0.34) (0.34) (0.34) (0.34)(0.34) (0.34) (0.34)(0.34) (0.34

Legend: Values expressed as mean and standard deviation (SD); 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-
taVNS 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-taVNS group and seven in the s-taVNS
group reported improvement after the fourth month following COVID-19 diagnosis, and eight

participants in the a-taVNS group and five in the s-taVNS group reported a worsening from
the fourth month after COVID-19 diagnosis.

4. Discussion

4.1. Inflammatory Mediators
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Our results showed a decrease in CRP and IL-6 levels after taVNS. However, no
difference was found in IL-10 and cortisol levels. Tornero 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
nVNS, 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 taVNS, 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 VNS
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 (CAP)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
CAP concept and showed that the alpha7 subunit of the nicotinic acetylcholine receptor is
required for inhibition of Tumor Necrosis 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 IL-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].
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In a meta-analysis by Coomes and Haghbayan [26] it was reported that IL-6 levels
were 2.9-fold higher in more critically ill patients when compared to milder cases. The same
is reported for CRP, 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 IL-10 by VNS.
Non-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 taVNS. Cortisol plays a relevant role

in the body’s metabolic reaction to stress [28]. 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 HF, LF, and LF/HF ratio outcomes for both
groups. However, satisfactory results of taVNS 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 vagal tone at the onset of symptoms may be at high risk of developing a
dysregulated pro-inflammatory response during infection, leading to sudden death or transfer

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].

It is worth considering that this was the first study documented to date that has
evaluated the effect of taVNS on HRV in people hospitalized with COVID-19. This

relationship had not been observed with the findings of inflammatory mediators.

4.3. Clinical Symptoms
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We found no difference in clinical symptoms after taVNS in both groups. We
emphasize that participants were bedridden, which may contribute to increased pain, fatigue,
and muscle weakness. The proportion of deaths was similar between the groups. All
participants 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 nVNS and Lai et al. [35] reported

relief of acute pain for migraine after cervical nVNS.

Although we did not observe major clinical changes between the treated and untreated
groups, the literature shows that intense and chronic inflammation can lead to
encephalopathy, encephalitis, acute disseminated encephalomyelitis, myelitis, meningitis,
ischemic infarctions, or cerebral venous thrombosis [36]. It is noteworthy that the etiology of
encephalopathy 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 inflammation
may be of therapeutic benefit [39]. Two meta-analyses showed reliably higher levels of
inflammatory markers in depression, namely IL-1p, IL-6, C-reactive protein (CRP), and TNF-
o [40,41].

Thus, based on the psychological impact of the COVID-19 pandemic on psychiatric
patients, Guo et al. [42] speak of the importance of targeting the cholinergic anti-
inflammatory pathway and modulating brain circuits using taVNS based on what the literature

reports on the benefit of the technique to treat COVID-19 and its associated cytokine storm.
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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 taVNS. 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.

Inaddition 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 [48-50].

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

The use of taVNS in patients with COVID-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].

Ina 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 African 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.
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Therefore, depression in COVID-19 may have different causes than resistant
depression, which is already treated with taVVNS with obvious effects. Thus, there is a need

for clinical evidence of the use of taVNS in depression in people with COVID-19.
5. Conclusions

Based on this study’s results, taVNS can reduce CRP, 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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Study flowchart. Transcutaneous auricular vagus nerve stimulation (taVNS); Interleukin 6
(IL-6); Interleukin 10 (1L-10); C-reactive protein (CRP); Heart rate variability (HRV);
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

Appendix B. Medications intake during trial (n=52).

