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RESUMO

Infeccbes secundarias em quadros respiratorios agudos graves em pacientes infectados por
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), como foram bem documentados em pacientes com gripe, nos
quais levam a deterioracdo clinica e mortalidade, e requerem cuidados intensivos. No entanto,
ha incerteza na literatura sobre se 0 COVID-19 predispde a doencas fangicas invasivas. Entre
abril e julho de 2020, antes da ampla recomendacdo de corticosteroides para COVID-19
grave, um total de 50 autopsias foram realizadas em Manaus. As amostras de tecido pulmonar
foram preparadas e analisadas por dois patologistas diferentes. Detec¢do de galactomanana
sérica, reacdo de cadeia polimerase e sequenciamento da amostra foram realizados para
confirmar doenca fangica associada a COVID-19. A incidéncia de CAPA foi calculada, sendo
considerada a razdo entre o nimero de pacientes com Aspergilose e o total de pacientes
autopsiados. Confirmamos dois casos de Aspergilose Invasiva por meio de analise
histopatoldgica e sequenciamento de genes (4%) em nossa série de autopsias. A incidéncia de
Aspergilose confirmada parece muito menor do que o esperado nas definicdes 'provavel e
possivel', e uma abordagem individualizada deve ser considerada para cada cenario de pais.
Curiosamente, o tempo prolongado de internacdo na UTI ndo foi observado em nenhum dos
casos. O diagnostico e tratamento oportunos da infec¢do fangica podem reduzir as taxas de
mortalidade.

Palavras-chave: COVID-19, Aspergilose Pulmonar, incidéncia.



ABSTRACT

Secondary infections reported in severe acute respiratory disease coronavirus 2 (SARS-CoV-
2) infected patients, such, have been well documented in influenza patients, in whom they
lead to clinical deterioration and mortality, and require intensive care. However, there is
uncertainty in the literature about whether COVID-19 predisposes to such invasive fungal
diseases. Between April and July 2020, and therefore, prior to the broad recommendation of
corticosteroids for severe COVID-19, a total of 50 autopsies were performed in Manaus. As a
lung tissue sample were prepared and analyzed by two different pathologists. Serum
galactomannan detection, polymerase chain reaction and sample sequencing were performed
to confirm fungal disease associated Covid-19. The incidence of CAPA was calculated,
considering the reason between the number of patients with confirmed aspergillosis and the
total number of autopsied patients. We confirmed two invasive aspergillosis cases through
histopathology and gene sequencing (4%) in our autopsy series. The confirmed invasive
aspergillosis incidence seems much lower than expected on the ‘probable and possible'
definitions, and an individualized approach should be considered for each country scenario.
Interestingly, the prolonged length of stay in the ICU was not observed in any of the cases.
Timely diagnosis and treatment of fungal infection can reduce mortality rates.

Key words: Covid-19, pulmonary aspergillosis, incidence.
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1. INTRODUCAO
1.1. Coronavirus

Os coronavirus (CoVs) sdo virus causadores de infeccbes que comprometem o trato
respiratorio de seres humanos e animais, podendo causar desde um resfriado simples até
sindromes respiratdrias graves. Alguns virus dessa familia sdo zoondticos, outros causam
infeccdes exclusivamente em animais, como porcos, vacas, galinhas, cdes e gatos, e que levou

a pesquisas significativas sobre esses virus na ultima metade do seculo XX (1,2).

Seis tipos de CoVs ja haviam sido identificados pela comunidade cientifica antes da
pandemia pelo novo coronavirus: os alfa-CoVs, HcoV-NL63 e HcoV-229E e os beta-CoVs,
HcoV-0C43, HcoV-HKU1, Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV) e Sindrome
Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) (3). O SARS-CoV (2002) foi o primeiro
coronavirus identificado como causador da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) em
Foshan, China, e resultou na epidemia de 2002-2003. O MERS-CoV se originou da Peninsula
Arébica em 2012 e foi responsavel pela epidemia de sindrome respiratéria do Oriente Médio
em 2013. SARS-CoV e MERS-CoV sdo altamente infectivos devido a alta capacidade de
adaptacdo ao hospedeiro por alteracdo e aumento de afinidade a receptores de células

humanas (4,5).

Em dezembro de 2019, casos de uma pneumonia grave de etiologia desconhecida
surgiram pela primeira vez na cidade de Wuhan, China (6). Em 7 de janeiro de 2020, o
resultado de um sequenciamento do genoma mostrou que a pneumonia grave estava sendo
causada por um novo coronavirus (2019-nCoV), denominado, posteriormente, de virus da
Sindrome Respiratéria Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), causador da doenca
COVID-19 (7-9).

O sistema de vigilancia notificou o surto a Organizagdo Mundial de Saide (OMS) em 1°
de janeiro de 2020 e 0 mercado de frutos do mar e animais vivos de Huanan foi fechado, local
onde as pessoas foram expostas e evoluiram com pneumonia (6). O novo virus se espalhou
rapidamente por toda a China, paises Europeus e Américas, e foi declarado pandemia em 11
de marco de 2020 pela OMS (10).



1.2. Aspectos epidemiol6gicos e novas variantes

Desde o inicio da pandemia, até o final da Semana Epidemioldgica (SE) 8, até o dia 26
de fevereiro de 2022, foram registrados 434.247.399 casos confirmados e 5.944.313 6bitos no
mundo. Os Estados Unidos da América, pais com maior nimero de casos confirmados e
Obitos, ocupam o primeiro lugar na classificagio mundial, acumulando um total de
78.931.739 e 948.215, respectivamente. O Brasil ocupa a terceira posi¢do na classificacdo
mundial em casos confirmados, onde foram registrados 28.744.050 milhdes e segundo em

namero de dbitos, com 648.913 registrados em decorréncia da COVID-19 (11).

A regido Amazonica € umas das mais afetadas pela pandemia desde o seu inicio. O
primeiro caso de COVID-19 na cidade de Manaus (capital do Amazonas) foi confirmado em
13 de marco de 2020, seguido pela transmissao descontrolada do virus com pico de casos em
maio de 2020. Em dezembro de 2020, a pandemia apresentou um crescimento exponencial
devido ao surgimento de novas variantes e relaxamento das medidas de precaucdo e
isolamento social. Este crescimento resultou em uma segunda onda epidémica, gquando

apresentou a maior média diéria de 2.927 casos em um dia. (12,13).

O SARS-CoV-2, assim como outros virus, sofreu mutacfes esperadas e com 0 avango
da pandemia, novas variantes de interesse (VOIs) e de preocupacdo (VOCs) foram relatadas
em diversos paises, a fim de favorecer o monitoramento global e informacdo sobre o

andamento da pandemia (14).

Uma variante com potencial de causar maior transmissibilidade ou viruléncia,
alteracdo no curso clinico da doenca, ou reducdo da eficacia das medidas de saude publica e
sociais sao classificadas como VOCs. As VOlIs séo classificadas como variantes que possuem
modificagdes genéticas conhecidas por afetarem caracteristicas virais, como
transmissibilidade, gravidade, escape imunoldgico, diagnostico ou terapéutico. Além disso,
causam transmissdo comunitaria importante ao longo do tempo, sugerindo risco emergente
para saude publica mundial. Os tipos de variantes podem ser reclassificados quando néo

representarem mais um grande risco para saude publica (15).

As novas mutagdes resultaram em respostas as mudancas do perfil imunoldgico dos
hospedeiros humanos. Varias estdo associadas a aumento da transmissibilidade, levantando
guestionamentos sobre sua evolucdo, taxas de mutacdes dos virus e transmissdo viral, e

reducdo da eficcia das vacinas existentes, onde as variantes denominadas de interesse, Alfa,



Beta, Gama, Delta e, atualmente Omicron, sio as mais relevantes até o momento (Tabela 1)
(15-17).

Tabela 1. Variantes de preocupacdo e interesse do SARS-CoV-2 mais relevantes.

Classificacdo | Variante Linhagem GISAID* I?romma Pais de origem Designacao
pango linhagem
Reino Unido 18-
Alpha B.1.1.7 GRY 201 (V1) setembro-2020 dezembro-
2020
Africa do Sul 18-
Beta B.1.351  GH/501Y.V2 20H (V2) : ’ dezembro-
maio-2020
2020
VOCs  |Gamma P.1 GR/501Y.V3 20) (v3)  Drasil, novembro- 11-janeiro.
' ' 2020 -2021
india, outubro- .
Delta ~ B.1.617.2 GK o2t 2020 S
Oct-2020
21K, 21L  Diversos paises, 20"
Omicron B.1.1.529 GRA ’ PAISEs, b ovembro-
21M novembro-2021
2021
Lambda C.37 GR/452Q.V1 21G Peru, dezembro-  14-jun.-
2020 2021
VOI
> Colombia, 30-agosto-
Mu B.1.621 GH 21H janeiro-2021 2021

*GISAID: Iniciativa global para compartilhamento de dados sobre gripe
Tabela adaptada da OMS (https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/)

A variante Alpha (B.1.1.7) foi relatada no Reino Unido. A variante Beta (B.1.351) foi
relatada inicialmente na Africa do Sul e é provavelmente originada da linhagem B.1.1.28. e
B.1.351. Estas, apresentaram a mutacdo E484K relevante para a atividade da proteina Spike
(S), e no fim de 2020 era responsavel por 28% da infeccdo por SARS-CoV-2 no Reino Unido
(17). Na India, o nimero de casos aumentou de forma rapida, ocasionando uma crise de
salde publica no pais. Estudos associaram essa rapida dissemina¢do com o surgimento de
uma nova variante, a Delta (B.1.617), que apresentou oito mutagfes na proteina S. Dentre as
oito mutacdes, E484K e L452R, podem resultar em um aumento da ligagdo aos receptores de
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) e na taxa de clivagem S1-S2, resultando em

uma maior transmissibilidade (18-20).


https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants/

A mutacdo E484K localiza-se no dominio de ligacdo ao receptor e aumenta a
afinidade com os receptores ECA, facilitando a entrada do virus na célula hospedeira,
servindo como alvo de neutralizacdo por tratamentos com anticorpos e soros vacinais. Outra
mutacdo, biologicamente importante, como a N501Y, codifica a proteina S e esta associada a

uma disseminacao mais veloz em paises como Gra-Bretanha e Australia (21).

No Brasil, a variante Gamma (P.1) foi detectada pela primeira no estado do Amazonas
em 2 de janeiro de 2021, sendo posteriormente reconhecida como linhagem emergente em
Manaus. O seu surgimento foi alegado como causa putativas da segunda onda do SARS-CoV-
2 no Amazonas (22). Fatores como reducdo dos niveis de anticorpos e surgimento de novas
variantes podem contribuir na ocorréncia de novas ondas pandémicas. P.1 é uma linhagem

altamente transmissivel (23).

Recentemente, uma nova variante, conhecida como Omicron (B.1.1.529), foi
identificada pela primeira vez em Botsuana em 11 de novembro de 2021, rapidamente se
espalhou para paises vizinhos na Africa e ja foi encontrada em pelo menos 26 paises do
mundo. Além disso, possui uma alta transmissibilidade e infectividade devido as trinta
mutacdes identificadas na proteina Spike, sendo 23 nunca identificadas em outras variantes
(24).

A maior transmissibilidade, infectividade e resisténcia imunol6gica adquirida com as
frequentes mutacdes que ocorrem, mais especificamente na proteina S do SARS-CoV-2,
sugere que elas estdo se adaptando para uma melhor transmissdo do virus. Com isso, variantes

continuardo a emergir, tornando-se imprevisivel o término da pandemia (25).



1.3. SARS-CoV-2: Caracteristicas e mecanismo

Por meio da recombinagdo genética e variacdo, os CoVs tém uma boa capacidade
adaptativa e devido podem infectar novos hospedeiros. Pressuponha-se que 0S morcegos
tenham sido um reservatério natural do SARS-CoV-2, mas foi sugerido que os humanos
foram infectados por meio de um hospedeiro intermediério, como o pangolim (5,6).

O SARS-CoV-2 ¢ o terceiro coronavirus que causou a disseminacdo de doencas
respiratorias graves em humanos. E um virus pertencente & ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae, género Betacoronavirus e subgénero
Sarbecovirus. E um virus RNA de fita simples, sentido positivo ndo segmentado, com
envelope em forma de espiculas formadas por trimeros da proteina Spike (S), responsavel

pela adesdo e interiorizacdo do virus nas células do hospedeiro (2,26,27).

O virus se liga ao receptor ECA 2 como alvo do hospedeiro em sinergia com a
protease transmembranar (TMPRSS2) onde ocorre a fusdo da membrana e liberacdo do
genoma viral no citoplasma do hospedeiro. As proteinas estruturais e 0 RNA gendmico sdo
sintetizados no sitio de replicacdo e translocados atraveés de um mecanismo desconhecido para
o compartimento intermediario ER-Golgi (ERGIC), onde ocorre a montagem e maturacao do
virus (28,29). Os virus agrupados brotam no Iimen ERGIC e atingem a membrana plasmatica
através da via secretora, onde séo liberados no espaco extracelular ap6s a fusdo das vesiculas
contendo virus com a membrana plasmatica e peptideo de fusdo (Figura 1) (30).

A maior carga viral do SARS-CoV-2 é observada logo no inicio dos sintomas e o
declinio depois da segunda semana, indicando maior infectividade antes ou nos primeiros
cinco dias de doenga com disseminacéo rapida e eficiente (28,31). Um fator que justifica a sua
répida disseminacdo é a forte interacdo da proteina S com o receptor ECA 2 na presenca da
TMPRSS2 presentes na membrana celular, em especial das células do sistema respiratorio e
conjuntivo (28,32,33).



Figura 1: Mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 nas células.
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Fonte: Cevik et al, 2020.

1.4. SARS-CoV-2: Transmissao

A exposicdo a goticulas respiratdrias que possuam o virus por contato proximo com
individuos pré-sintomaticos, assintomaticos ou sintomaticos que abrigam o virus, € 0
principal modo de transmissdo do SARS-CoV-2. Transmissdo por aerossois também foi

implicada na disseminacdo do virus (14).

O contato com superficies inanimadas contendo SARS-CoV-2 foi bem relatado, dando
énfase na viabilidade do virus em superficies porosas e ndo porosas. No entanto, o risco é
baixo e ndo é a principal via de transmisséao (14).

Yeo e colaboradores relataram que é possivel encontrar o virus em fezes, implicando
em possivel transmissao fecal-oral, no entanto, mais estudos precisam ser realizados sobre a

tematica (34). A transmissdo vertical pode acontecer, mas é em uma minoria de casos. Suas



taxas de infeccdo sdo parecidas com outros patdégenos que ocasionam infeccGes congénitas
(35). Mais estudos precisam ser realizados sobre as tematicas.
1.5 SARS-CoV-2: Diagnostico

O diagndstico de rotina da COVID-19 pode ser feito por investigacdo clinica-
epidemioldgica e laboratorial. Sua confirmacdo deve ser feita por exames de imagem e

laboratoriais conforme representado na figura 2 (36).

Figura 2: Métodos disponiveis para deteccdo de SARS-CoV-2
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Com a disponibilidade das primeiras sequéncias do genoma de SARS-CoV-2,
iniciaram-se o desenvolvimento de ferramentas para o diagnéstico laboratorial da infeccéo,
através de testes imunoldgicos para a deteccdo de antigenos ou anticorpos, bem como a

utilizacdo de protocolos de biologia molecular para a amplificacdo de acido nucléicos (29,37).

Essas tecnologias laboratoriais para a COVID-19 séo atualmente muito utilizadas e
possuem finalidades que vdo além do diagndstico. Sdo capazes de rastrear individuos
assintomaticos, populacdes de alto risco, deteccdo de contatos entre pessoas, auxilia no
diagnostico clinico, monitora a evolucdo da doenca e proporciona 0 rastreamento da

populacédo de forma geral (37,38).

Os testes envolvendo a utilizacdo de imunoglobulinas séo capazes de sinalizar a
presenca de antigenos de SARS-CoV-2 ou anticorpos anti-SARS-CoV-2. Estes, sdo métodos
de escolha voltados para os casos que séo denominados suspeitos, proporcionando resultados

sobre a resposta imunoldgica do organismo que carreia 0 virus e se ja houve uma reacéo ja



estabelecida (39,40). Baseado nos processos de producéo de anticorpos na presenca de SARS-
CoV-2, é possivel descrever os testes sorolégicos como metodologias praticas para a
vigilancia da COVID-19, definindo infeccdes recentes ou tardias (29). Possuem a vantagem
de detectar anticorpos ou antigenos em soro ou sangue total, todavia, ndo detectam infeccdes
em fases iniciais, ndo sendo recomendado para diagnostico de infeccdo em fase aguda, além
de possuir uma baixa sensibilidade, podendo ter maior probabilidade de resultados falso-
negativos (41).

Testes mais sensiveis, como os testes de amplificacdo de acido nucleico (NAAT),
geralmente sdo os preferidos para detectar infecgdes virais precoces, uma vez que a viremia é
observada no inicio da doenca. Os diferentes tipos de ensaios NAAT, como RT-PCR, ensaio
baseado em amplificacdo isotérmica mediada por loop (RT-LAMP) e sequenciamento de alto
rendimento foram desenvolvidos para o rapido e preciso diagnéstico de COVID-19. No
entanto, 0 NAAT exige alta qualidade do RNA SARS-CoV-2 (36).