Medication s-taVNS a-taVNS p-value
(n=26) (n=26)
Number (%) | Number (%)
Antibiotics 20 (76.9) 23 (88.5) 0.23
Nonsteroidal anti- 12 (46.2) 18 (69.2) 0.09
inflammatory drugs
(NSAIDs)
Corticosteroids 24 (92.3) 25 (96.2) 0.54
Anticoagulants 21 (80.8) 25 (96.2) 0.07
Antihypertensives 21 (80.8) 26 (100.0) 0.08
Bronchodilator 8 (30.8) 13 (50.0) 0.16
Triglyceride 3(11.5) 6 (23.1) 0.30
Lowering Drugs
Antihistaminic 1(3.8) 8 (30.8) 0.06
Anesthetic drugs 22 (84.6) 26 (100.0) 0.06
Antithyroid drugs 1(3.8) 3(11.5) 0.29
Analgesic 12 (46.2) 17 (65.4) 0.16
Hypoglycemic drugs | 10 (38.5) 16 (61.5) 0.09
\asopressors 6 (23.1) 12 (46.2) 0.08
Gastrointestinal 10 (38.5) 26 (100.0) 0.001
drugs*
Antipsychotics 4 (15.4) 6 (23.1) 0.46
Expectorants 0(0.0) 2 (7.7) 0.17
Antidepressants 2 (7.7) 3(11.5) 0.63
Antifungal drugs 1(3.8) 5(19.2) 0.09
Uric acid lowering 0 (0.0) 2(7.7) 0.14
agente
Antiepileptics 0 (0.0) 2(7.7) 0.14
Antiseptics 0 (0.0) 1(3.8) 0.30

* Laxants, antiflatulent, or proton pump inhibitor.
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Resumo

O objetivo desse estudo é avaliar o efeito da estimulacdo elétrica transcutanea do nervo vago
(EETNV) na inflamagcdo, na modulacdo autondmica cardiaca e na evolugdo clinica dos
pacientes com COVID-19. Esse estudo tratan-se de ensaio clinico, controlado por sham,
randomizado e cego, no qual participardo 52 individuos hospitalizados com diagndstico de

COVID-19. Os pacientes serdo randomizados para dois grupos de tratamento: grupo
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experimental (tratamento meédico usual associado a EETNV ativa) ou grupo controle
(tratamento médico usual associado a EETNV sham). A EETNV sera realizada por meio de um
estimulador elétrico neuromuscular (modelo Dualpex 071 da Quark Medical Products), com o
eletrodo de estimulacdo posicionado sobre o tragus esquerdo, com corrente alternada,
frequéncia de 30Hz e variacdo de 50%, intensidade ajustada para o limiar sensorial do paciente,
durante 90 minutos cada sessdo de estimulacdo, duas vezes ao dia, durante 7 dias consecutivos,
totalizando 14 sessdes. Serdo avaliados pré e pos-intervencdo, o nivel de interleucina 6 (I1L-6)
e 10 (IL-10), cortisol e proteina C reativa (PCR), variabilidade da frequéncia cardiaca pelos
parametros de baixa frequéncia (BF), alta frequéncia (AF) e pela razdo da alta e baixa
frequéncia (AF/BF), pressdo arterial (PA), além de evolugdo clinica dos pacientes e nivel de
ansiedade e depressdo, cujos dados serdo obtidos por meio de prontudrios e questionarios. Sera
realizado também um acompanhamento de 7 e 14 dias ap6s o término das intervencgdes para a
evolugdo clinica, incluindo nivel de ansiedade e depressdo, e durante 6 meses serdo avaliadas a

memoria e atencdo destes.

Palavra-Chave: COVID-19, nervo vago, estimulacéo, inflamacgéo

Abstract

This study aim to evaluate the effect of transcutaneous vagus nerve stimulation (taVNS) on
inflammation, cardiac autonomic modulation, and clinical outcome in patients with COVID-
19. Itis a randomized, blinded, sham-controlled clinical trial, in which 52 patients admitted to
hospital for COVID-19 will be randomized to receive usual medical care plus taVNS or usual
medical care plus sham taVNS. The stimulation will be applied through a neuromuscular
electrical stimulator (Dualpex 071 model from Quark Medical Products) on the left tragus, with
alternating current, with a frequency of 30Hz, variation of 50%, and intensity between 0.5 mA
and 12 mA (depending on patients’ tolerance), for 90 minutes two times a day, for seven
consecutive days, total 14 sessions. The outcomes will be an analysis of interleukin 6,
interleukin 10, cortisol, C-reactive protein, heart rate variability which will be analyzed with
low frequency (LF), high frequency (HF) and high and low frequency ratio (HF/LF), blood
pressure, clinical evolution and anxiety and depression score evaluated with Hospital Anxiety
and Depression Scale. A follow-up of 7 and 14 days after the end of interventions for clinical

evolution, including level of anxiety and depression, memory, and attention. For the period of
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6 months will be evaluated memory and attention from the patients.

Keyword: COVID-19, vagus nerve, inflammation, neuromodulation

Introducéo

A Covid-19 é uma infecgdo respiratoria aguda causada pelo coronavirus SARS-CoV-2,
potencialmente grave, de elevada transmissibilidade e de distribuicdo global. A epidemia de
COVID-19 comecou na cidade de Wuhan da China no final de dezembro de 2019' e desde

entdo se espalhou rapidamente pelo mundo, sendo declarada como uma pandemia global pelo
Organizacdo Mundial de Satde?.

O aspecto clinico da COVID-19 varia amplamente, no entanto, apresenta como
caracteristica uma reacdo imunoldgica com elevados niveis de citocinas inflamatérias, como a
interleucina 6 (IL-6), considerada um fator importante para 0 aumento da mortalidade pela
COVID-1934 Dessaforma, os primeiros protocolos de tratamento para pacientes com SARS-
CoV-2 incluiram a administracdo de esteroides, que visavam modular essa resposta exacerbada
de citocinas, de forma semelhante ao tratamento dasindrome do desconforto respiratério agudo
ndo viral®. No entanto, os tratamentos da infecgdo por SARS-CoV-2 foram ineficazes®:’. Assim,
tratamentos alternativos tém sido investigados com intuito de minimizar essa resposta

inflamatdria, como a estimulacdo elétrica transcutanea do nervo vago.

A estimulacdo elétrica transcutanea do nervo vago (EETNV) demonstrou ser um
modulador potente de reacBes imunes patoldgicas, suprimindo especificamente os niveis de
citocinas inflamatérias por meio da ativacdo da via anti-inflamatéria colinérgica (VAC)8-L,
Bozaart e Botha'l, relataram o caso de dois pacientes com COVID-19 em estagio 3, nos quais
os niveis de IL-6 estavam marcadamente elevados e nos quais a EETNV foi capaz de reduzir
drasticamente os niveis sanguineos de IL-6 em um periodo relativamente curto. Staats et al®,

também relataram dois casos de pacientes com sintomas de COVID-19 que fizeram uso de
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EETNV, com resultados relevantes na melhora clinica, com interrupcdo do uso de
medicamentos opioides e supressores de tosse e alivio imediato de dispneia (cinco minutos ap6s
a estimulacdo), bem como uma capacidade melhorada para limpar seus pulmdes. Para estes
pesquisadores®, a estimulagdo ndo invasiva pode ajudar os pacientes com envolvimento

respiratorio de COVID-19, por meio de dois mecanismos que seriam pela broncodilatagdo e

ativacdo da VAC.

Existem evidéncias que a EETNV também pode diminuir a atividade simpética e esta
associada a liberacdo da norepinefrina, melhorando o controle autonémico!?. Este dado é
importante, uma vez que pacientes com COVID-19 apresentam disfun¢do autondmica, com
valores de variabilidade de frequéncia cardiaca diminuidal?.

Assim, diante do nimero crescente de 6bitos no Brasil decorrente de complicagdes da
COVID-19 e com impacto relevante na satde publica, a possiblidade de uso daEETNV para
pessoas diagnosticadas com COVID-19 torna-se importante, visto seus efeitos promissores

sobre a diminuicdo de processos inflamatdérios, além de ser um tratamento com efeitos colaterais
minimos e baixo custo.