O RT-PCR ¢ considerado o teste padrdo ouro e baseia-se na deteccdo de RNA
gendmico viral de SARS-CoV-2. Possui alta sensibilidade e especificidade para as particulas
do virus. (29,39,40). E ideal que esse tipo de teste seja realizado na fase inicial da doenca,
resultado que € condicionado pelo limite de deteccdo, pois cargas virais baixas ndo sdo
detectadas. Devido a sua alta sensibilidade, é possivel a deteccdo de genes, ou fragmentos de
proteinas residuais apds o periodo infecioso, fator que pode dificultar a interpretacdo
epidemioldgica. Um resultado negativo ndo exclui a infeccdo e ndo deve ser considerado
como Unico método para diagnostico. Com o avango da pandemia, modifica¢des do virus e

incompatibilidade entre primers, a sensibilidades desses testes podem ser reduzidas (41).

Outra técnica essencial para o diagnostico da COVID-19 é conhecida como
tomografia computadorizada (TC). Baseia-se na realizagdo de imagens do tdrax em corte
transversal de varios angulos para a identificacdo de alteracdes nos pulmdes. Trata-se de uma
técnica ndo invasiva, indolor, sendo feita ap6s alguns dias do inicio da infec¢cdo. Todavia, vale
lembrar que assim como os métodos de imunodiagndstico, a TC é caracterizada como uma
forma de diagndstico complementar (29,38). As caracteristicas de imagem que indicam a
infeccdo por SARS-CoV-2 geralmente mostram distribuicdo caracteristica principalmente
subpleural, ao longo dos feixes vasculares bronquicos; frequentes lesGes Unicas ou duplas de
diferentes formas; densidade geralmente irregular, padrdo de pavimentacdo em mosaico

misturado com opacidade de vidro fosco e espessamento septal interlobular, consolidacéo e



parede bronquica espessada e sinais concomitantes como broncograma aéreo, efusdo pleural e

aumento dos linfonodos mediastinais (42).

1.6 SARS-CoV-2: Manifestacgdes clinicas

O virus é responsavel por um dano celular que causa a desregulacdo do sistema
renina angiotensina aldosterona (SRAA) tendo como consequéncia a regulacdo negativa do
receptor ECA2, dano celular endotelial, tromboinflamacdo e desregulacdo da resposta imune
com consequente hiperinflamagdo devido a inibicdo da sinalizacdo do interferon pelo virus,
seguido de linfodeplecdo de células T e producdo de citocinas pré-inflamatorias,
particularmente IL-6 ¢ TNFa. (33).

As manifestacdes clinicas sdo variaveis de individuo para individuo, pode se
apresentar de forma assintomatica, leve e pode evoluir para formas mais graves, sendo
associado a diversas manifestagdes extrapulmonares em outros sistemas orgéanicos, como

neuroldgicas, cardiacas, renais, dermatolégicas, entre outras (33,36).

Os sinais e sintomas mais evidenciados séo febre, tosse, sendo estes 0os mais comuns,
fadiga, dispneia, desconfortos gastrointestinais como nauseas e vomito, anosmia, disgeusia,
hiperemia ocular, tontura e ansiedade também sdo sintomas relatados, outrora, um paciente

também pode desenvolver a doenca de forma assintomatica (43,44).

O quadro de hiperinflamacéo ocasionado pelo SARS-CoV-2 faz com que o paciente
evolua para um quadro de SRAG, uma das complicacdes mais grave da doenca, podendo
apresentar diversos mecanismos de desregulacdo da perfusdo pulmonar. Alguns pacientes
podem necessitar de intervencdo hospitalar e na maioria dos casos, necessitam de suporte de
oxigénio, seja de forma invasiva ou ndo invasiva devido ao mecanismo fisiopatoldgico citado
(33,45).

O suporte ndo invasivo consegue fornecer até 15L/min de oxigénio por meio de cateter
nasal, mascara ndo reinalante e ventilacdo nao invasiva (VNI). Muitos hospitais tém adotado a
VNI como uma tentativa de evitar que a doenga evolua para formas mais graves que
necessitam de ventilagdo mecénica invasiva (VM). Quando ndo tolerados, ou que néo
resultam em melhora do quadro respiratério/clinico, a intervengdo invasiva com intubacao
orotraqueal (IOT) torna-se necessaria. Esse tipo de complicagdo associa-se com

hospitalizagdo prolongada e alta mortalidade, principalmente se os pacientes desenvolverem
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faléncia de maltiplos 6rgdos. E necessario identificar pacientes que possuem alto risco de
deterioracdo clinica, a fim de garantir tratamento oportuno em tempo habil (45-47)

E observada também uma maior incidéncia de arritmias, cardiomiopatia hipoxemia e
leséo cardiaca aguda (22-44%) em pacientes internados em UTI, quando comparados com ndo
internados em UTI (2%). Mesmo com essa porcentagem de pacientes que desenvolvem
complicacdes cardiovasculares, ainda ndo é indicado monitoramento por telemetria de rotina
ou necessidade de triagem de biomarcadores para lesGes miocardicas, como troponinas ou
BMP, todavia, o eletrocardiograma deve ser realizado em todos os pacientes internados e
observar o intervalo QT, pois alguns dos medicamentos usados nesses pacientes podem

causar prolongamento do intervalo QT (47).

1.7 COVID-19 e coinfeccdes

Alguns fatores de risco tornam pessoas mais suscetiveis a deterioracdo clinica e
infeccbes oportunistas, podendo associar a Sindrome da Angustia Respiratoria Aguda
(SARA) e tempestade de citocinas, como idade acima de 60 anos e doencas subjacentes como
hipertensdo, doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e asma. Além de poder evoluir com

imunossupressao, principalmente quando internados em UTI sob uso de VM (43,48,49).

Estudos relatam a alta prevaléncia de infeccbes secundarias em pacientes acometidos
pelo virus. Dentre as principais infeccbes estdo aquelas causadas por bactérias -
Micobacterium pneumoniae, Legionella pneumophila, Streptococcus pneumoniae — virus
como 0s rinovirus, enterovirus e influenza. H& também coinfeccgdes resultantes de patégenos
fangicos, incluindo Candida pneumoniae, Candida albicans e Candida glabrata. Tais
ocorréncias sdo caracteristicas do processo de ativagdo desregulado do sistema imunoldgico,
além de drogas imunossupressoras amplamente utilizadas para o tratamento da COVID-19
(50-52).

Publicacbes tém chamado a atencdo para 0 uso de corticosteroides, destacando a
importancia de seu uso para o paciente certo no momento certo, a fim de amenizar o efeito
imunomodulador desses farmacos que facilitam a invasdo por outros microrganismos (53,54).
Além disso, a tempestade de citocinas foi citada como desafio diagndstico para infeccBes
fangicas devido & sobreposicdo de sintomas e achados radiolégicos (55). Pacientes
imunocomprometidos, em uso frequente de corticosteroides e com diabetes mellitus nédo

controlada, sdo fatores de risco para micoses oportunistas (56).
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Uma série de casos de mucormicose foi descrita na India (57). Trata-se de uma
infeccdo fungica angioinvasiva incomum que se desenvolve geralmente apds 10 dias de
hospitalizacdo por meio da contaminacdo de esporos fungicos na mucosa oral, nasal e
conjuntival via inalacdo ou ingestao de alimentos contaminados (58,59) . Um caso de infec¢édo
fatal por mucormicose rino-orbito-cerebral foi relatado em Manaus. Essa infeccdo é uma
ameaga para pacientes com diabetes ndo controlada e que fazem uso de corticosteroides
devido a outras condigdes. O diagnostico e tratamento precoce sdo importantes para
prevencdo do avanco da doenca, todavia, ainda é raramente suspeitada ou diagnosticada
guando associado a COVID-19. Enfatizando a necessidade de vigilancia de doencas no atual

cenario pandémico (60).

Outro caso de mucormicose pulmonar invasiva foi diagnosticado em exame
postmortem de um paciente com COVID-19 grave, ressaltando cada vez mais a importancia

de mais estudos que abordem essa tematica (61).

Na epidemia ocasionada pelo SARS-CoV-1 em 2003 foram relatados casos de
Aspergilose em pacientes que receberam corticosteroides, mas nao ha relatos de estudos de
incidéncia. Atualmente, as infeccBes flngicas estdo sendo cada vez mais relatadas,
principalmente infeccdes por Aspergillus spp. em muitos paises da Europa, Américas, Asia e
Australia, mostrando uma grande variabilidade em estudos de incidéncia. Além disso, ha

dificuldades em obter um diagnostico claro dessa infecéo (62).

1.7.1 Aspergilose

A Aspergilose é uma infec¢do flngica que afeta mais de 14 milhGes de pessoas no
mundo. E ocasionada pelo fungo do género Aspergillus e pode causar infeccdes
principalmente em individuos imunocomprometidos e com doengas pulmonares subjacentes,
submetidos a transplantes de medula dssea e internados em UTI, onde nos ultimos 13 anos,

apresentou um aumento significativo de sua incidéncia (63,64).

Sdo fungos filamentosos ambientais que causam um amplo espectro de infeccGes em
humanos. Existem mais de 250 espécies de Aspergillus e menos de 40 sdo conhecidas por
causar infeccGes em humanos (64). Entre as espécies desse género, Aspergillus fumigatus € a
mais onipresente no ambiente, podendo resistir em uma ampla faixa de pH e temperatura. Sua
parede hidrofobica permite, de forma eficiente, que seja dispersada em pequenas correntes de

ar. Seu pequeno tamanho de conidios (esporos) facilitam a entrada e deposicao nas vias areas,
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atingindo os alvéolos pulmonares. Em um individuo saudavel, os conidios sdo rapidamente

eliminados do pulmé&o pelas defesas imunologicas (65,67)

A infeccdo invasiva do trato respiratorio, € comumente causada pela espécie
A. fumigatus, seguido por A. flavus, A. niger e A. terreus. O A. fumigatus é mais comum e
encontrado nos pulmdes. O A. flavus € 0 mais encontrado em infec¢cdes dos seios da face. Em
comparacdo, as feridas de queimaduras sdo comumente colonizadas por A. niger e A.
flavus (63,65).

A principal via de infec¢do do Aspergillus € o trato respiratorio, todavia, pode infectar
outros tecidos, como pele, seios nasais, sistema nervoso central, olhos, unhas ou se disseminar
por todo o corpo. Pode se apresentar de diversas formas, as trés principais infeccdes
broncopulmonares sdo: invasiva, cronica e alérgica. Também pode se apresentar como doenca
sinusal (63,68).

Individuos acometidos por esse fungo podem apresentar sinais e sintomas de
pneumonia, incluindo febre, dor tordcica e hemoptise, embora outros sistemas organicos
possam estar envolvidos. A forma invasiva da doenga é correlacionada com o estado
imunoldgico do paciente, uma vez que um imunocomprometido pode ser assintomatico,

dificultando o diagndstico precoce (66,68).

As formas de diagnostico estdo em constante processo de evolucdo, mas infeccdes
fangicas como a Aspergilose Pulmonar sdo mais frequentemente diagnosticadas por cultura,
histopatologia ou pela deteccdo do antigeno galactomanano no sangue ou no lavado
broncoalveolar (LBA) (66). Exames radiograficos, como TC, sdo componentes cruciais para
avaliacdo diagndstica. Um individuo acometido pode apresentar em TC consolidacBes focais
e, nos casos de infecgcdo invasiva, a consolidacdo pode ser caracterizada por nédulos com

infiltrados em vidro fosco circundantes (sinal do halo) ou lesGes cavitarias (Figura 3) (68).
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Figura 3: Tomografia mostrando caracteristicas sugestivas de infec¢do fungica invasiva

T R—

Fonte: Thompson et al. 2021.

Um estudo descritivo relatou a prevaléncia de fungos transportados no ar de dois
hospitais de uma cidade no Brasil. As amostras ambientais foram coletadas de trés partes
diferentes das unidades de ar-condicionado de dois setores. Varias espécies de fungos foram
isoladas, as mais encontradas, em ambos os hospitais, foram Aspergillus spp, Penicillium spp,
e Cladosporium spp., A. penicillioides foi encontrando em ambientes de UTI Adulto nos
hospitais A e B (69).

Outro estudo realizado no Amazonas em 2013 apontou alta prevaléncia de Aspergilose
em pacientes com baciloscopia negativa. De 15 pacientes com baciloscopia negativa, 10

(66,6%) apresentaram exames positivos para Aspergillus spp.(70).

1.7.2 Aspergilose Pulmonar Associada a Covid-19 (CAPA)

InfecgBes flngicas sdo importantes causas de morbimortalidade. Desde o inicio da
pandemia estas foram associadas a COVID-19 em pacientes internados em UTI e
submetidos a VM, se assemelhando as infec¢Bes secundarias associadas aos virus Influenza.
Na ultima década, Aspergilose Pulmonar Invasiva (API) emergiu como um fator de risco em
pacientes internados em UTI por causar insuficiéncia respiratdria associada a Influenza e
outros coronavirus, como SARS-CoV e MERS-CoV, levando a deterioragdo clinica e
mortalidade. (71-73).
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H& centenas de espécies saprofiticas do género Aspergillus com diversas
caracteristicas morfoldgicas, macroscopicas e microscopicas. Existem mais de 250 espécies
no ecossistema e mais de duas dizias sdo capazes de causar infecgdes oportunistas em seres
humanos. A espécie mais frequente isolada é o A. fumigatus, responsavel por 90% das
infeccdes. A. flavus, A. terreus, A. niger sdo outras espécies que também causam infeccdes
(74). Durante o primeiro ano da pandemia ocasionada pelo SARS-CoV-2, as espécies mais
relatadas nos casos de coinfeccdo foram A. fumigatus, seguido por A.
flavus , Aspergillus spp. A. niger, A. terreus, A. lentulus, A. nidulans, A. awamori, A.

penicillioides e A. citrinoterreus (75).

O seu mecanismo (Figura 4) é baseado em um aumento das respostas inflamatorias
nas vias aéreas, aumentando o potencial de invasdo nos pulmdes. Apds a invasdo, 0s
conidios de Aspergillus spp. evoluem para de hifas, ocasionando doenga inflamatdria e
invasiva das vias areas e multiplas manifestacbes como traqueobronquite e pneumonia
obstrutiva, tendo como complicacBes de pneumonia flngica invasiva, caracterizada por
nodulos, necrose e invasdo pleural. O supercrescimento de Aspergillus spp. pode aumentar a

inflamacdo das vias aéreas, aumentar a producdo de muco e causar pneumonia invasiva (76).

Figura 4: Esquema da APl em pacientes com COVID-19.

Aspergillus

Fonte: MARR et al., 2021.
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Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC), asma, bronquite cronica ou
bronquiectasia, fibrose cistica sdo fatores de risco para Aspergilose. O diagnostico €
desafiador, j& que ndo ha sintomas clinicos especificos em grupos de risco (77). Devido a
essa associacao e aumento das taxas de mortalidade por influenza, investigacGes diagndsticas
rapidas e tratamento precoce sdo recomendados, embora, broncoscopia e bidpsia pulmonar

devem ser feitas de forma segura, devido ao risco bioldgico (78).

Desde o inicio da pandemia do novo SARS-CoV-2, uma série de estudos relataram
CAPA e levantaram um questionamento se essa infeccdo secundaria contribui para
mortalidade de pacientes acometidos por essa nova doenca (79). Varios métodos de
diagnosticos também foram utilizados por varios autores no mundo, levantando o

questionamento sobre sua incidéncia e mortalidade, como mostrado na Tabela 2.

A terapia antifungica precoce € sugerida para CAPA. Voriconazol vem sendo o
antifingico mais usado para o seu tratamento. Conforme as recomendacdes do
ECMM/ISHAM 2020, as drogas de escolha para o tratamento da CAPA sdo voriconazol e
isavuconazol, e a terapia combinada pode ser usada se a monoterapia inicial for ineficaz ou se
combinada com outras coinfec¢des fungicas (80). A resposta ao tratamento antifingico para
CAPA pode ser avaliada através da melhora dos sintomas. A repeticdo de exames de imagem

deve ser feita apds a conclusdo da terapia antifingica, com no minimo duas semanas (61).
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Tabela 2. Estudos sobre a incidéncia de CAPA. Para construcédo desta tabela, os termos de busca pulmonary aspergillosis and COVID-19 foram

utilizados no buscador Medline. Foram encontrados 244 artigos, destes 42 eram sobre a temética proposta neste estudo.

Incidéncia
CAPA (%) Tratamen Cooinfeccio
Autores Periodo (casos I\/_Iétodos_de Material Espécie . . com out(io Mortalidade Classificacdo
doestudo CAPA/total diagndstico antifangic fUNO (%)
de pacientes 0? g
avaliados)
van Arkel et Margo/202 14 4 (6/31) Deveaci de LBA  aAfumigatus5) OO N 667  EORTC/MSGERC
al, 2020 (81) 0 ' wa Soro fumig Néo (1) '
Segrelles- Fevereiro- Cultura LBA A. fumigatus (3) sim (6)
Calvo et al, Abril/2020 5.4 (7/215) PCR ESCarmo A. flavus (2) Nio (1) Nao 86 EORTC/MSGERC
2020 (82) Deteccéo de A. niger (2)
GM
Cq‘;,'g’éa EORTC/MSGERC
Alanio et al, i LBA . Sim (2) x Critério IPA
2020 (83) 33.3(9/27) BDSS Soro A.fumigatus (7) N0 (7) N&o 44.4 associado A
Detecgdo de influenza (Verweij)
GM )
Cultura .
Bartoletti et Fevereiro-  27.7 PCR LBA A'f/‘imr:?a;‘?é)ls) Sim(16) s " EORTC/MSG
al, 2020 (55) Abril/2020  (30/108) Deteccdo de Soro -Nig N&o (14) AsplCU
GM A. flavus (1)
Cultura s
Critério IPA
Lahmer et al, Marco- PCR LBA . . . . .
2020 (84) Maio/2020 3.8 (3/80) Deteccio de Soro A.fumigatus (3)  Sim (3) Néo 33.3 _ associado a 3
GM influenza (Verweij)
Rutsaert et al, Margo- Cultura LBA A. fumigatus (5) . x
2020 (85) Abril2020 32 ("20) \iiopatologia  Soro A flavus (1) o (6) Nao 28 AspICU
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Deteccéo de Tecido de
GM lesbes
traqueobrénqu
icas
Helleberg et Dinamar  Margo- 5 g Devuci de LBA A fumigatus (2) Sim(2)  Nio 100 AsplCU
al, 2020 (86) ca  Abril/2020 ity Soro - 1amig P
. . i Cultura A. fumigatus (2) . Critério IPA
Nzgsz'g ‘zg% Paqg'Sta At'\)Arﬁ;ggZO 39.1 (9/23) BDG 'g?rf)‘ A. flavus (6) E‘;‘; 8 N0 44 associado a
Deteccéo de A. niger (3) influenza (Verweij)
GM
Cultura A. fumigatus (6)
Machado et Marco- BDG LBA A.lentulus (1)  Sim (5) x EORTC/MSGERC
al, 2020(88) Espanha Maio/2020 3.3 (8/239) Deteccéo de Soro A. citrinoterreus  Néao (3) Nao 100 AspICU
GM (1)
Cultura
Van Biesen et . BDG LBA nédo A.fumigatus (5) . x o
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Abreviaturas: AT — aspirado traqueal; AspICU - algoritmo clinico para classificar Aspergilose Pulmonar Invasiva em pacientes criticos; BDG —
1-3-B-D-glucano; ECMM/ISHAM - Confederacdo Europeia de Micologia Médica e Sociedade Internacional de Micologia Humana e
Animal; EORTC/MSGERC - Organizacdo Europeia para Pesquisa e Tratamento do Cancer e do Consorcio de Educacdo e Pesquisa do Grupo
de Estudos de Micoses; GM- galactomanana; LBA - lavado broncoalveolar; mini-LBA — mini lavado broncoalveolar; LNB - lavado néo

brénquico; PCR — reacédo de cadeia polimerase;

“relato de caso — sem porcentagens de incidéncia e mortalidade; " pacientes com bronquiectasia; = critérios para diagndstico vigentes sdo

comparados pelos autores;
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1.7.3 CAPA: Critérios para definicao

A Organizacdo Europeia para Pesquisa e Tratamento do Cancer e do Consorcio de
Educacdo e Pesquisa do Grupo de Estudos de Micoses (EORTC/MSGERC) de doengas
fangicas invasivas (DFls), Confederacdo Europeia de Micologia Médica e a Sociedade
Internacional de Micologia Humana e Animal (ECMM/ISHAM) e um algoritmo clinico para
classificar Aspergilose Pulmonar Invasiva em pacientes criticos (AsplCU) sdo os mais
citados no mundo e estabeleceram um conjunto de definicdes para diagnostico de
Aspergilose Pulmonar com o intuito de melhorar a qualidade e fortalecer a consisténcia de
tais estudos (79,121,122).

Verweij e colaboradores realizaram uma revisdo da Aspergilose Pulmonar Associada a
Influenza (IAPA) em pacientes de UTI para definir casos comprovados e provaveis.
Definiram como casos comprovado pacientes com bidpsia pulmonar mostrando elementos
fangicos invasivos e crescimento de Aspergillus em cultura ou PCR positivo em tecido;
como caso provavel 1: pacientes que possuem infiltrado pulmonar e pelo menos um dos
seguintes critérios: indice de GM sérica > 0,5 ou indice de GM de LBA > 1,0 ou cultura de
LBA positiva; ou caso provavel 2: paciente com infiltrado cavitante (ndo atribuido a outra
causa) e pelo menos um dos seguintes exames positivos: Cultura de escarro ou cultura de
aspirado traqueal positiva. Além disso, recomendaram que corticoides ndo devem ser
administrados em pacientes com Influenza, pois 0 uso pode ser associado a um risco maior
de IAPA (123).

Exames radiol6gicos, como TC, séo considerados uma das principais dificuldades para
diagnostico diferencial de CAPA devido a inespecificidade dos sinais radioldgicos
principalmente nos estagios tardios da doenca. Lesdes pulmonares no quadro da SRAG
podem mimetizar CAPA. Padrdes tipicos da COVID-19 como “vidro fosco” podem estar
associadas a danos pulmonares agudos como resultado do efeito toxico de medicamentos e

podem ser interpretadas como sinais de pneumonia por Pneumocystis (82).

Em suma, coleta de amostras respiratdrias como LBA e bidpsia de tecido pulmonar
séo materiais de escolha para realizagdo de cultura de tecido e a histopatologia. Todavia, em
pacientes acometidos pelo SARS-CoV-2 esses métodos ndo sédo recomendados por serem de

alto risco devido a geracao de aerossois. O uso de biomarcadores, como GM e BDG em soro
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e LBA auxiliam no diagnostico, mas também ndo comprovam a invasdo fangica (Tabela 3)
(78,79).

Donnelly e colaboradores realizaram uma revisdo e atualizacdo das defini¢bes de
consenso de doencas fungicas invasivas EORTC/MSGERC, visto que o cenario pandémico
levantou questionamentos sobre o diagnostico de doencas fungicas onde os métodos ideais

para diagndstico ndo podem ser realizados devido ao risco de aerossois (121).

As classificagcbes de doenca fungica possuem diversos critérios, as definigdes
comprovada, provavel, possivel e putativa requerem a presenca de caracteristicas clinicas,
radiologicas e micoldgicas. Ceesa e colaboradores, em uma resposta para uma revisao
publicada por Thompson e Young na revista NEJM, evidenciaram a importancia de ensaios
combinados para diagndstico de Aspergilose (125).

Na maioria dos estudos publicados, o diagndstico de Aspergilose depende somente
do teste rapido de GM, que é liberado durante a infeccdo. Autores citaram evidéncias
sugerindo que a combinacdo do uso de GM com um ensaio de reagdo em cadeia da
polimerase melhora a precisdo do diagnostico. No entanto, algumas evidéncias sugerem que
a combinacdo de GM e BDG também melhoram o desempenho diagndstico em casos de
doenca fungica invasiva. Todavia, alguns centros com populacdes de risco ndo utilizam
testes com alta frequéncia por varias razdes, incluindo o fato da sensibilidade da GM é
reduzida quando o paciente estd em uso concomitante de antifungicos (68,125) .



Tabela 3. Critérios de diagnéstico para Aspergilose
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Classificacdo ECMM/ISHAM(79) EORTC/MSG(121) AsplCU(122) AsplCU Modificado(126)
Comprovada | dano tecidual evidenciado em | dano tecidual evidenciado em | dano tecidual evidenciado | dano tecidual evidenciado
histopatologia ou cultura positiva | histopatologia ou cultura positiva | em histopatologia ou cultura | em histopatologia ou cultura
ou PCR  combinado  com positiva positiva
sequenciamento de DNA ou
combinacéo
Provéavel Clinico:  febre  refrataria  a | Clinico com um dos fatores NA Todos os fatores para
antibioticoterapia, dor torécica, | hospedeiros®; e Radioldgicos: putativo e mais um
dispneia e hemoptise; e | lesdes densas e bem circunscritas biomarcador sérico positivo
Radioldgico: infiltrado pulmonar | com/sem sinal do halo, sinal do
ou infiltrado cavitante ou ambos; e | crescente  aéreo, cavitagdes,
Micol6gico: amostras positivas® consolidacdo ou segmentar; e
Micol6gico: teste direto ou
indireto®
Possivel Clinico:  febre  refratiria a NA
antibioticoterapia, dor
toracica/atrito pleuritico, dispneia e
hemoptise; e Radioldgico:
infiltrado pulmonar ou infiltrado
cavitante ou ambos; e Micoldgico:
amostras positivas®
Putativa NA NA Clinico com um dos fatores | Clinico com um dos fatores

hospedeiros®; e Radioldgico:
radiografia ou tomografia de
torax anormal; ou
Micoldgico: amostra
positiva’ ou cultura de LBA
positiva na auséncia de
crescimento bacteriano

hospedeiros®; e Radioldgico:
radiografia ou tomografia de
térax anormal; ou
Micoldgico: amostra
positiva" ou cultura de
LBA/PCR  positiva na
auséncia crescimento
bacteriano

de
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Abreviaturas: AspICU - Aspergillus na Unidade de Terapia Intensiva; LBA - lavado broncoalveolar; ECMM/ISHAM - Confederacdo Europeia
de Micologia Médica e Sociedade Internacional de Micologia Humana e Animal; EORTC/MSGERC - Grupo de Estudos da Organizacao
Europeia para a Investigacdo e Tratamento do Cancer/Micoses Consorcio de Educacédo e Investigacdo; GM- galactomanana; ETA — aspirado

endotraqueal; PCR — reacdo de cadeia polimerase; n-LAB - lavagem nédo broncoscopica;

& neutropenia grave, transplante alogénico de células-tronco ou 6rgdo soélido, terapia com corticosteroides, doenca hematoldgica maligna,

imunodeficiéncia congénita/hereditaria/adquirida, tratamento com imunossupressores de células T/células B;

® teste direto positivo (cultura/microscopia no escarro, ETA e LBA ou/e PCR positivo no LBA ou soro), OU teste indireto positivo GM sérica
ou LBA);

¢ amostra positiva de LBA ou cultura positiva de LBA ou GM >1,0 no LBA ou GM sérica >0,5 ou amostra sérica positiva e PCR de LBA ou

PCR de amostra sérica positiva duas vezes ou a combinacdo desses;

d amostra positiva de n-LAB ou cultura positiva de n-LAB ou GM n-LAB >4,5 ou positiva duas vezes com indice de GM >1,2 ou positivo GM
>1,2 com PCR de n-LAB ou a combinacgéo desses;

¢ febre refrataria mesmo apés 3 dias de antibioticoterapia, febre recrudescente de pelo menos 48h apesar da antibioticoterapia, dor torécica,

dispneia, hemoptise, agravamento da insuficiéncia respiratoria apesar da antibioticoterapia e suporte ventilatorio;

 amostra positiva do trato respiratorio inferior em paciente com fatores de risco do hospedeiro (neutropenia grave, malignidade
hematoldgica/oncoldgica tratado com agentes citotdxicos, terapia com corticoides, imunodeficiéncia congénita/adquirida), ou cultura de LBA

semiquantitativa positiva na auséncia de crescimento bacteriano.



29

1.7.4 CAPA: Incidéncia no mundo

H& semelhancas entre IAPA e CAPA como a alta prevaléncia em estudos e auséncia
de fatores classicos do hospedeiro para infeccdo fungica invasiva. Ainda néo esta claro se o
principal fator de risco para CAPA é em si o0 proprio SARS-CoV-2 ou se fatores adicionais
como tratamento com drogas imunomoduladoras aumentam o risco de progresséo da doenca
associada (75). Um estudo de coorte prospectivo com 108 pacientes diagnosticados com
COVID-19 evidenciou uma mortalidade maior em 30 dias em pacientes com CAPA do que
sem CAPA. Pacientes com COVID-19 submetidos a VM e internacdo em UTI abrigam
fatores negativos em relagdo a sobrevida, deixando mais susceptivel a infeccdo flngica
relatada (127).

Essa infeccdo secundaria predispde os pacientes com COVID-19 a deterioracédo
clinica e mortalidade. Estudos relatam prevaléncias variadas de 8 a 30% em amostras de
pacientes em VM, o que aumenta o risco de desenvolvimento de CAPA de 8% a 34% e esta
associado a uma taxa de mortalidade de 36%. Uma meta-analise relatou que CAPA
contribuiu substancialmente para uma alta incidéncia estimada de 10.2% e mortalidade de
54.9% (83,95,128).

Uma revisdo sistematica de autopsias de pacientes com COVID-19 publicada em
agosto de 2021 relatou doenga de mofo invasivo (DMI) em 11 relatos no mundo, sendo oito
CAPA, uma mucormicose disseminada e duas ndo especificas. Os autores chegaram a
conclusdo de que Aspergilose é um achado incomum, seis (2%) casos foram comprovados.
As taxas de DMI comprovadas por autOpsia sdo consideravelmente baixas, quando
comparadas com as taxas de incidéncia em estudos sobre CAPA e sugerem que altas taxas
publicadas em estudos de coorte podem ser relacionadas com os metodos de diagnostico
aplicados (129) .

Um relato postmortem de um caso em Manaus, demonstrou a importancia de
considerar APl em pacientes com COVID-19 em paciente sem comprometimento clinico
claro relacionado a API durante a hospitalizacdo. Ndo € uma infeccdo incomum em
pacientes imunocomprometidos e é uma complicacdo bem descrita. Evidenciando que o
papel das autépsias é de suma importancia como forma de vigilancia postmortem, visto que
0 atual cenario da pandemia ndo permite que as formas ideais de diagnostico sejam

realizadas devido aos riscos ja citados (130).
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Estudos mostraram que as infecc@es fungicas secundarias foram relatadas com mais
frequéncia em pacientes acometidos pelo SARS-CoV-2. Relatérios subsequentes da Europa
indicaram que a Aspergilose Pulmonar pode ser associada com a COVID-19 nas formas
graves. Devido as questdes de biosseguranca, poucos laboratorios de patologia no mundo
foram capazes de realizar autopsias completas de pacientes acometidos pelo SARS-CoV-2 e
Manaus ofereceu uma oportunidade Unica para investigar o perfil especifico de mortes por
Aspergillus spp. em pacientes infectados com SARS-CoV-2 em um ambiente hospitalar que
foi referéncia para casos de SRAG/COVID-19 na Regido Norte. A profilaxia e manejo da
doenca em tempo habil podem diminuir a taxa de mortalidade da populacdo em estudo,
sendo importante estabelecer a sua real prevaléncia para ndo expor pacientes a tratamentos

antifungicos excessivos, que pode selecionar infec¢Bes por outros agentes bioldgicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Estimar a incidéncia de Aspergilose Pulmonar Associada a COVID-19 em pacientes
falecidos no periodo de abril a julho de 2020 e submetidos a exames postmortem, em um

Centro de Referéncia para COVID-19 em Manaus, Amazonas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local do estudo
O Hospital Pronto Socorro Delphina Rinaldi Abdel Aziz (HPSDRAA) tornou-se a

unidade de referéncia no Amazonas em 19 de abril de 2020 para tratamento do novo
coronavirus. Localizado na zona norte de Manaus, esta unidade possuia 50 leitos de terapia
intensiva instalados, com a possibilidade de ampliagdo para até 350 leitos, conforme

necessidade no periodo no qual o estudo foi realizado.

3.2 Desenho do estudo

Estudo transversal retrospectivo de participantes diagnosticados com Aspergilose
Pulmonar postmortem, atendidos no HPSDRAA, com dados das autopsias realizadas e dados
secundarios anonimizados oriundos do sistema de prontuario eletronico do HPSDRAA

(MedView — documento fonte).

3.3 Populagéo de estudo

A populacdo deste estudo foi composta por participantes de pesquisa incluidos no
ensaio clinico “Estudo de fase IIb para avaliar eficacia e seguranca do difosfato de cloroquina
no tratamento de pacientes hospitalizados com sindrome respiratoria grave no ambito do novo
coronavirus (SARS-CoV2): um ensaio clinico, duplo-cego, randomizado (CloroCOVID-19)”.
Em suma, adultos, com idade igual ou superior a 18 anos, hospitalizados no HPSDRAA e que

apresentaram sintomas de SRAG.

3.4 Critérios de elegibilidade

a) Critérios de incluséo
Participantes que tenham sido incluidos no estudo mencionado no item 3.3, confirmados
com COVID-19 e que foram submetidos ao exame postmortem.

b) Critérios de exclusao

Pacientes que ndo tenham sido confirmados com SARS-CoV-2.
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3.5 Plano amostral

Como se trata de um projeto que utilizou dados secundarios de um ensaio clinico ja
realizado, tem-se uma amostra de conveniéncia de 50 participantes, com COVID-19 positivo,
que tiveram como desfecho o dbito e que apds o consentimento concedido pelos responsaveis

legais, foram submetidos a autdpsia.
3.6 Recrutamento e processo de consentimento

Os esforcos de recrutamento incluiram a disseminacdo de informacgdes sobre o ensaio
clinico citado no item 3.3, a equipe de salde da unidade hospitalar. Os potenciais
participantes com sindrome respiratoria foram avaliados quanto a elegibilidade. A triagem
iniciou com uma breve discussdo com a equipe do estudo. As informag6es sobre o estudo
foram apresentadas a possiveis participantes (ou representante legalmente autorizado) e

perguntas foram feitas para determinar possivel elegibilidade.