Dessa forma, esse estudo tem como objetivo principal avaliar o efeito da EETNV na
inflamacdo, e como objetivos secundarios avaliar a modulacdo autonémica cardiaca, evolugdo

clinica, nivel dedepressdo e ansiedade e nivel de memdria e atencéo dos pacientes com COVID-
19.

Método

Desenho do estudo

Este € um ensaio clinico, controlado por sham, randomizado e cego (paciente) que sera
conduzido com 52 pacientes com diagnéstico de COVID-19, que estejam internados no
Hospital Lydia Storopoli, localizado na Universidade Nove de Julho — Campus Vergueiro - Sdo
Paulo - SP - Brasil. Os participantes serdo informados sobre o procedimento antes de assinarem
o termo de consentimento livre e esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo comité de pesquisas
em humano da Universidade Nove de Julho, Sdo Paulo, Brasil (46699521.5.0000.5511) e

registrado no Brazilian Clinical Trials Registry (RBR-399t4¢g5). O fluxograma do estudo esta
apresentado na figura 1.

Inserir Figura 1
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Participantes

Participardo do estudo 52 individuos com diagnoéstico confirmado de COVID-19 e que
estejam internados no Hospital Professora Lydia Storopolli da Universidade Nove de Julho —
Séo Paulo- Brasil. Os pacientes selecionados deverdo ser maiores de 18 anos; apresentarem
diagndstico confirm ado de COVID-19 de moderado a grave!; com inicio de sintomas de um a
10 dias, estarem contactuantes e assinar o termo de consentimento livre e esclarecido. Poderao
estar recebendo oxigénio suplementar, ventilacdo ndo invasiva, mas sem estar intubado durante

avaliacdo inicial. N&o serdo incluidos os pacientes que fizerem uso de implante coclear, devido
a proximidade daaplicacdo do estimulo.

Céalculo amostral

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

parametros, o célculo daamostra resultou em um tamanho de amostra de 52 participantes (26

por grupo).

Procedimentos

Os participantes do estudo serdo avaliados pré e pos 7 dias de intervencfes quanto ao
seu perfil inflamatério (indicadores inflamatérios), modulacdo autonémica cardiaca, presséo
arterial, quadro clinico, incluindo nivel de ansiedade e depressdo e serdo randomizados por
meio do site www.randomizer.org, em dois grupos: experimental (EETNV ativa associada ao
tratamento médico usual) ou controle (EETNV sham associada ao tratamento médico usual).
Durante 6 meses ap0s o término do tratamento serdo acompanhados o nivel de memoria e
atencéo.

> Painel inflamatorio


http://www.randomizer.org/
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Técnicas do imunoensaio enzimatico

Amostras de sangue, 15 ml, serdo coletadas por profissional da enfermagem por meio
de puncdo da veia, em tubo contendo inibidor de protease e EDTA, e este sera prontamente
centrifugado (3000 rpm, 15 min, 4°C). O plasma deste tubo sera entdo transferido para tubos
de microcentrifuga (1.5ml) e armazenados a -80°C. Posteriormente serdo enviados para um
laboratorio especializado em andlises clinicas que fardo as andlises da Interleucina-6,
Interleucina-10, Proteina C Reativa e cortisol.

» Parametros cardiovasculares
Serdo avaliadas a pressdo arterial e variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC).

A pressdo arterial braquial serd avaliada por meio de um monitor (HEM-742, Omron
Healthcare, Japdo). Para essa medida, os individuos permanecerdo por dez minutos na posi¢éo
supina. Serdo realizadas trés medidas consecutivas, com um minuto de intervalo, em ambos 0s
bracos e com tamanho do manguito adequado para a circunferéncia do braco. O valor utilizado
serd a média das duas Ultimas medidas, conforme recomendado pela Sociedade Brasileira de
Cardiologia®4.