O consentimento informado é um processo iniciado antes de um individuo concordar
em participar de um estudo e continuar durante toda a participacdo do individuo. A equipe de
enfermagem designada obteve o consentimento informado dos participantes da pesquisa. As
principais informacdes sobre o estudo foram organizadas e apresentadas em terminologia
leiga e linguagem que facilitasse o entendimento por alguém que pode ou ndo querer
participar. Os participantes receberam uma apresentacdo concisa e focada das principais

informagdes sobre o ensaio clinico, verbalmente e com consentimento por escrito.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e de autdpsia foram
aprovados pela CONEP (anexos 2, 3 e 4). Foi dado tempo suficiente para sua leitura, bem
como oportunidades para realizarem questionamentos referentes ao estudo. Os participantes
ou representantes legalmente autorizados assinaram o TCLE antes de iniciar quaisquer
procedimentos de estudo sendo feitos especificamente para este estudo. Depois de assinado,
uma via foi arquivada com a equipe do estudo e a outra entregue ao participante ou

representante legal.
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3.7 Coleta de dados

Para estimar a incidéncia de CAPA, foram analisados dados obtidos através das

seguintes metodologias que confirmaram a presenca da infeccéo fungica.
3.7.1 Autdpsia Pulmonar

A autOpsia é uma técnica padrdo outro para determinar a verdadeira causa de morte.
Esta foi realizada por uma médica patologista e auxiliada por técnicos treinados. A técnica
consiste em disseccdo completa dos corpos, avaliagdo macroscépica de cada 6rgdo, com
documentacdo fotogréfica e coleta de amostras para andlise histoldgica de todas as lesGes
macroscopicas identificadas. A autopsia de fragmentos pulmonares consistiu na retirada de
dois fragmentos de cada lobo pulmonar onde possuiam alteracbes macroscopicamente
evidencidveis. Em casos em que ndo tinham alteracdes, foram retirados os dois fragmentos

aleatorios.

As autopsias foram realizadas dentro de um prazo de até 12 horas ap6s a mortes e
antes do procedimento, o corpo foi embalsamado com formaldeido a 10%. ApOs esses
procedimentos, as incisdes foram fechadas com suturas, o corpo foi lavado, vestido e entregue

para a familia.

Os procedimentos citados seguiram protocolos ja estabelecidos e adaptados conforme

medidas de seguranca para Covid-19 (88,89).
3.7.2 Analise histopatoldgica

As amostras foram fixadas em formalina tamponada neutra a 10%, embebidas em
blocos de parafina e congeladas por um periodo de uma hora. Apés isso, 0s respectivos blocos
foram submetidos a cortes em micr6tomo na espessura de 5um e coradas com hematoxilina e
eosina. Posteriormente, foram observadas em microscopia Optica de campo claro. Para
confirmacéo de agentes fungicos foi realizada uma coloragdo com Grocott-Gomori (GMS),
onde foi possivel evidenciar as estruturas fungicas de Aspergillus. Todos os casos foram
examinados por dois patologistas diferentes, em caso de discrepancia, uma reunidao de

julgamento foi realizada e um consenso foi alcangado (132)
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3.7.3 PCR e Sequenciamento da amostra de tecido pulmonar

Para esta metodologia, foi realizada a desparafinizagéo do bloco contendo fragmentos
do tecido pulmonar. A extragdo de DNA realizada por kit DNeasy Blood & Tissue -
QIAGEN, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante (133). As reacdes de
amplificacdo foram realizadas nas condigdes expostas na tabela 4. O achado histopatologico
de Aspergillus spp. foi confirmado por sequenciamento de nucleotideos. O espagador interno
transcrito 1 (ITS1) e regides ITS2 e o DNA ribossomal 5.8S (rDNA) foram amplificados por
reacdo em cadeia da polimerase usando os iniciadores universais ITS1 e ITS4, conforme

descrito em por Mufioz-Cavidade C e colaboradores (90).

O sequenciamento foi realizado usando o sequenciamento de ciclo BigDye®
Terminator v3.1 (aplicado Biosystems) e os primers acima individualmente. Somente as
melhores sequéncias foram usadas para realizar a montagem dos contigs e realizar analises
comparativas com o banco de dados GenBank usando a Ferramenta Béasica de Pesquisa de

Alinhamento Local.

Tabela 4. Etapas da PCR

Etapas Temperatura - Tempo
Desnaturacéo das fitas de DNA 94°C — 5min
Ligacdo dos primers a fita de 30-65°C — 30 seg
DNA
Sintetizacdo de novas fitas de 65-75°C —2-5 min
DNA
Desnaturacdo  para  separar 94°C — 30 seg.

novamente as fitas

3.7.4 Deteccéo de galactomanana

A deteccdo de GM é um teste que pode ser utilizado no auxilio diagndstico de
Aspergilose Invasiva quando usado em conjunto com outros meétodos como cultura

microbioldgica, exame histoldgico e de imagem.

Para deteccdo do antigeno flangico foi realizado o ensaio imunoenzimatico Platelia ™

Aspergillus Ag. E um ensaio de microplaca sanduiche imunoenzimatico de um estagio que
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detecta GM em soro e fluido LBA. Foram utilizados 300uL de soro com virus inativado e
posteriormente adicionados aos pogos revestidos com anticorpo monoclonal — GM. O
complexo anticorpo monoclonal / peroxidase é formado na presenca do antigeno GM (135).

A presenca ou auséncia de antigeno de GM na amostra de teste é determinada pelo
calculo de um indice para cada amostra de paciente. O ensaio imunoenzimatico para deteccao
do antigeno GM em amostras séricas e lavado broncoalveolar (LBA), quando usado em
conjunto com outros métodos diagndsticos j& mencionados anteriormente, também auxiliam

no diagndstico de Aspergilose Invasiva.

3.8 Coleta e armazenamento de dados

Foram padronizados formularios de coletas de dados, fornecidos como documentos
fonte e mantidos para registro de dados para cada participante dos estudos. Os dados clinicos
e laboratoriais foram obtidos por meio do sistema de prontuério eletrénico MedView, e através
das fichas de coleta de dados utilizadas pela equipe de enfermagem e fisioterapia, sendo
armazenados no sistema de Captura Eletronica de Dados de Pesquisa (REDCap), que é um
sistema de entrada de dados da Internet (IDES), inclui criptografia, protecdo por senha e
controle interno de qualidade, como verificacBes automaéticas de intervalo, para identificar
dados que parecem inconsistentes, incompletos ou imprecisos, usando o servidor da FMT-
HVD.

3.9 Analise estatistica

Este é um estudo descritivo, cuja incidéncia de CAPA foi calculada, sendo
considerada a razdo entre o nimero de pacientes com Aspergilose e o total de pacientes

autopsiados.
3.10  Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pela CONEP (CAAE: 30152620.1.0000.0005) (anexo 1). O
termo de consentimento para autopsia foi aplicado aos responsaveis legais. Todas as medidas
foram realizadas para assegurar a manutencdo da confidencialidade das informagdes dos

participantes e os principios das Boas Préticas Clinicas.
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Abstract

Between April and July 2020, and therefore, prior to the broad recommendation of
corticosteroids for severe COVID-19, a total of 50 full autopsies were performed in Manaus.
We confirmed two invasive aspergillosis cases through histopathology and gene sequencing
(4%) in our autopsy series. The confirmed invasive aspergillosis incidence seems much lower
than expected on the 'probable and possible' definitions, and an individualized approach
should be considered for each country scenario. Interestingly, the prolonged length of stay in
the ICU was not observed in any of the cases. Timely diagnosis and treatment of fungal

infection can reduce mortality rates.

Secondary infections reported in SARS-CoV-2-infected patients, such as Invasive
Mould Disease (IMD), have been well documented in influenza patients, in whom they lead
to clinical deterioration and mortality and require intensive care (1). But there is uncertainty in

the literature about whether COVID-19 predisposes to such invasive fungal diseases (2).

The attempt to estimate the frequency of IMD using the gold standard method, i.e.,
post-mortem exam, showed an IMD worldwide average of 2%, with predominance of
COVID-19-Associated Pulmonary Aspergillosis (CAPA), in a systematic review of autopsies
performed in COVID-19 deceased patients (3). However, confidence intervals were obviously

wide due to the limited number of autopsies performed and varying regional incidence.

This review only included two collated studies from Latin America, with 16 minimally
invasive autopsies (MIA) from Southern Brazil, in which no IMD was reported (4-5). In
Manaus, one of the first Brazilian capitals to suffer the health system collapse triggered by the
first wave of COVID-19, in April 2020, a series of complete diagnostic autopsies were
performed in a referral unit. Informed consent was signed by legal representatives. The
identification of species through molecular methodologies was carried out according to the

same methodology described elsewhere (6).
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Between April and July 2020, and therefore, prior to the broad recommendation of
corticosteroids for severe COVID-19, a total of 50 full autopsies were performed
(unpublished data). All autopsies presented a clinical picture of severe respiratory distress. In
addition, SARS-CoV-2 infection was confirmed in 39 (78%) by reverse transcriptase
quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-gPCR), and in 11 (22%) by positive
IgM. Out of the 50 autopsies, one COVID-19 patient with identification of Aspergillus
penicillioides had been reported elsewhere (6) (Case 1). Here we also report the second case,
in which Aspergillus sp. was identified (Case 2). We have therefore confirmed two invasive
CAPA cases through histopathology and gene sequencing (2/50; 4%) in our autopsy series.
Clinical characteristics are presented in the Table. In the Figure, histopathology of both
patients’ lungs is shown. Both patients also tested positive for galactomannan (GM) antigen in
the serum. No fungal extrapulmonary lesions were seen. Systematic sampling of macroscopic
pulmonary lesions during cleavage was performed. No mucormycosis was diagnosed in this
series, although such complication was reported in a COVID-19 patient from Manaus (7).
None of the patients used corticosteroids, tocilizumab, or any other immunomodulator, nor

antifungal drugs.

In the overall series of 50 autopsied patients, no Histoplasma capsulatum was seen,
and one patient evolved with candidemia. Out of the 50, 43 were hospitalized in ICU, varying
from 1 to 30 days (average 9.8 days). Surprisingly, both patients with CAPA stayed in ICU
only 3 and 7 days.

The difficulty in diagnosing associated pulmonary diseases in COVID-19 patients due
to biosafety reasons complicates management of critically ill patients. This was particularly
the case in the first half of 2020, when not much was known about the new SARS-CoV-2
infection, and health systems were collapsed. Bronchoscopy and serological biomarkers-based
diagnosis (such as GM), proposed by the European Confederation for Medical Mycology and
the International Society for Human and Animal Mycology (ECMM/ISHAM) 2020 consensus
(9), even under the best biosafety practices, are burdensome and not feasible in most low-
income countries, impacting on possible diagnosis and leading to the underestimation of
CAPA incidence.

On the other hand, even before these guidelines were published, the use of a Clinical
Algorithm to Diagnose Invasive Pulmonary Aspergillosis in Critically ill Patients (AspICU),

the putative diagnosis and extrapolated definitions for influenza-related invasive aspergillosis
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(10) could result in overestimating CAPA incidence due to difficulty in distinguishing
colonization from infection. Studies have reported worldwide incidences ranging from 8 to
34% in samples from patients under mechanical ventilation (10). A meta-analysis reported
that CAPA presented with fatality rate of 54.9% in ICU (10).

Brazil, with a vast continental territory, has diverse epidemiological scenarios. The
finding of 4% CAPA incidence in our autopsy series may reflect a better sensitivity of full
autopsy analysis, because scattered Aspergillus-related lesions may challenge diagnosis when
MIA is performed. Alternatively, there may be a local higher CAPA incidence in the Amazon

compared to Southern Brazilian states.

Our finding (4% CAPA incidence) seems to be in the same confidence interval of the
meta-analysis published elsewhere (2%) (3). However, this relatively low incidence should
not discourage Aspergillus clinical/radiological suspicion in critically ill COVID-19 patients,
because coinfection may lead to increased fatality rates. We do not believe that CAPA was a
key contributor to the high fatality rates seen in Manaus, which were probably a mere reflex
of the lack of preparedness. CAPA incidence confirmed by autopsies seems much lower than
expected on the ‘probable and possible’ definitions, and an individualized approach should be
considered for each country scenario. Timely diagnosis and treatment of fungal infection can
reduce mortality rates, especially in older patients with underlying diseases. Universal

presumptive treatment is still a matter of debate.
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Figure: Histopathology of the lungs of the two CAPA cases. A) Numerous hyphae and fungal

spores. B) Aspergillus head, allowing the visualization of phialides and conidia, with

numerous fungal spores. C) Numerous hyphae and fungal spores. Microscopic cavitation

surrounded by numerous hyphaes and fungal spores. D) Presence of fungal hyphae

compatible with Aspergillus sp.

TABLE 1
Tabela 5
TasLE 1
Clinical aspects of COVID-19-associated pulmonary aspergillosis in a series of autopsies
Sequencini GM serum Attributed
Case Age, Hospitalization, Imaging exam identified (qP%R) stored cause Radiological
no.  y/gender Comorbidities d ICU,d MV, d findings lung tissue blood  Anticoagulant of death characteristics
1 71/male Systemic arterial 3 3 3 Infiltrate and Aspergillus 4.29 Yes Respiratory Ground-glass
hypertension, nodular penicillioides failure nodules and
diabetes mellitus, consolidation in subpleural
current smoker, the right lower consolidation
alcoholism, lobe (chest
chronic kidney X-rays)
disease
2 35/male Obesity, alcoholism 7 7 7 Bilateral ground-  Aspergillus 3.62 Yes Multiple-organ Bilateral infiltrate
glass infiltrate, spp. dysfunction with extensive
bilateral consoli- syndrome parenchymal
dation, pleural opacities
effusion (CT
scan)

CT = computed tomography; GM = galactomannan; ICU = intensive care unit; MV = mechanical ventilation; gPCR = quantitative polymerase chain reaction.
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5. LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

Este estudo possui limitagdes, entre elas:

- Numero de pacientes relativamente baixo. Contudo, € importante destacar que
durante a primeira onda de COVID-19 no Amazonas, periodo correspondente as coletas deste

estudo, autopsias ndo eram recomendadas;

- Né&o realizagcdo de culturas de lavados broncoalveolares ou do tecido pulmonar.
Lavados broncoalveolares e pulmonares ndo eram recomendados. Cultivo de tecido pulmonar

ndo foi realizado, visto auséncia de suspeita de outras infeccGes virais e bacterianas;

- Auséncia de testes sorologicos para determinacdo da infeccdo flngica durante as
hospitalizacbes podem ter ajudado na subnotificacdo dos casos de Aspergilose, em especial,

em casos resolutivos da infecgéo.
- Auséncia de relato de suspeitas de infeccdo fungica por Aspergillus.
Sdo perspectivas futuras deste estudo:

- Avaliar amostras de pacientes autopsiados durante as demais ondas pandémicas que
ocorreram apds o periodo da coleta deste estudo em Manaus, para avaliagdo da incidéncia e

desfechos;

- Avaliar, através de outras metodologias ndo tdo invasivas em pacientes

hospitalizados, incidéncia e desfechos da coinfecgéo;

- Determinar a diversidade de fungos causadores de Aspergilose em pacientes com
COVID-19 e sua filogenética.
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6. CONCLUSAO

A incidéncia de CAPA (4%) neste estudo é baixa e semelhante a de outros estudos
publicados mundialmente. Contudo, essa incidéncia relativamente baixa ndo deve
desencorajar a suspeita clinica/radioldgica de Aspergillus em pacientes criticamente enfermos
com COVID-19, ja que a coinfeccédo pode levar ao aumento da mortalidade, embora acredite-
se que CAPA ndo tenha sido um dos principais contribuintes para as altas taxas de
mortalidade em Manaus. Além disso, é importante considerar que a incidéncia de CAPA
confirmada por autdpsias parece muito menor do que as disponiveis a partir das defini¢bes de
‘provavel e possivel’, e uma abordagem individualizada deve ser considerada para cada
cenario de pais. O diagndstico e o tratamento oportunos da infeccdo fungica sdo
extremamente importantes para redugdo da morbimortalidade, especialmente em idosos com
doencas subjacentes, contudo, o tratamento presuntivo universal ainda é uma questdo de
debate.
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vide Concluséo de Pendéncia

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
vide Conclusdo de Pendéncia

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
vide Conclusdo de Pendéncia
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vide Conclusédo de Pendéncia
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR

VIEIRA DOURADO"

Continuacéo do Parecer: 3.927.624

Qe

Saude n 466, de 12 de dezembro de dezembro de 2012, a CONEP estabelece que seja encaminhado os

protocolos de pesquisa sobre a referida virose deverdo ser encaminhados para serem apreciados pela

CONEP.

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu inicio autorizado apos a
aprovacao pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 20/03/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1529481 .pdf 19:25:19
Orgamento Orcamento_CloroCOVID19.xlIsx 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito

19:23:15 | Guimaraes de
Lacerda
Orgamento Orcamento_CloroCOVID19.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
19:23:00 [Guimaraes de
Lacerda
Projeto Detalhado / |Protocolo_detalhado_CloroCOVID_19.d | 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
Brochura ocx 19:22:14 | Guimarédes de
Investigador Lacerda
Projeto Detalhado / |Protocolo_detalhado_CloroCOVID_19.p | 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
Brochura df 19:22:03 [ Guimaraes de
Investigador Lacerda
Qutros justificativa_necessidade_200320.docx 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
19:13:39 [ Guimaraes de
Lacerda
Outros justificativa_necessidade_200320.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
19:13:16 | Guimaraes de
Lacerda
Qutros instraestrutura_ HPSDRAA.doc 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
19:12:30 [ Guimaraes de
Lacerda
Qutros instraestrutura_ HPSDRAA.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
19:11:57 | Guimarédes de
Lacerda
Qutros esclarecimento_tcle_200320.pdf 20/03/2020 | Marcus Vinicius Aceito
19:11:15 [ Guimaraes de
Lacerda
Qutros esclarecimento_tcle_200320.docx 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
19:10:41 [ Guimaraes de
Lacerda
QOutros esclarecimento_eventual_encemramento | 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
_200320.pdf 19:09:52 | Guimarées de
Lacerda
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Qutros esclarecimento_eventual_encemramento | 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
_200320.docx 19:09:16 | Guimardes de
Lacerda
QOutros declaracao_recursos_financeiros_20032| 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
0.pdf 19:08:45 |Guimarédes de
Lacerda
Qutros declaracao_recursos_financeiros_20032| 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
0.docx 19:07:25 |[Guimaraes de
Lacerda
Qutros armazenamento_analise_amostra_biolo [ 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
gica_200320.pdf 19:06:19 | Guimarédes de
Lacerda
QOutros armazenamento_analise_amostra_biolo | 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
gica_200320.docx 19:03:37 | Guimarées de
Lacerda
QOutros resolucoes_eticas_placebo_200320.pdf | 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
19:00:18 [ Guimaraes de
Lacerda
Outros resolucoes_eticas_placebo_200320.doc| 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
X 18:59:11 [ Guimaraes de
Lacerda
Qutros colaboradores_200320.docx 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
18:54:49 [ Guimaraes de
Lacerda
Qutros colaboradores_200320.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
18:53:14 |Guimardes de
Lacerda
Brochura Pesquisa |bula_cloroquina_200320.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
18:52:30 [ Guimaraes de
Lacerda
TCLE / Termos de | TCLE_necropsia.doc 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
Assentimento / 18:49:47 |Guimaraes de
Justificativa de Lacerda
|Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE.doc 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
Assentimento / 18:49:17 |Guimaraes de
Justificativa de Lacerda
| Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_RESPONSAVEL_LEGAL.doc 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
Assentimento / 18:49:08 [Guimaraes de
Justificativa de Lacerda
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_necropsia.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
Assentimento / 18:48:57 |Guimaraes de
Justificativa de Lacerda
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
Assentimento / 18:48:25 [ Guimaraes de
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Justificativa de TCLE pdf 20/03/2020 |Lacerda Aceito
Auséncia 18:48:25
TCLE / Termos de |TCLE_RESPONSAVEL_LEGAL.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
Assentimento / 18:48:15 |Guimardes de
Justificativa de Lacerda
Auséncia
Folha de Rosto folhaderosto_clocovid19_200320.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
18:41:08 [Guimaraes de
Lacerda
Qutros Termo_Farmanguinhos.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
13:47:29 |Guimaraes de
Lacerda
Qutros Termo_UEA.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
13:46:15 | Guimaraes de
Lacerda
Outros Termo_FVS.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
13:44:36 | Guimaraes de
Lacerda
Outros Termo_ILMD_Fiocruz.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
13:43:39 | Guimaraes de
Lacerda
Qutros Termos_Delphina.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
13:42:54 | Guimaraes de
Lacerda
Qutros Termo_DENPE_FMT.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
13:42:26 | Guimardes de
Lacerda
Qutros Termo_SUSAM.pdf 20/03/2020 |Marcus Vinicius Aceito
13:41:50 [Guimaraes de
Lacerda

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Sim
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Assinado por:
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(Coordenador(a))
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ANEXO 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

@ CloroCoVid-19

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo: “Estudo de fase |lb para avaliar eficacia e seguranga do difosfato de cloroquina no
tratamento de pacientes hospitalizados com sindrome respiratéria grave no ambito do novo
coronavirus (SARS-CoV2): um ensaio clinico, duplo-cego, randomizado.”

Patrocinador: Secretaria de Estado de Saide do Amazonas - SUSAM

Centro de Pesquisa: Fundacao de Medicina Tropical Doutor Vieira Dourado — FMT-HVD
Pesquisador Principal: Dr. Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda

Co-Investigador Principal: Dra. Mayla Gabriela Silva Borba

Telefone de contato: (92) 99114-7633

l.__Dados sobre a Pesquisa:

1) Introdugao

Viemos por meio deste informa-lo sobre um estudo de pesquisa que vocé estd sendo
convidado a participar.

O estudo e este termo foram aprovados pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa-CONEP.

Neste termo sdo fornecidas as informagdes corretas e suficientes para que vocé
possa avaliar e julgar se tem interesse ou ndo em participar deste estudo. Para tanto, leia
este documento cuidadosamente e esclareceremos quaisquer duvidas que possam surgir
apos a explicacdo. Além disso, vocé pode consultar as pessoas que julgar convenientes.

Vocé devera assinar esse termo em duas vias, uma ficara com vocé e outra conosco.
Todas as paginas devem ser rubricadas.

2) Participagao Voluntaria
A sua participacdo é voluntaria e se ndo concordarem participar ou alterar a sua
decisdo e retirar o consentimento a qualquer momento do estudo, o seu tratamento nao
sera prejudicado. Sera possivel fazer todas as perguntas que quiser em qualquer momento
do estudo. Vocé tem todo o tempo que quiser para decidir e discutir a situagdo com
pessoas de sua confianga.

3) Descrigao Geral do Estudo
Vocé esta sendo convidado para participar desta pesquisa porque esta com sindrome
respiratéria grave que pode ser causada pelo novo coronavirus (SARS-CoV2).

i . Rubrica do Pesquisador ou da
Rubrica do Participante de Pesquisa Rubrica da Testemunha Imparcial

(se aplicavel) Pessoa Delegada
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A infecgdo pelo coronavirus ainda ndo tem vacina e ndo tem tratamento especifico
para matar esse virus. Alguns medicamentos estdo sendo usados, porém sem confirmagao
da sua utilidade para o tratamento. Alguns estudos demonstraram que a cloroquina
conseguiu parar a multiplicagdo do virus nos pacientes que tomaram essa medicagéo.
Apesar dos bons resultados, ndo existem estudos conclusivos que comprovam o uso
desse medicamento para o tratamento do COVID-19. A cloroquina € um remédio usado
para o tratamento da maléria desde a década de 1930. E um medicamento seguro para
uso em gravidas, inclusive € o medicamento de escolha para o tratamento da malaria nas
gestantes. As complicagbes da cloroquina estdo relacionadas ao uso prolongado da
medicagdo, o que nao ocorrera neste estudo, pois o tratamento sera realizado no periodo
de 5 dias.

Este estudo vai acontecer no Hospital Pronto Socorro Delphina Rinaldi Abdel Aziz,
Manaus, Amazonas e em outros centros de pesquisa no Brasil. Vamos ter um total de 440
participantes incluidos.

O estudo possui dois grupos: um grupo utiliza a cloroquina com dose baixa e
conforme recomendagéo do Ministério da Saude e outro grupo utiliza placebo.

Se aceitar entrar no estudo, vocé sera sorteado para receber a cloroquina ou
placebo. O placebo € um comprimido que se parece com cloroquina, mas nao tem o efeito
da cloroquina. Placebos sdo usados em estudos clinicos para saber se os efeitos
observados sdo realmente causados pelo medicamento do estudo ou por outras razdes.
Nem vocé nem a equipe do estudo saberdo o que vocé esta recebendo. Vocé ndo vai
descobrir o que esta tomando até que todo o estudo tenha terminado e os resultados
sejam conhecidos. Vocé e seu médico podem receber a informagao sobre o que vocé esta
tomando a qualquer momento, se necessario para a sua saude. Vocé vai tomar o
medicamento do estudo (cloroquina ou placebo) na dose de 3 comprimidos duas vezes ao
dia, no primeiro dia, e depois 3 comprimidos por dia, nos proximos 4 dias, totalizando 5
dias de tratamento por via oral ou por sonda nasoenteral (um tubo colocado pelo nariz até
chegar no intestino, servira também para te alimentar).

O objetivo principal deste estudo € avaliar se o uso da cloroquina ajuda na
diminuigdo da quantidade de mortes causados pelo novo coronavirus (COVID-19).

Além disso, esse estudo também vai avaliar:

e Se a cloroquina melhora o quadro do paciente com coronavirus (COVID-19)
(tempo no hospital, tempo na Unidade de Tratamento Intensivo (UTI), necessidade de
uso de aparelhos que te ajudem a respirar, incluindo o aparelho que tem um tubo junto);

e Se o novo coronavirus (COVID-19) ainda pode ser encontrado no seu organismo
(sangue e secregdo da boca/nariz) ao longo do acompanhamento do estudo;

e Saber a quantidade do novo coronavirus (COVID-19) no seu organismo (sangue
e secregao da boca/nariz) ao longo do acompanhamento do estudo;

A < Rubrica do Pesquisador ou da
Rubrica do Participante de Pesquisa Rubrica da Testemunha Imparcial
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e Avaliar os desconfortos causados pelo novo coronavirus (COVID-19) ou pelo
tratamento, incluindo sintomas e alteragdes no seu exame de sangue.

Durante a fase de triagem, depois de tirar todas suas duvidas e assinar esse termo,
vocé vai fazer uma entrevista onde vamos perguntar informagées sobre a sua vida, o lugar
onde vocé mora e o histérico de saude, bem como os medicamentos que vocé toma no
dia-a-dia. Depois vai passar por uma avaliagdo médica e fazer alguns exames para a gente
saber sobre a sua saude.

Exame fisico e avaliacdo clinica: Vocé passara por um exame fisico no acolhimento no
hospital. Examinaremos seus sinais vitais, incluindo, a frequéncia da sua respiragao e
coragdo, pressao arterial e pulso. Faremos medi¢des da altura e peso, perguntas sobre
sua saude e uso de medicamentos. Vocé sera examinado pela equipe todos os dias
enquanto ficar internado. Também vai ser anotado qualquer evento (alteragdo nova na sua
saude) que vocé apresentar nesse periodo.

No 28° dia apds o dia da assinatura deste termo de consentimento, caso vocé nao esteja
internado, vamos entrar em contato por telefone para saber da sua saude e se vocé esta
sentindo algum desconforto.

Apos a alta hospitalar, vocé, caso ache necessario por duvida, desconforto ou outro motivo
podera entrar em contato telefénico com a equipe.

ECG: Um eletrocardiograma (ECG) sera feito na admissdo de entrada no hospital. Um
ECG é um tragado elétrico do coragdo, que pode mostrar o quanto o coragdo esta se
esforgando para bater. Vocé ficara deitado com as pernas dobradas durante 05 minutos e
em seguida fara o eletrocardiograma. O ECG sera feito todos os dias enquanto vocé ficar
hospitalizado.

Coleta de sangue: O sangue sera coletado para realizagdo de diferentes exames. Vamos
coletar 20 ml de sangue do seu brago (um pouco mais que uma colher de sopa). Esses
exames incluem testes para saber se tem o novo coronavirus (COVID-19) e para saber
sobre a sua saude. Também vamos guardar um pouco do seu sangue para fazer exames
depois e saber mais desta doenga. Os seus exames de sangue serao feitos todos os dias
até vocé receber alta para casa.

Swab orofaringeo/nasal (espécie de cotonete): esse exame serve para saber se vocé tem
o virus; € um exame simples em que passa essa espécie de cotonete na sua boca e nariz
e colhe um pouco da secrecdo Vai ser feito até a sua alta para saber se o virus ja foi
eliminado.

A . Rubrica do Pesquisador ou da
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Teste de gravidez: se vocé for mulher, vai coletar um pote de urina (aproximadamente
duas colheres de sopa) para um teste de gravidez. Esse exame sera feito no primeiro dia
do seu atendimento médico.

Exames de imagem: o médico vai avaliar vocé e se for preciso vocé vai fazer exames de
imagem, como radiografia (raio-x), tomografia ou ressonéncia magnética.

Internacao: Vocé vai ficar internado por causa do quadro da sua doenga respiratéria, para
ter todo suporte médico necessario até sua melhora. Caso vocé necessite, de acordo com
a avaliagdo médica, de alguma ajuda para respirar, vocé vai ser internado na unidade de
terapia intensiva (UTI), uma parte do hospital em que sdo internados os pacientes mais
graves e que precisam de aparelho para acompanhar a sua saude ou para ajudar vocé
respirar, nesse momento vocé poderd ser sedado (medicamento para dormir). Esses
procedimentos sdo necessarios em alguns casos e serao realizados pela equipe de saude
treinada e que ja trabalham na UTI e cuidam dos pacientes graves.

Durante esse periodo, vocé vai ser perguntando sobre o que vocé esta sentindo e
tera uma equipe clinica a sua disposigédo para o caso de vocé sentir algum desconforto ou
outro motivo que vocé quiser.

Caso tenha que ficar dormindo durante uma parte do estudo, todos os procedimentos
que estdo explicados aqui vao continuar sendo feito e, apesar de ndo conseguirmos te
perguntar sobre seu estado de saude, continuaremos te acompanhando pelos exames e
tomando as medidas necessarias para que vocé fique bem.

4) Beneficios e Riscos Derivados de sua Participagao no Estudo

Beneficios: Estudos recentes demonstraram que a cloroquina tem um beneficio no
tratamento de pessoas com infecgdo pelo novo coronavirus (COVID-19), porém ainda é
cedo para afirmar se essa medicagéo ajuda a melhorar os pacientes graves. Se participar
deste estudo, talvez haja um beneficio direto para vocé, mas ndo se pode dar qualquer
garantia. Vocé pode se beneficiar com o uso do medicamento, mas também é possivel que
nao receba nenhum beneficio por estar neste estudo, porque o medicamento pode néo
funcionar ou porque vocé pode estar no grupo placebo. Caso o beneficio da cloroquina
tenha sido comprovado e venha precisar de tratamento, vamos oferecé-lo a vocé. As
informagbes obtidas com este estudo podem ajudar outras pessoas com sindrome
respiratéria e que apresentem um caso grave da doenga.

Riscos: Alguns incomodos e desconfortos podem ocorrer enquanto vocé estiver
participando do estudo. Estes desconfortos podem ser:
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Risco de origem psicoldgica, intelectual e emocional: existe a possibilidade de
vergonha, desconforto, medo, estresse, quebra de sigilo e anonimato (divulgar os seus
dados pessoais). Para minimizar esses riscos, os participantes serdo anonimizados (ndo
constara o seu nome e sim um coédigo para cada paciente) e a equipe é treinada para o
acolhimento e a realizagao de entrevistas de forma segura.

Ventilacdo Mecéanica: A ventilagdo mecanica (VM) ou suporte ventilatério pode ser
usado com uma mascara de oxigénio ligada a uma maquina que vai ajudar na respiragao
(chamada de ventilagdo mecénica ndo invasiva) ou pode ser colocado um tubo na
traqueia (parte do corpo de passa o ar para os pulmdes) e ligar o tubo na maquina para
melhorar a respiragdo (chamada de ventilagdo mecéanica invasiva). A VM serve para o
tratamento de pacientes com insuficiéncia respiratéria aguda ou crénica agudizada
(dificuldade para respirar). A escolha de fazer ndo invasiva ou invasiva depende da
avaliagdo do médico que atendera o paciente. Os riscos da VM é uma possivel infecgao
por bactérias; para diminuir esse risco, vocé sera examinado diariamente, caso apresente
algum sinal de infecgdo sera tratado imediatamente.

Internacdo: vocé pode se sentir inquieto por causa da internagdo, mas faremos o
possivel para minimizar algum desconforto ao longo desse periodo. Nossa equipe ficara a
sua disposicdo. E importante que vocé pense que é para sua seguranga e melhor
tratamento.

Intubacdo Orotraqueal (aparelho com tubo acoplado): é um procedimento pelo qual o
médico introduz um tubo na traqueia (parte do corpo que passa o ar para chegar no
pulméo) do paciente, através da boca, para manté-lo respirando quando alguma condigéo
impede sua respiragdo espontanea. Para fazer esse procedimento vocé sera sedado
(aplicado um remédio para vocé dormir e ndo sentir dor) e assim diminuir o desconforto.
Existem riscos nesse procedimento e ao longo do tempo que vocé estiver usando esse
aparelho, como: o processo de sedagéo (incOmodo da picada e alteragdes do batimento do
seu coragdo), falta de oxigénio e aumento de gases toxicos no seu sangue, vomito,
aspiragéo do suco gastrico (quando vocé tem uma espécie de ansia de vomito e, ao
retornar, o suco gastrico vai para os pulmdes) e feridas na boca e corda vocal. Toda a
equipe é treinada e capacitada para realizagdo desse procedimento e minimizaremos ao
maximo os riscos.