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) sera avaliada a fim de estimar a
modulacdo autondmica do sistema cardiovascular. Para tanto, apds 20 minutos de repouso, 0s
pacientes permanecerdo 15 minutos na posi¢do supina, periodo no qual terdo registrados os
intervalos RR, por meio de um monitor de frequéncia cardiaca valido para esta fungdo (V800,
Polar Electro, Finlandia). Sera considerado um sinal valido aqueles com pelos menos cinco

minutos de sinal estacionario.

Apbs a coleta, os intervalos RR serdo exportados para o programa Kubios HRV
(Version 2.0, Biosignal Analysis and Medical Imaging Group, Finlandia), cujas analises serdo
realizadas no dominio da frequéncia. Os parametros do dominio da frequéncia serdo obtidos
pela técnica da analise espectral, utilizando 0 método autorregressivo, com a ordem do modelo
de 12 pelo critério de Akaike. Serdo consideradas como fisiologicamente significativas as
frequéncias entre 0,04 e 0,4 Hz, sendo o componente de baixa frequéncia (BF) representado

pelas oscilagfes entre 0,04 e 0,15 Hz e o componente de alta frequéncia (AF) entre 0,15 e 0,4
Hz (40).
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> Evolucdo da doenca

Para avaliar o quadro clinico sera aplicado antes, ap6s o término das intervencgdes, e
apos 7 e 14 dias do término das intervengdes, um questionario de quadro clinico contendo
perguntas sobre os sintomas da Covid-19 e intensidade destes que podera ser nenhum (N), leve
(L), moderado (M) ou acentuado (A) e uma Escala de Ansiedade e Depressdo (Hospital Anxiety
and Depression Scale (HAD)!%, que consiste em questionario, com pontuacéo de 0 a 3 para cada
pergunta, totalizando 31 pontos. O resultado pode ser: Improvavel (0-7 pontos), possivel —

questionavel ou duvidosa (8 -11 pontos) e provavel (12-21 pontos).

Além disso, informacBes sobre dados demograficos, historico de salde, inicio dos
sintomas da COVID-19, dadossobre vacinacdo, comorbidades, medicamentos, intercorréncias,
parametros especificos referentes a COVID-19, incluindo exames sanguineos, exames de
imagem, tempo da doenca serdo obtidos por meio de analise de prontuario médicos e contato
telefonico (caso o paciente esteja de alta hospitalar). O nome do paciente sera mantido em

sigilo.

Atencéo e Memoria

A qualidade da aten¢do e memoria serdo obtidas por meio de um questionario o qual
contém 2 perguntas sobre como estd a memoria e atencdo apos 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; 7) Muito pior. Trata-se de uma versdao adaptada pelos

autores, da Impressdo Clinica Global (Clinical Global Impression — CGl)2®,

O questionario sera aplicado apo6s 7, 14, 30, 60, 90, 120 e 180 dias ap06s o término do

protocolo de EETNV, por meio de contato telefonico (caso o paciente esteja de alta hospitalar).

Intervencdes

As intervencdes serdo realizadas durante a internacdo dos pacientes. Para tanto, um
fisioterapeuta se dirigira ao leito do paciente e posicionara o equipamento de EETNV.

Estimulacdo elétrica transcutanea do nervo vago ativa - EETNV
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A EETNV ativa sera realizada por um estimulador elétrico neuromuscular
transcutaneo multifuncional, modelo Dualpex 071 da Quark Produtos Médicos - Registro
ANVISA n°: 80079190022, com um eletrodo sobre o tragus, local anatdmico humano onde
existe distribui¢cGes cutaneas do nervo vago aferente (Figura 2) do lado esquerdo, considerado

mais seguro!’ o outro eletrodo sera posicionado sobre a clavicula do mesmo lado.
Inserir Figura 2

A EETNV sera realizada com eletrodos adesivos de 15mm, com corrente sinusoidal
alternada com frequéncia de 30hz com variacéo de 50%, por um periodo de 90 minutos!é duas
vezes ao dia (pela manha e tarde ou noite, com intervalo entre estimulacdes de 6 a 8 horas) por
sete dias consecutivos, totalizando 14 sessdes de estimula¢do. A intensidade serd mantida entre

0,5mA e 12mA de acordo com a toleréncia do paciente para ndo causa dor ou contracao
muscular, apenas dentro do limiar sensorial®®.