Coleta de sangue: A picada para a coleta de sangue pode causar dor no local da
pungéo, vermelhiddo na pele no local da picada, sangramento ou, raramente, infecgéo na
area. Algumas pessoas podem sentir tonturas durante a pungéo. Se qualquer uma dessas
situagdes ocorrer, aa equipe esta capacitada para |lhe atender. E importante te dizer que a
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equipe é treinada e orientada da melhor forma possivel para evitar que esses
inconvenientes ocorram. Nossos materiais também séo esterilizados e de uso individual.

Coleta de secrecdo da boca e nariz: vocé pode sentir um leve desconforto ao
colocarmos o swab (uma espécie de cotonete) na sua boca e nariz para coletar secregéo,
mas sera breve e a equipe € treinada para evitar ao maximo que isso acontega. Os
materiais sdo esterilizados e descartaveis.

Radiografia: os principais riscos associados com radiografia sdo a pequena
possibilidade de desenvolver, em alguma época posterior da vida, catarata ou céancer
induzido por radiagao. Esses riscos sdo minimizados utilizando-se a protegdo de chumbo
adequada na hora da realizagdo do exame e essa possibilidade é quase nula no caso do
estudo, pois vocé sera exposto poucas vezes a esse exame.

Tomografia Computadorizada: vocé pode sentir uma leve claustrofobia (medo de ficar
em ambiente apertado), mas sua cabega e seu rosto ficam para o lado de fora. Ficando
exposto a radiagéo por um breve periodo de tempo. Seus principais riscos sdo a pequena
possibilidade de desenvolver, em alguma época posterior da vida, catarata ou céancer
induzido por radiagdo. Esta radiagdo deve ser mantida no nivel mais baixo possivel e
dentro desses limites n&o ha risco.

Ressonancia Magnética: vocé pode sentir uma leve claustrofobia (medo de ficar em
ambiente apertado), mas sua cabega e seu rosto ficam para o lado de fora. O barulho pode
incomodar um pouco, mas para minimizar este desconforto ofereceremos tampdes de
ouvido. Esse procedimento ndo usa radiagdo. Se vocé tiver marcapasso ou fixadores
ortopédicos deve avisar, pois ndo podera realizar este procedimento.

Eletrocardiograma: € um procedimento totalmente seguro. Nao ha riscos de choque.
Pode haver um pequeno desconforto quando s@o removidas as bandagens e ha um
pequeno risco de irritacdo na pele pelo contato com os eletrodos. Para evitar que isso
ocorra sempre limparemos bem a area local e, se necessario, rasparemos os pelos da
regidao. Na hora de retirar os eletrodos, faremos com muita cautela e com alcool, que
facilita a retirada.

Tratamento com cloroquina: se vocé estiver no grupo da cloroquina, o medicamento
quando tomado pela boca, pode fazer vocé sentir um gosto amargo. Além disso, vocé
pode ter desconfortos como: dor de cabecga, dor no estdbmago, enjoo, coceira, alteragdes
no seu coragao, na sua visdo, no seu humor e no seu exame de sangue (nas enzimas do
figado). Esses desconfortos ndo sdo comuns, mas para minimiza-los vocé fara
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eletrocardiograma periodicamente, exames fisicos e de sangue para acompanhamento.
Caso tenha necessidade, também podemos te medicar para os sintomas. Vocé também
pode procurar a equipe do estudo a qualquer momento.

Riscos do jejum: Algumas pessoas ficam incomodadas por ficar sem comer muito
tempo (jejum). Isso pode fazer vocé se sentir ansioso, irritdvel ou com fome. Vamos evitar
que vocé fique sem comer por muito tempo, s6 quando for necessario.

Riscos desconhecidos: Outros efeitos colaterais ainda ndo conhecidos neste
momento podem acontecer durante o estudo. Durante o estudo, vocé sera informado sobre
quaisquer novas informagdes que possam afetar sua decisdo de permanecer no estudo.

5) Acompanhamento e assisténcia

Se vocé sofrer algum dano ou intercorréncia, devera falar para alguém da equipe da
pesquisa imediatamente ou em caso de emergéncia, podera contatar diretamente Dr.
Marcus Vinicius Guimardes de Lacerda, médico e pesquisador do estudo, através do
telefone (92) 99114-7622.

Noés |he daremos toda assisténcia integral e gratuita e que for necessaria para
garantir seu bem-estar. Os médicos e enfermeiros da pesquisa irdo garantir que vocé
receba assisténcia imediata caso tenha quaisquer tipos de danos, diretos ou indiretos,
imediatos ou tardios, sofridos no decorrer de sua participagéo na pesquisa, previsto ou néo
neste documento.

6) Confidencialidade

Ao dar o seu consentimento para participar deste estudo, os dados de seu prontuario
médico, bem como os provenientes de sua participagdo no estudo, serdo coletados,
transferidos, utilizados e processados pelo médico do estudo e por sua equipe, assim
como pelo patrocinador e pelas empresas que colaboram com ele. Este termo de
consentimento ficara armazenado junto ao seu prontuario médico no centro de pesquisa. O
acesso ao seu prontuario médico sera restrito ao médico do estudo e a sua equipe, as
autoridades sanitdrias e a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Todas as
informagbes coletadas no estudo que possam ferir a sua privacidade serdo anonimizadas
(isto é, ocultadas) e, caso seja necessario encaminhamento de suas informagdes para o
patrocinador ou empresas que colaborem com ele, eles jamais saberdo nada sobre sua
identidade. Sob nenhuma circunstancia seréo feitas cépias de seu prontuario médico.
Todas as pessoas que terdo acesso ao seu prontuario tém a obrigagdo de garantir a
confidencialidade inerente a sua profissao.
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As informacgdes sobre a sua participagdo neste estudo serdo associadas a vocé
através de um numero de identificagdo individual. Apenas o médico e a equipe da pesquisa
poderéo relacionar tal nUmero com vocé em qualquer momento.

No contexto desta pesquisa clinica, o processamento de seus dados médicos sera
feito para analisar os resultados da pesquisa. Para tanto, suas informagdes médicas nao
incluirdo dados pessoais que permitam a sua identificagdo e serdo transferidas para o
patrocinador da pesquisa e/ou para pessoas ou empresas que atuam em seu nome e/ou
parceiros académicos e industriais do estudo (aqui ou no exterior) com a finalidade
especifica de colaboragdo cientifica para pesquisa e/ou desenvolvimento. Estes dados
também podem, em condigbes que garantam a sua confidencialidade, ser comunicados as
autoridades de saude locais e estrangeiras.

Ao assinar este termo de consentimento, vocé permitira ao médico do estudo e a
equipe de pesquisa usar informagdes sobre seu prontuario médico para os objetivos do
presente estudo. Toda a equipe médica e de enfermagem envolvida no seu cuidado
sabera se vocé participa ou ndo do estudo. Qualquer informagéo obtida em relagédo a este
projeto que possa identifica-lo sera mantida em sigilo e néo sera compartilhada sem a sua
permissao, exceto quando exigido por lei. Na divulgagao dos resultados desse estudo, seu
nome nao sera citado.

Em caso de duvidas sobre a coleta e o uso de suas informagdes, entre em contato
com o médico do estudo.

7) O que ocorre com as informagoes obtidas no estudo
Se decidir por participar no estudo, € possivel que informagdes relevantes sejam
obtidas na analise das amostras biolégicas. De acordo com as leis atuais, vocé tem o
direito de ser informado dos dados obtidos no decorrer do estudo. Caso seja solicitado,
poderemos |he fornecer informagdes sobre o estudo no que diz respeito ao uso dos dados.

8) O que acontecera com as amostras de sangue e de secregdo da
orofaringe/nasal

As amostras de sangue e secregdo da boca e nariz obtidos serdo utilizadas para a
realizagdo dos seus exames conforme explicado.

O material coletado sera concedido para o correto gerenciamento e utilizagdo por
parte do pesquisador para fins deste estudo e, por isso, ele nao tera valor comercial. Além
disso, vocé ndo recebera qualquer compensagéo financeira ou de outro tipo de beneficio.

Solicitamos seu consentimento para guardar essas amostras durante o periodo do
estudo e para futuros exames que, porventura possam ser oportunas se aprovadas pelo
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Comité de Etica e/oi Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Esse armazenamento sera
feito em um biorrepositério (local onde sdo armazenadas as amostras) localizado no
Instituto de Pesquisa Clinica Carlos Borborema, na Fundagao de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado, localizando na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM.

Suas amostras sanguineas e de secreg¢do da boca e nariz serdo armazenadas por 5
anos depois da data da assinatura deste termo e depois serdo descartadas.
O seu consentimento podera ser retirado a qualquer momento do estudo e sua amostra
descartada. Neste caso, a retirada do consentimento de guarda das amostras bioldgicas
humanas armazenadas em banco devera ser realizada por escrito e assinada, conforme o
item 10.1 da Resolugao 441 de 2011.

9) Ressarcimento

Os exames e procedimentos realizados exclusivamente com fins de pesquisa nao
implicardo qualquer custo para vocé. Os acompanhamentos médicos apds a sua alta
hospitalar serdo realizados por telefone; se necessario, vocé recebera um ressarcimento
pelos gastos relacionados a sua participagéo no estudo, como crédito telefénico.

Apesar de ndo haver compensacgéo financeira, ao assinar este termo de consentimento
vocé ndo abrira mdo de nenhum dos seus direitos legais, garantidos na regulamentagdo
brasileira de pesquisa envolvendo seres humanos, sendo um de seus direitos a solicitagdo
de indenizag&o.

10) Outras Informagoes Relevantes

Vocé ndo tera que pagar pelo medicamento do estudo. Qualquer nova informagao
referente ao medicamento utilizado no estudo que seja descoberta durante a sua
participagdo, e que possa afetar a sua disposicdo em participar no estudo, lhe sera
comunicada por seu médico o quanto antes. Com a sua desisténcia do estudo, o médico
responsavel pelo lhe recomendara outros tratamentos. Seu médico conversara com vocé
as alternativas que estdo disponiveis. Vocé nao precisa participar deste estudo para
receber tratamento. Se vocé desistir do estudo, nenhum dado novo sera adicionado ao
banco de dados e vocé podera solicitar a destruicdo de todas as amostras identificaveis e
anteriormente retidas para evitar a realizagdo de novas analises.

Vocé pode ser excluido do estudo se os pesquisadores considerarem oportuno, tanto
por razdes de seguranga, por qualquer desconforto que ocorra pela medicagao do estudo
ou por considerar que vocé nao esta cumprindo os procedimentos solicitados pela equipe
do estudo. Em todos os casos, vocé recebera uma explicacdo adequada do motivo que
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ocasionou a sua retirada do estudo. Além disso, o estudo também pode ser cancelado por
razbes administrativas.

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé se compromete a
cumprir com os procedimentos do estudo que foram explicados.

11) Contato:

Para obter mais informacdes sobre este estudo ou para qualquer informagéo
adicional sobre os seus direitos como participante, ou se vocé quiser fazer uma
reclamagao, por favor, entre em contato com o pesquisador responsavel do estudo: Dr.
Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda, no endereco Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom
Pedro, Manaus - AM; telefone (92) 99114 7633; e-mail marcuslacerda.br@gmail.com.

Em caso de duvidas, denuncias ou reclamagdes sobre a sua participagdo e sobre
questdes éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisas (CEP) da Fundagéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado; e-mail:
cep@fmt.am.gov.br; enderego: na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM;
telefone: (92) 2127-3572. O horério de funcionamento do CEP é de 8 as 14 horas, de
segunda a sexta-feira.

Além disso, vocé pode entrar em contato com a Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa.

Comissiao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
SRTV 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar — Asa Norte
CEP: 70719-040, Brasilia-DF
Telefone: (61) 3315-5877
e-mail: conep@saude.gov.br

A CONEP e o CEP tém composicdo multidisciplinar com participagédo de
pesquisadores, estudiosos de bioética, juristas, profissionais de saude, das ciéncias
sociais, humanas e exatas e representantes de usuarios. O CEP tem como principal
fungdo defender os seus interesses como participante de pesquisa em sua integridade,
seguranga, bem-estar e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa
dentro dos padroes éticos. A CONEP tem fungédo consultiva, deliberativa, normativa e
educativa, atuando junto com os CEPs.
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ll. Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu (nome completo),

e Tive a oportunidade de tirar dividas sobre o estudo.
e Recebiinformagdes suficientes sobre o estudo.

e Serei informado regularmente sobre qualquer informacdo que possa afetar a minha

disponibilidade em continuar a minha participagéo no estudo.
e Autorizo o acesso as minhas informagdes confidenciais.
e Autorizo o processamento de minhas informagdes e amostras.

e Entendo que receberei uma via deste termo.
e Entendo que a minha participagao é voluntaria.

e Entendo que posso retirar o meu consentimento e concluir a minha participagao:

1. Em qualquer momento
2. Sem dar qualquer explicagéo
3. Sem que prejudique meu tratamento posterior

Ofereco livremente o meu acordo para participar deste estudo e dou o meu consentimento para
acessar e usar os meus dados nas condigées descritas neste Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
()SiM ( )NAO

Concordo que as amostras serdo armazenadas para um biorrepositério e autorizo contato, caso
necessario, para futuros estudos que possam ocorrer, aprovados pelo CEP e, quando necessario,

pela CONEP.
()SiM ( )NAO
Participante da Pesquisa Pesquisador ou pessoa por ele delegada
Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:
Data: Data:

(Este documento sera assinado em duas vias originais, ficando uma original com o pesquisador e a outra original com o participante da

pesquisa)
Testemunha imparcial (se aplicavel) Impresséo datiloscépica
do participante
Nome:
Assinatura:
Data:
Rubrica do Participante de Pesquisa Rubrica da Testemunha Imparcial Rulbriea o feequisadoroy da

(se aplicavel)
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ANEXO 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Responsaveis Legais

@ CloroCoVid-19

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA REPRESENTANTES LEGAIS

Estudo: “Estudo de fase llb para avaliar eficacia e seguranga do difosfato de cloroquina no
tratamento de pacientes hospitalizados com sindrome respiratéria grave no ambito do novo
coronavirus (SARS-CoV2): um ensaio clinico, duplo-cego, randomizado.”

Patrocinador: Secretaria Estadual de Saude

Centro de Pesquisa: Fundacéo de Medicina Tropical Doutor Vieira Dourado — FMT-HVD
Pesquisador Principal: Dr. Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda

Co-Investigador Principal: Dra. Mayla Gabriela Silva Borba

Telefone de contato: (92) 99114-7633

. Dados sobre a Pesquisa:
1) Introdugao

Viemos por meio deste informa-lo sobre um estudo de pesquisa que seu familiar estd sendo
convidado a participar. Ele infelizmente nao estd consciente para realizar esse processo agora,
entao vocé podera representa-lo.

O estudo e este termo foram aprovados pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-
CONEP.

Neste termo sdo fornecidas as informagdes corretas e suficientes para que vocé possa
avaliar e julgar se tem interesse ou ndo que o seu familiar em participar deste estudo. Para tanto,
leia este documento cuidadosamente e esclareceremos quaisquer duvidas que possam surgir apos
a explicagdo. Além disso, vocé pode consultar as pessoas que julgar convenientes.

Vocé devera assinar esse termo em duas vias, uma ficara com vocé e outra conosco. Todas
as paginas devem ser rubricadas.

2) Participagado Voluntaria

Vocé deve saber que a participacdo do seu familiar neste estudo é voluntaria e que é
possivel vocé decidir por nao permitir a participagéo ou alterar a deciséo e retirar o consentimento
a qualquer momento do estudo, sem comprometer a relagdo com o médico nem prejudicar o
tratamento dele. Sera possivel fazer todas as perguntas que quiser em qualquer momento do
estudo. Vocé tem todo o tempo que quiser para decidir e discutir a situagdo com pessoas de sua
confianga.

Assim que possivel, seu familiar sera consultado sobre seu desejo de permanecer neste
estudo.

3) Descrigao Geral do Estudo
Estamos convidando o seu familiar para participar desta pesquisa porque estd com sindrome
respiratéria grave que pode ser causada pelo novo coronavirus (SARS-CoV2).
A infecgéo pelo coronavirus ainda nao tem vacina e nao tem tratamento especifico para matar esse
virus. Alguns medicamentos estdo sendo usados, porém sem confirmagéo da sua utilidade para o
tratamento. Alguns estudos demonstraram que a cloroquina conseguiu parar a multiplicacao do
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virus nos pacientes que tomaram essa medicagao. Apesar dos bons resultados, nao existem
estudos conclusivos que comprovam o uso desse medicamento para o tratamento do COVID-19. A
cloroquina é um remédio usado para o tratamento da malaria desde a década de 1930. E um
medicamento seguro para uso em gravidas, inclusive € o medicamento de escolha para o
tratamento da malaria nas gestantes. As complicagées da cloroquina estdo relacionadas ao uso
prolongado da medicagao, o que nao ocorrera neste estudo, pois o tratamento sera realizado no
periodo de, no maximo, 10 dias.

Este estudo vai acontecer no Hospital Pronto Socorro Delphina Rinaldi Abdel Aziz, Manaus,
Amazonas e em outros centros de pesquisa no Brasil. Vamos ter um total de 440 participantes
incluidos.

O estudo possui apenas um grupo de tratamento que utiliza a cloroquina com dose baixa e
conforme recomendacao do Ministério da Saude. Logo, se vocé concordar em participar do estudo,
vocé recebera essa dose.

Vocé e seu médico podem receber a informagao sobre o que o seu familiar esta tomando a
qualquer momento, se necessario para a sua saude. Seu familiar vai tomar o medicamento do
estudo (cloroquina) na dose de quatro comprimidos duas vezes ao dia, durante 10 dias por via oral
ou por sonda nasoenteral (um tubo colocado pelo nariz até chegar no intestino, servira também vai
te alimentar).O objetivo principal deste estudo é avaliar se o uso da cloroquina ajuda na diminuigéo
da quantidade de mortes causados pelo novo coronavirus (COVID-19)

Além disso, esse estudo também vai avaliar:

e Se a cloroguina melhora o quadro do paciente com coronavirus (COVID-19) (tempo no
hospital, tempo na Unidade de Tratamento Intensivo (UTl), necessidade de uso de aparelhos
que te ajudem a respirar, incluindo o aparelho que tem um tubo junto);

e Se o novo coronavirus (COVID-19) ainda pode ser encontrado no seu organismo
(sangue e secregao da boca/nariz) ao longo do acompanhamento do estudo;

e Saber a quantidade do novo coronavirus (COVID-19) no seu organismo (sangue e
secrecgao da boca/nariz) ao longo do acompanhamento do estudo;

e Avaliar os desconfortos causados pelo novo coronavirus (COVID-19) ou pelo tratamento,
incluindo sintomas e alteragdes no seu exame de sangue.

Durante a fase de triagem, depois de tirar todas suas duvidas e assinar esse termo, vocé vai
fazer uma entrevista onde vamos perguntar informagées sobre o seu familiar (a sua vida, o lugar
onde ele mora e o histérico de salide dele, bem como os medicamentos que ele toma no dia-a-dia.
Depois ele vai passar por uma avaliagdo médica e fazer alguns exames para a gente saber sobre a
saude dele.

Exame fisico e avaliacdo clinica: Faremos um exame fisico no seu familiar no acolhimento do
hospital. Examinaremos seus sinais vitais, incluindo, a frequéncia da sua respiragdo e coragao,
pressao arterial e pulso. Faremos medigdes da altura e peso, perguntas sobre sua satde e uso de
medicamentos. Ele sera examinado pela equipe todos os dias enquanto ficar internado. Também
vai ser anotado qualquer evento (alteragdo nova na sua saude) que ele apresentar nesse periodo.
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No 28° dia apds o dia da assinatura deste termo de consentimento, caso o seu familiar ndo esteja
internado, vamos entrar em contato por telefone para saber da satide dele e se ele esta sentindo
algum desconforto.

Apds a alta hospitalar, se seu familiar achar necessario por davida, desconforto ou outro motivo
podera entrar em contato telefénico com a equipe.

ECG: Um eletrocardiograma (ECG) sera feito na admisséo de entrada no hospital. Um ECG é um
tragado elétrico do coragéo, que pode mostrar o quanto o coragao esta se esforgando para bater.
Vocé ficara deitado com as pernas dobradas durante 05 minutos e em seguida fara o
eletrocardiograma. O ECG sera feito todos os dias enquanto vocé ficar hospitalizado.

Coleta de sangue: O sangue sera coletado para realizagéo de diferentes exames. Vamos coletar
20 ml de sangue do seu brago (um pouco mais que uma colher de sopa). Esses exames incluem
testes para saber se tem o novo coronavirus (COVID-19) e para saber sobre a sua satde. Também
vamos guardar um pouco do seu sangue para fazer exames depois e saber mais desta doenca. Os
exames de sangue do seu familiar seréo feitos todos os dias até a alta para casa.

Swab orofaringeo/nasal (espécie de cotonete): esse exame serve para saber se o seu familiar tem
o virus; € um exame simples em que passa essa espécie de cotonete na sua boca e nariz e colhe
um pouco da secregao Vai ser feito até a alta dele para saber se o virus ja foi eliminado.

Teste de gravidez: se o seu familiar for mulher, vamos coletar um pote de urina (aproximadamente
duas colheres de sopa) para um teste de gravidez. Esse exame sera feito no primeiro dia do seu
atendimento médico.

Exames de imagem: o médico vai avaliar seu familiar e se for preciso ele vai fazer exames de
imagem, como radiografia (Raio-x), tomografia ou ressonancia magnética.

Internacdo: Seu familiar vai ficar internado por causa do quadro da sua doenga respiratéria, para
ter todo suporte médico necessario até sua melhora. Caso seja necessario, de acordo com a
avaliagdo médica, o seu familiar precisar de alguma ajuda para respirar, ele vai ser internado na
unidade de terapia intensiva (UTl), uma parte do hospital em que sao internados os pacientes mais
graves e que precisam de aparelho para acompanhar a sua saude ou para ajudar ele a respirar;
nesse momento ele podera ser sedado (medicamento para dormir). Esses procedimentos séo
necessarios em alguns casos e serao realizados pela equipe de saude treinada e que ja trabalham
na UTI e cuidam dos pacientes graves.

Durante esse periodo em que o seu familiar permanecer sedado (dormindo) continuaremos
acompanhando o paciente pelos exames e tomando as medidas necessarias para que ele fique
bem.

4) Beneficios e Riscos Derivados de sua Participagao no Estudo
Beneficios: Estudos recentes demonstraram que a cloroquina tem um beneficio no
tratamento de pessoas com infecgdo pelo novo coronavirus (COVID-19), porém ainda é cedo para
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afirmar se essa medicagao ajuda a melhorar os pacientes graves. Se o seu familiar participar deste
estudo, talvez haja um beneficio direto para ele, mas ndo se pode dar qualquer garantia. Seu
familiar pode se beneficiar com o uso do medicamento, mas também é possivel que ndo receba
nenhum beneficio por estar neste estudo, porque o medicamento pode nao funcionar. As
informacdes obtidas com este estudo podem ajudar outras pessoas com sindrome respiratéria e
que apresentem um caso grave da doenga

Riscos: Alguns incdmodos e desconfortos podem ocorrer enquanto ele estiver participando
do estudo. Estes desconfortos podem ser:

Risco de origem psicoldgica, intelectual e emocional: existe a possibilidade de vergonha,
desconforto, medo, estresse, quebra de sigilo e anonimato (divulgar os seus dados pessoais). Para
minimizar esses riscos, os participantes serdo anonimizados (ndo constara o seu nome e sim um
codigo para cada paciente) e a equipe é treinada para o acolhimento e a realizagdo de entrevistas
de forma segura.

Ventilacdo Mecénica: A ventilagdo mecanica (VM) ou suporte ventilatério pode ser usado com
uma mascara de oxigénio ligada a uma maquina que vai ajudar na respiragdo (chamada de
ventilagdo mecanica néo invasiva) ou pode ser colocado um tubo na traqueia (parte do corpo de
passa o ar para os pulmdes) e ligar o tubo na maquina para melhorar a respiragao (chamada de
ventilagdo mecanica invasiva). A VM serve para o tratamento de pacientes com insuficiéncia
respiratéria aguda ou crénica agudizada (dificuldade para respirar). A escolha de fazer nao invasiva
ou invasiva depende da avaliagdo do médico que atendera o paciente. Os riscos da VM é uma
possivel infecgao por bactérias; para diminuir esse risco, seu familiar sera examinado diariamente,
caso apresente algum sinal de infecgdo sera tratado imediatamente.

Internagéo: Seu familiar pode se sentir inquieto por causa da internagédo, mas faremos o
possivel para minimizar algum desconforto ao longo desse periodo. Nossa equipe ficara a
disposicdo. E importante que os familiares saibam, que a internagdo é para seguranga e melhor
tratamento dele.

Intubacao Orotraqueal (aparelho com tubo acoplado): € um procedimento pelo qual o médico
introduz um tubo na traqueia (parte do corpo que passa o ar para chegar no pulmao) do paciente,
através da boca, para manté-lo respirando quando alguma condigdo impede sua respiragao
espontanea. Para fazer esse procedimento o seu familiar sera sedado (aplicado um remédio para
ele dormir e néo sentir dor) e assim diminuir o desconforto. Existem riscos nesse procedimento e
ao longo do tempo que ele estiver usando esse aparelho, como: o processo de sedagao (incobmodo
da picada e alteragdes do batimento do seu coragéo), falta de oxigénio e aumento de gases toxicos
no seu sangue, vomito, aspiragao do suco gastrico (quando a pessoa tem uma espécie de ansia de
vémito e, ao retornar, o suco gastrico vai para os pulmdes) e feridas na boca e corda vocal. Toda a
equipe é treinada e capacitada para realizagéo desse procedimento e minimizaremos ao maximo
OS riscos.

Coleta de sangue: A picada para a coleta de sangue pode causar dor no local da pungao,
vermelhiddo na pele no local da picada, sangramento ou, raramente, infecgdo na area. Algumas
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pessoas podem sentir tonturas durante a pungéo. Se qualquer uma dessas situagdes ocorrer, a
equipe esta capacitada para atender o seu familiar. E importante te dizer que a equipe é treinada e
orientada da melhor forma possivel para evitar que esses inconvenientes ocorram. Nossos
materiais também sao esterilizados e de uso individual.

Coleta de secrecdo da boca e narizz Seu familiar pode sentir um leve desconforto ao
colocarmos o swab (uma espécie de cotonete) na sua boca e nariz para coletar secrecdao, mas sera
breve e a equipe é treinada para evitar ao maximo que isso acontega. Os materiais séo
esterilizados e descartaveis.

Radiografia: os principais riscos associados com radiografia séo a pequena possibilidade de
desenvolver, em alguma época posterior da vida, catarata ou cancer induzido por radiagéo. Esses
riscos sdo minimizados utilizando-se a protegdo de chumbo adequada na hora da realizagdo do
exame e essa possibilidade é quase nula no caso do estudo, pois ele sera exposto poucas vezes a
esse exame.

Tomografia Computadorizada: Existe a possibilidade de seu familiar sentir uma leve
claustrofobia (medo de ficar em ambiente apertado), mas sua cabeca e seu rosto ficam para o lado
de fora. Ficando exposto a radiagéo por um breve periodo de tempo. Seus principais riscos sao a
pequena possibilidade de desenvolver, em alguma época posterior da vida, catarata ou cancer
induzido por radiagdo. Esta radiagdo deve ser mantida no nivel mais baixo possivel e dentro
desses limites ndo ha risco.

Ressonancia Magnética: Seu familiar pode sentir uma leve claustrofobia (medo de ficar em
ambiente apertado), mas sua cabega e seu rosto ficam para o lado de fora. O barulho pode
incomodar um pouco, mas para minimizar este desconforto ofereceremos tampdes de ouvido. Esse
procedimento ndo usa radiagéo. Se ele tiver marcapasso ou fixadores ortopédicos deve avisar, pois
nao podera realizar este procedimento.

Eletrocardiograma: € um procedimento totalmente seguro. Nao ha riscos de choque. Pode
haver um pequeno desconforto quando sdo removidas as bandagens e ha um pequeno risco de
irritagdo na pele pelo contato com os eletrodos. Para evitar que isso ocorra sempre limparemos
bem a area local e, se necessario, rasparemos os pelos da regido. Na hora de retirar os eletrodos,
faremos com muita cautela e com alcool, que facilita a retirada.

Tratamento com cloroguina: o medicamento quando tomado pela boca, pode fazer sentir um
gosto amargo. Além disso, ele podera ter desconfortos como: dor de cabega, dor no estémago,
enjoo, coceira, alteragdes no seu coragdo, na sua visdao, no seu humor e no seu exame de sangue
(nas enzimas do figado). Esses desconfortos ndo sdo comuns, mas para minimiza-los faremos
eletrocardiograma periodicamente, exames fisicos e de sangue para acompanhamento. Caso
tenha necessidade, também podemos passar medicamento para os sintomas.

Riscos do jejum: Algumas pessoas podem ficar incomodadas por ficarem sem comer muito
tempo (jejum). Isso pode fazer seu familiar se sentir ansioso, irritavel ou com fome. Vamos evitar
que ele fique sem comer por muito tempo, s6 quando for necessario.

Riscos desconhecidos: Outros efeitos colaterais ainda nado conhecidos neste momento
podem acontecer durante o estudo. Durante o estudo, vocé sera informado sobre quaisquer novas
informagdes que possam afetar a sua decisdo de deixar o seu familiar permanecer no estudo.
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5) Acompanhamento e assisténcia

Se o seu familiar sofrer algum dano ou intercorréncia, vocé deve falar para alguém da equipe
da pesquisa imediatamente ou em caso de emergéncia, podera contatar diretamente Dr. Marcus
Vinicius Guimaraes de Lacerda, médico e pesquisador do estudo, através do telefone (92) 99114-
7633.

No6s |he daremos toda assisténcia integral e gratuita para o seu familiar necessaria para
garantir seu bem-estar. Os médicos e enfermeiros da pesquisa irdo garantir que ele receba
assisténcia imediata caso tenha quaisquer tipos de danos, diretos ou indiretos, imediatos ou
tardios, sofridos no decorrer de sua participagéo na pesquisa, previsto ou ndo neste documento.

6) Confidencialidade

Ao dar o seu consentimento para o seu familiar participar deste estudo, os dados de seu
prontuario médico, bem como os provenientes da participagdo no estudo, serdo coletados,
transferidos, utilizados e processados pelo médico do estudo e por sua equipe, assim como pelo
patrocinador e pelas empresas que colaboram com ele. Este termo de consentimento ficara
armazenado junto ao prontuario médico do seu familiar no centro de pesquisa. O acesso ao
prontuario médico sera restrito ao médico do estudo e a sua equipe, as autoridades sanitarias e a
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Todas as informagdes coletadas no estudo que possam
ferir a privacidade do seu familiar serdo anonimizadas (isto é, ocultadas) e, caso seja necessario
encaminhamento das informagdes dele para o patrocinador ou empresas que colaborem com ele,
eles jamais saberdo nada sobre a identidade dele. Sob nenhuma circunstancia serao feitas coépias
do prontuario médico. Todas as pessoas que terdo acesso ao prontuario tém a obrigacao de
garantir a confidencialidade inerente a sua profissao.

As informagbes sobre a participagao do seu familiar neste estudo serdo associadas ao seu
familiar através de um nimero de identificagdo individual. Apenas o médico e a equipe da pesquisa
poderao relacionar tal nlimero com o seu familiar em qualquer momento.

No contexto desta pesquisa clinica, o processamento de dos dados médicos sera feito para
analisar os resultados da pesquisa. Para tanto, as informagdes médicas do seu familiar nao
incluirdao dados pessoais que permitam a identificagdo do seu familiar e serao transferidas para o
patrocinador da pesquisa e/ou para pessoas ou empresas que atuam em seu nome e/ou parceiros
académicos e industriais do estudo (aqui ou no exterior) com a finalidade especifica de
colaboragao cientifica para pesquisa e/ou desenvolvimento. Estes dados também podem, em
condi¢cdes que garantam a sua confidencialidade, ser comunicados as autoridades de satde locais
e estrangeiras.

Ao assinar este termo de consentimento, vocé permitira ao médico do estudo e a equipe de
pesquisa usar informagdes do prontuario médico do seu familiar para os objetivos do presente
estudo. Toda a equipe médica e de enfermagem envolvida no cuidado dele sabera se o seu
familiar participa ou ndo do estudo. Qualquer informagéo obtida em relagdo a este projeto que
possa identifica-lo sera mantida em sigilo e ndo sera compartiihada sem a sua permisséo, exceto
quando exigido por lei. Na divulgagao dos resultados desse estudo, o nome do seu familiar nao
sera citado.

Em caso de duvidas sobre a coleta e o uso de suas informagdes, entre em contato com o
médico do estudo.
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7. O que ocorre com as informagdes obtidas no estudo
Se decidir pela participagao do seu familiar no estudo, é possivel que informagdes relevantes
sejam obtidas na analise das amostras biolégicas. De acordo com as leis atuais, vocé tem o direito
de ser informado dos dados obtidos no decorrer do estudo. Caso seja solicitado, poderemos |he
fornecer informacdes sobre o estudo no que diz respeito ao uso dos dados.

8) O que acontecera com as amostras de sangue e de secregao da orofaringe/nasal

As amostras de sangue e secregao da boca e nariz obtidos serao utilizadas para a realizagéo
dos seus exames conforme explicado.

O material coletado sera concedido para o correto gerenciamento e utilizagdo por parte do
pesquisador para fins deste estudo e, por isso, ele nao tera valor comercial. Além disso, vocé nao
recebera qualquer compensagao financeira ou de outro tipo de beneficio.

Solicitamos seu consentimento para guardar as amostras do seu familiar durante o periodo
do estudo e para futuros s exames que, porventura possam ser oportunas se aprovadas pelo
Comité de Etica e/oi Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Esse armazenamento ser feito em
um biorrepositério (local onde sdo armazenadas as amostras) localizado no Instituto de Pesquisa
Clinica Caros Borborema, na Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado,
localizando na Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM.

As amostras sanguineas e de secregao da boca e nariz do seu familiar serao armazenadas
por 5 anos depois da data da assinatura deste termo e depois serdo descartadas.

O seu consentimento podera ser retirado a qualquer momento do estudo e sua amostra
descartada. Neste caso, a retirada do consentimento de guarda das amostras biolégicas humanas
armazenadas em banco devera ser realizada por escrito e assinada, conforme o item 10.l da
Resolucéo 441 de 2011.