Intervengdo Sham

Para a estimulacdo Sham serd utilizado o mesmo equipamento da EETNV ativa, no
entanto, o equipamento permanecera desligado durante o periodo do estudo.

Analise dos dados

Osdadosdo presente estudo serdo apresentados em média e desvio padrdo para os dados
paramétricos e mediana e amplitude interquartil para os dadosndo parameétricos. A normalidade
seré avaliada pelo teste Shapiro Wilk. As variaveis inflamatorias (IL-6, 11-10, cortisol e PCR),
nivel de ansiedade e depressdo e nivel de memdria e atencdo serdo calculadas com teste t
pareado.

A Variabilidade da frequéncia cardiaca sera analisada pelas seguintes variaveis de
frequéncia: unidade normalizadas (u.n) de BF e AF e relacdo BF/AF analisados pelo programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS versdo 20.0 para Windows). Os dados de
variabilidade da frequéncia cardiaca, serdo analisados por EquacbGes de Estimativas
Generalizadas. Sera considerado significante o valor de p < 0,05 e a intencdo de tratar foi
considerada para analise.
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Discussao

A COVID-19 apresentou-se como uma pandemia global e em um curto periodo
aumentou a curva de pacientes infectados e das taxas de mortalidade. Como consequéncia €
observado, especialmente no Brasil, um impacto econdmico e de saide publica de grande
proporcdo. Diante disso, cientista, e profissionais da saude mobilizam-se em busca de reduzir
este impacto por meio de técnicas e recursos ja conhecidos e pela busca de novos metodos 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, garantindo melhor qualidade de
vida ao contaminados. Além disso, 0 aparecimento de novas cepas mostra a urgéncia de
tratamentos eficazes e alternativos, diante de um cenario ainda ndo totalmente conhecido. Dessa
forma a EETNV pode ser um recurso anti-inflamatério e para melhora de quadros clinicos
relacionados ao controle autonémico para pacientes com complicacbes da COVID-19, com ja
mostrado na literatura em outras populaces e em alguns relatos de casos da literatura com
pacientes com COVID-19.

Conclusao

A EETNV para pessoas diagnosticadas com COVID-19 pode ser um tratamento
promissor, com efeitos colaterais minimos sem gravidade, tem baixo custo e tem mostrado
eficdcia na diminuicdo de processos inflamatérios caracteristica principal da doenca causada
pela COVID-19.
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Figura 1. Cronograma do SPIRIT. (EETNV): Estimulacdo elétrica transcutanea do nervo vago;
tx1 — follow-up de 7 dias; tx2 - follow-up de 14 dias; txs - follow up um més; txs - follow up dois
meses; txs - follow up trés meses; txs - follow up quatro meses; tx7 - follow up cinco meses; txs -
follow up seis meses.
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Titulo da Pesquisa: EFEITO DA ESTI MULA(;AO DO NERVO VAGONA
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Instituicdo Proponente:ASSOCIACAO EDUCACIONALNOVE DE

JULHO Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.164.286

Apresentacéo do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos "Apresentacdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e
"Avaliacdo dos Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informacdes Basicas da
Pesquisa (PB_INFORMAGCOES_BASICAS_1870568_E3, de 07/12/2021).

Resumo:

Objetivos: Avaliar o efeito da estimulagcdo néo invasiva do nervo vago (nVVNS) na inflamacao,
modulacdo autondmica cardiaca e evolucdo 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
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usuais mais NVVNS ou apenas cuidados usuais. A estimulacdo sera aplicada sobre o tragus
esquerdo (corrente alternada variando de 5 kHZ a 25Hz, intensidade variando de

0,5 - 8 mA, por um periodo de 90 minutos pela manha e 90 minutos a tarde / noite, por 7 dias
consecutivos). Os desfechos serdo a analise de interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 ( 1L-10),
cortisol, PCR, modulacdo autonémica cardiaca, pressao arterial e responsividade simpatica, as
quais serdo avaliados antes e apés 7 dias de intervencdo. Apds 7 e 14 dias do término das
intervencOes sera avaliada a evolucdo clinica dos pacientes (dias de internacéo, evolucao dos
parametros clinicos e ocorréncia dos desfechos) por meio de prontuarios e exames e
questionario a ser aplicado ao paciente pessoalmente, se ainda estiver internado ou por
contato telefénico, se tiver recebido alta. Sera solicitado que responda no primeiro, oitavo e
décimo quarto dia um questiondrio para avaliar nivel de depressao e ansiedade (Escala HAD).
Conclusdo: A nVNS diminui a liberacdo de citocinas inflamatérias, sugerindo que a técnica

pode ser um tratamento antiinflamatério eficaz para individuos com COVID-19.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar o efeito da estimulagdo néo invasiva do nervo vago na inflamagdo, modulagéo
autonémica cardiaca e evolucao clinica dos pacientes com COVID-19.
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Objetivo Secundério:

Avaliar os efeitos de 7 sessdes de estimulagcdo nédo invasiva do nervo vago na IL-6, IL-10,
cortisol e proteina C reativa quantitativa (PCR) de pacientes com COVID-19. Avaliar 0s
efeitos de 7 sessdes de estimulacdo nédo invasiva do nervo vago na modula¢do autondmica
cardiaca, pressao arterial e responsividade simpatica de pacientes com COVID-19. Avaliar a
evolucdo dos pacientes 7 e 14 dias ap6s o fim da estimulacdo néo invasiva do nervo vago.
Avaliar o nivel de ansiedade e depressdo pré, pds 7 sessbes (8o dia) de estimulacdo ndo
invasiva do nervo vago, e apos 7 e 14 dias apos o término das intervencoes.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos apresentados por esse estudo sdo baixos. Todos os testes e procedimentos sdo
usados em varios estudos e bem tolerados. A estimulacdo elétrica pode apresentar pequenos
efeitos colaterais minimos como vermelhid@o no local daestimulagéo, vocé sentird apenas um
formigamento leve quando o equipamento for ligado, significa que esta passando corrente, e a
intensidade da corrente seré aplicada de acordo com a sua toleréncia. Esse formigamento pode
ir diminuindo ao longo da estimulacdo tornando-se até mesmo imperceptivel. VVocé recebera
estimulacdo no proprio leito. Durante a medida dos batimentos cardiacos do seu coragdo vocé
podera sentir um desconforto, pois pediremos que vocé fique em repouso, sem conversar e
sem se mexer bruscamente por 20 minutos, 0 que podera trazer uma sensacao de aflicdo. Na
medida da presséo arterial, a bragadeira quando inflada pode apertar e trazer desconforto, mas
amedidaé breve e o aperto toleravel para a maioria das pessoas. As coletas de sangue para
andlise de alguns marcadores da inflamacéo (substancias que dizem se ha presenca de
inflamacdo) ja serdo parte de sua rotina hospitalar, os cuidados serdo aqueles rotineiros do
hospital, com pessoas da area da salde treinadas para as coletas. O questionério sera aplicado

enguanto estiverem presentes no

Pagina 02 de
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local apenas o pesquisador e vocé, de forma que evite que voceé fique constrangido em
responder a alguma pergunta diante de outros profissionais/pessoas nédo envolvidas nesta

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

Beneficios:

Apesar de haver evidéncias que a estimulacdo do nervo vago reduz o processo inflamatério
em outras doengas, até o presente momento nao ha evidéncias que provem o beneficio da
estimulacdo do nervo vago em pacientes com COVID-19. Sendo assim, essa pesquisa nao 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-
Sao Paulo- Brasil. Os participantes apds serem incluidos no estudo serdo avaliados quanto ao
seu perfil inflamatorio (INDICADORES), modulagéo autonémica cardiaca, respostas
cardiovasculares, pressdo arterial e caracterizados quanto ao nivel de ansiedade e depressao.
Os participantes serdo randomizados em dois grupos: experimental (estimulagdo néo invasiva

do nervo vago) mais usual care ou sham e usual care, durante 7 dias. As avaliacdes serdo
realizadas pré e pos 7 dias de intervencgdes 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.

Considerac0es sobre os Termos de apresentacédo obrigatoria:

Documentacdo obrigatoria:

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

Termo de assentimento (caso se aplique) - N&o se aplica

Pagina 03 de

Carta de anuéncia da instituicdo coparticipante (caso se aplique) - N&o se
aplica Algumas pendéncias precisam ser solucionadas para a aprovacgao do
presente projeto:

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequacses:

O projeto ndo apresenta impedimentos éticos.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

O pesquisador podera dar inicio as coleta dos dados.

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

aprovado.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Lembramos que esta modificacdo necessitard de aprovacéo ética do CEP antes de ser
implementada. De forma objetiva com justificativa para nova aprecia¢do, 0s 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).
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De acordo com a Res. CNS 466/12, X.3.b), o pesquisador deve apresentar a este CEP/SMS o0s

relatorios semestrais. O relatério final devera ser enviado através da Plataforma Brasil, icone

Notificacdo. Uma cdpia digital do projeto finalizado devera ser enviada a instancia que

autorizou a realizagdo do estudo, via correio, e-mail ou entregue pessoalmente, logo que o

mesmo estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Assentimento /
Justificativa de

Auséncia

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes PB_INFORMACOES BASICAS 187056 07/12/2021 Aceito
Baésicas do 8 E3.pdf 17:25:44
Projeto
Pagina 04 de
Folha de Rosto | folhaDeRosto_emenda3.pdf 07/12/2021 | Fernanda Ishida | Aceito
14:15:21 |Corréa
Projeto projetocovid30_11 21.docx 03/12/2021 | Fernanda Ishida | Aceito
Detalhado/ 09:30:37 |Corréa
Brochura
Investigador
Outros emenda3.docx 03/12/2021 | Fernanda Ishida | Aceito
09:29:38 |Corréa
TCLE / Termos | TCLEemenda2.docx 03/12/2021 | Fernanda Ishida | Aceito
de 09:29:13 |Corréa
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Cronograma Cronogramacovid.docx 22/10/2021 | Fernanda Ishida | Aceito
15:30:46 |Corréa
Outros emenda2.docx 08/09/2021 | Fernanda Ishida | Aceito
11:49:15 |Corréa
Outros QUESTIONaRIODEQUADROCLINICO.d 22/06/2021 | Fernanda Ishida | Aceito
0cX 20:04:35 |Corréa
Outros had_com_escore.docx 22/06/2021 | Fernanda Ishida | Aceito
20:02:11 |Corréa
Outros emenda.docx 22/06/2021 | Fernanda Ishida | Aceito
20:00:44 |Corréa
Outros Hosp.pdf 26/05/2021 | MARILIADE | Aceito
11:41:20 |ALMEIDA
CORREIA

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

SAO PAULO, 14 de Dezembro de 2021

Assinado por:
Maria Aparecida Dalboni
(Coordenador(a))
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Endereco:VERGUEIRO n° 235/249

Bairro:LIBERDADE CEP:01.504-001

UF: SP Municipio:SAO PAULO

Telefone:(11)3385-9010 E-mail:comitedeetica@uninove.br
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