9) Ressarcimento

Os exames e procedimentos realizados exclusivamente com fins de pesquisa nao implicaréo
qualquer custo para vocé e o seu familiar. Os acompanhamentos médicos apés a alta hospitalar
serao realizados por telefone; se necessario, vocé receberda um ressarcimento pelos gastos
relacionados a sua participagdo no estudo, com crédito telefénico.
Apesar de nao haver compensagéo financeira, ao assinar este termo de consentimento vocé nao
abrird mao de nenhum dos direitos legais do seu familiar, garantidos na regulamentagao brasileira
de pesquisa envolvendo seres humanos, sendo um dos direitos a solicitagao de indenizagao.

10) Outras Informagoes Relevantes

Vocé néo tera que pagar pelo medicamento do estudo utilizado pelo seu familiar. Qualquer
nova informagao referente ao medicamento utilizado no estudo que seja descoberta durante a
participagéo dele, e que possa afetar a disposicdo em participar no estudo, |he sera comunicada
por seu médico o quanto antes. Com a desisténcia de participar do estudo, o médico responsavel
pelo seu familiar lhe recomendara outros tratamentos. Seu médico conversard com vocé as sobre
as alternativas que estao disponiveis. Seu familiar ndo precisa participar deste estudo para receber
tratamento. Se vocé desistir da participagdo do seu familiar no estudo, nenhum dado novo sera
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adicionado ao banco de dados e vocé podera solicitar a destruicdo de todas as amostras
identificaveis e anteriormente retidas para evitar a realizagdo de novas analises.

Seu familiar pode ser excluido do estudo se os pesquisadores considerarem oportuno, tanto
por razbes de seguranga, por qualquer desconforto que ocorra pela medicacdo do estudo ou por
considerar que ele ndo esta cumprindo os procedimentos solicitados pela equipe do estudo. Em
todos os casos, vocé recebera uma explicagdo adequada do motivo que ocasionou a retirada dele
do estudo. Além disso, o estudo também pode ser cancelado por razées administrativas.

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé autoriza que cumpramos
om os procedimentos do estudo que foram explicados.

11) Contato:

Para obter mais informacdes sobre este estudo ou para qualquer informagéo adicional sobre os
direitos do seu familiar como participante, ou se vocé quiser fazer uma reclamagéo, por favor, entre em
contato com o pesquisador responsavel do estudo: Dr. Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda, no
endereco Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM; telefone (92) 99114-7633; e-mail
marcuslacerda.br@gmail.com.

Em caso de duvidas, denuncias ou reclamagdes sobre a participacdo do seu familiar e sobre
questdes éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da
Fundagéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado; e-mail: cep@fmt.am.gov.br; enderego: na
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM; telefone: (92) 2127-3572. O horério de
funcionamento do CEP é de 8 as 14 horas, de segunda a sexta-feira.

Além disso, vocé pode entrar em contato com a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa.

Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
SRTV 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar — Asa Norte CEP:
70719-040, Brasilia-DF
Telefone: (61) 3315-5877
e-mail: conep@saude.gov.br

A CONEP e os CEP tém composicdo multidisciplinar com participacdo de pesquisadores,
estudiosos de bioética, juristas, profissionais de saude, das ciéncias sociais, humanas e exatas e
representantes de usudrios.

O CEP tem como principal funcdo defender os seus interesses como participante de pesquisa em
sua integridade, seguranca, bem-estar e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa
dentro dos padrdées éticos.

A CONEP tem fungdo consultiva, deliberativa, normativa e educativa, atuando junto com os CEPs.
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lll. Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu (nome completo), CPF:

e Tive a oportunidade de tirar duvidas sobre o estudo para o qual meu familiar foi convidado.

e Recebiinformagées suficientes sobre o estudo do qual meu familiar vai participar.

e Fui informado que meu familiar manifestara seu desejo de continuar ou ndo no estudo assim que
possivel

e Serei informado regularmente sobre qualquer informagédo que possa afetar a disponibilidade do meu
familiar em continuar a participacao no estudo.

e Autorizo o acesso as informagdes confidenciais do meu familiar.

e Autorizo o processamento de informacdes e amostras do meu familiar.

e Entendo que receberei uma via deste termo.

e Entendo que a participacdo do meu familiar € voluntaria.

¢ Entendo que posso retirar o consentimento do meu familiar e concluir sua participagao:

e Em qualquer momento

e Sem dar qualquer explicagéo

e Sem que prejudique seu tratamento posterior

Ofereco livremente o acordo para meu familiar participar deste estudo e dou o meu consentimento para
acessar e usar os seus dados nas condi¢cdes descritas neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
( )SIM ( )NAO

Concordo que suas amostras serdo armazenadas para um biorrepositério e autorizo contato, caso
necessario, para futuros estudos que possam ocorrer aprovados pelo CEP e, quando necessario, pela
CONEP.

()SIM ( )NAO

Representante Legal do Participante da Pesquisa Pesquisador ou pessoa por ele delegada

Grau de
Parentesco: Nome:

Nome: Assinatura:

Assinatura: Data:

Data:

(Este documento sera assinado em duas vias originais, ficando uma original com o pesquisador e a outra original com o
participante da pesquisa)

Testemunha imparcial (se aplicavel) Impressao datiloscopica
do representante legal
Nome:
Assinatura:
Data:
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ANEXO 4 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Necropsia

@ CloroCoVid-19

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO- NECROPSIA

Estudo: Estudo de fase llb para avaliar eficacia e seguranga do difosfato de
cloroquina no tratamento de pacientes hospitalizados com sindrome respiratéria grave
no ambito do novo coronavirus (SARS-CoV2): um ensaio clinico, duplo-cego,
randomizado, controlado com placebo

Patrocinador: Secretaria Estadual de Saude do Amazonas

Centro de Pesquisa: Fundagao de Medicina Tropical Doutor Vieira Dourado — FMT-
HVD

Pesquisador Principal: Dr. Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda

Co-Investigador Principal: Dra. Mayla Gabriela Silva Borba

Telefone de contato: (92) 99302 9272

Pelo presente instrumento, eu,

i responsavel por

, declaro ter sido informado

(a) claramente sobre o procedimento de realizagdo de necropsia solicitada ao meu
familiar e aceito a participag&o no estudo.

O exame de necropsia consiste na inspegéo externa e na avaliagdo interna dos
o6rgéos. Para maiores conclusdes diagndsticas o patologista realiza exame externo
cuidadoso. Em seguida, o corpo é aberto para avaliar e examinar os 6rgaos internos.
Esses 6rgdos sdo removidos e pesados e uma amostra pequena é retirada para
posterior exame histolégico dos tecidos no microscépio. O corpo é entdo fechado e
encaminhado ao servigo funerario para o sepultamento. Apds o exame de autépsia a
declaragédo de obito sera preenchido pelo médico patologista para posterior
sepultamento. O laudo definitivo € entregue em até trinta dias Uteis, na Geréncia de

Patologia do Hospital e Pronto Socorro Delphina Rinaldi Abdel Aziz.
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Participagao Voluntaria

Vocé deve saber que a permisséo para realizarmos esse estudo é voluntaria e que é
possivel decidir por ndo permitir, sem comprometer qualquer tipo de relagédo com a
equipe do estudo ou prejuizo qualquer.

Sera possivel fazer todas as perguntas que quiser em qualquer momento desde o
presente momento até o momento da entrega do atestado de 6bito. Vocé tem todo o

tempo que quiser para decidir e discutir a situagdo com pessoas de sua confianga.

Beneficios e Riscos Derivados de sua Participagao no Estudo

A participagdo neste estudo ndo trara beneficio para vocé no momento, mas o
conhecimento extraido no estudo podera ajudar outras pessoas com o nhovo
coronavirus no futuro. Faremos de tudo para minimizar o desconforto trazido por esse
estudo, que pode |he causar tristeza e ansiedade pela espera do laudo e lembrangas
sobre este momento de luto. Nossa equipe esta a disposi¢cao através do telefone, ou
vocé pode ir ao hospital em qualquer momento que lhe atenderemos, que iremos lhe

apoiar.

Confidencialidade

Ao dar o consentimento para realizagdo desse estudo, os dados provenientes deste
estudo, serao coletados, transferidos, utilizados e processados pelo médico do estudo
e por sua equipe, assim como pelo patrocinador e pelas empresas que colaboram
com ele. Este termo de consentimento ficara armazenado junto ao prontuario médico
no centro de pesquisa. O acesso ao resultado do exame sera restrito ao médico do
estudo e a sua equipe, as autoridades sanitarias e & Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa. Todas as informagdes coletadas no estudo que possam ferir a privacidade
de seu familiar serdo anonimizadas (isto €, ocultadas) e, caso seja necessario

encaminhamento destas informagdes para o patrocinador ou empresas que
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colaborem com ele, eles jamais saberdo nada sobre a identidade. Todas as pessoas
com acesso ao prontuario e ao laudo do exame tém a obrigacdo de garantir a
confidencialidade inerente a sua profissdo. O acesso ao prontuario médico e ao laudo

s6 serdo autorizados sob a supervisdo do médico do estudo ou de sua equipe.

As informacdes sobre a sua participagdo neste estudo serdo associadas ao seu
familiar através de um numero de identificacdo individual. Apenas o médico e a
equipe da pesquisa poderdo relacionar tal nUmero com seu familiar em qualquer
momento. No contexto desta pesquisa clinica, o processamento desses resultados
sera feito para analisar os resultados da pesquisa. Para tanto, as informagdes
médicas ndo incluirdo dados pessoais que permitam a identificagdo do seu familiar.
Estes dados também podem, em condigbes que garantam a sua confidencialidade,
ser comunicados as autoridades de saude locais e estrangeiras.

Ao assinar este termo de consentimento, vocé permite aos pesquisadores do estudo
usar informagdes sobre o prontuario médico do seu familiar e do resultado desse
estudo para os objetivos do presente estudo. Qualquer informagéo obtida em relagédo
a este projeto que possa identifica-lo sera mantida em sigilo e ndo sera compartilhada
sem a sua permissao, exceto quando exigido por lei. Na divulgagéo dos resultados
desse estudo, o nome de seu familiar ndo sera citado.

Em caso de duvidas sobre a coleta e o uso dessas informagdes, entre em contato

com o médico do estudo.

Ressarcimento
Os exames e procedimentos realizados exclusivamente com fins de pesquisa nao

implicardo qualquer custo para vocé e sua familia.

Noés |he daremos toda assisténcia integral e gratuita e que for necessaria para garantir
seu bem-estar. Os médicos e enfermeiros da pesquisa irdo garantir que vocé receba

assisténcia imediata caso tenha quaisquer tipos de danos, diretos ou indiretos,
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imediatos ou tardios, sofridos no decorrer de sua participagdo na pesquisa, previsto

ou ndo neste documento.

Contato

Para obter mais informagdes sobre este estudo ou para qualquer informagéo adicional
sobre os seus direitos como participante, ou se vocé quiser fazer uma reclamagao,
por favor, entre em contato com o pesquisador responsavel do estudo: Dr. Marcus
Vinicius Guimaraes de Lacerda, no enderego Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro,
Manaus - AM; telefone (92) 99302-9272; e-mail marcuslacerda.br@gmail.com. Em
caso de duvidas, denuncias ou reclamagbes sobre a sua participagdo e sobre
questdes éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP). O horario de funcionamento da CONEP é de 8 as 14

horas, de segunda a sexta-feira.

Comissiao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
Coordenadora interina: Dr. Gyselle Saddi Tannous
Secretaria-Executiva: Eliane Aparecida da Cruz
Ministério da Saude - Esplanada dos Ministérios Edificio Anexo Bl. G Ala B SI. 13-B
Cep: 70.058-900 Brasilia - DF
Telefone: (61) 3315-2951
Telefax: (61) 3226-6453

e-mail: conep@saude.gov.br

A CONEP e os CEP tém composicdo multidisciplinar com participagao de
pesquisadores, estudiosos de bioética, juristas, profissionais de saude, das ciéncias

sociais, humanas e exatas e representantes de usuarios.

O CEP tem como principal fungao defender os seus interesses como participante
de pesquisa em sua integridade, seguranca, bem-estar e dignidade e para contribuir

no desenvolvimento da pesquisa dentro dos padrdes éticos.
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A CONEP tem fungdo consultiva, deliberativa, normativa e educativa, atuando

junto com os CEPs.

ll- Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu (nome completo),

CPF:

Grau de Parentesco:

[ Tive a oportunidade de tirar duvidas sobre o estudo.

[0 Recebi informagdes suficientes sobre o estudo.

1 Autorizo o acesso as informagdes confidenciais do meu familiar.

[ Autorizo fotografias dos érgaos internos e de lesGes externas, sem o aparecimento
do rosto de meu familiar

[0 Entendo que receberei uma via deste termo.

[0 Entendo que a autorizagéo para realizagao desse estudo € voluntaria.

[0 Entendo que posso retirar o meu consentimento:

1. Em qualquer momento

2. Sem dar qualquer explicagao

3. Sem que prejudique meu acesso posterior ao hospital

Ofereco livremente o meu acordo para autorizar a realizagéo deste estudo e dou o
meu consentimento para acessar e usar os dados de meu familiar nas condi¢des
descritas neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

()SIM () NAO

Concordo com os registros fotograficos e autorizo contato, caso necessario, para
futuros estudos que possam ocorrer.
()SIM () NAO
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Responsavel Legal do Participante de Pesquisa Pesquisador ou pessoa por ele delegada
Nome: Nome:
Assinatura: § Assinatura:
Data: Data:

Testemunha imparcial (se aplicavel)
Nome:
Assinatura:
Data:

Impressao datiloscépica
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COVID-19-Associated Pulmonary Aspergillosis in a Series of Complete Autopsies from the
Brazilian Amazon
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Abstract.

Between April and July 2020, and, therefore, prior to the broad recommendation of corticosteroids for

severe COVID-19, a total of 50 full autopsies were performed in Manaus. We confirmed two invasive cases of aspergillo-
sis through histopathology and gene sequencing (4%) in our autopsy series. The confirmed invasive aspergillosis inci-
dence seems much lower than expected based on the “probable and possible” definitions, and an individualized
approach should be considered for each country scenario. Interestingly, a prolonged length of stay in the intensive care
unit was not observed in any of the cases. Timely diagnosis and treatment of fungal infection can reduce mortality rates.

Secondary infections reported in severe acute respiratory
disease coronavirus 2(SARS-CoV-2)-infected patients, such
as invasive mold disease (IMD), have been well documented
in influenza patients, in whom they lead to clinical deteriora-
tion and mortality, and require intensive care." However,
there is uncertainty in the literature about whether COVID-19
predisposes to such invasive fungal diseases.?

The attempt to estimate the frequency of IMD using the
gold standard method (i.e., postmortem examination) showed
an IMD worldwide average of 2%, with a predominance of
COVID-19-associated pulmonary aspergillosis (CAPA), in a
systematic review of autopsies performed in COVID-19
deceased patients.> However, Cls were obviously wide
because of the limited number of autopsies performed and
varying regional incidence.

That review only included two collated studies from Latin
America, with 16 minimally invasive autopsies from southern
Brazil, in which no IMD was reported.*° In Manaus, one of
the first Brazilian capitals to experience the health system
collapse triggered by the first wave of COVID-19, in April
2020, a series of complete diagnostic autopsies were per-
formed in a referral unit. Informed consent was signed by
legal representatives. The identification of species through
molecular methodologies was carried out according to a
previously described methodology.®

Between April and July 2020, and, therefore, prior to the
broad recommendation of corticosteroids for severe COVID-
19, 50 complete autopsies were performed (unpublished
data). All autopsies presented a clinical picture of severe
respiratory distress. In addition, SARS-CoV-2 infection was
confirmed in 39 (78%) by reverse transcriptase quantitative
real-time polymerase chain reaction, and in 11 (22%) by
positive IgM. Of the 50 autopsies, one COVID-19 patient
identified with Aspergillus penicillioides was reported else-
where® (case 1). We also report a second case in which
Aspergillus sp. was identified (case 2). Therefore, we have

*Address correspondence to Marcus Lacerda, Fundagao de
Medicina Tropical Dr Heitor Vieira Dourado, Av Pedro Teixeira 25,
Manaus, Amazonas, 69040-000, Brazil. E-mail: marcuslacerda.
br@gmail.com
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confirmed two invasive CAPA cases through histopathology
and gene sequencing (2 of 50, 4%) in our autopsy series.
Clinical characteristics are presented in Table 1. In Figure 1,
the histopathology of both patients’ lungs is shown. Both
patients also tested positive for galactomannan antigen in
the serum. No fungal extrapulmonary lesions were seen.
Systematic sampling of macroscopic pulmonary lesions dur-
ing cleavage was performed. No mucormycosis was diag-
nosed in this series, although this complication was reported
in a patient with COVID-19 from Manaus.” None of the
patients used corticosteroids, tocilizumab, or any other
immunomodulator, nor antifungal drugs.

In the overall series of 50 autopsied patients, no Histo-
plasma capsulatum was seen, and one patient evolved with
candidemia. Of the 50 patients, 43 were hospitalized in the
intensive care unit ICU from 1 to 30 days (average ICU stay,
9.8 days). Surprisingly, both patients with CAPA stayed in
the ICU only 3 and 7 days.

The difficulty in diagnosing associated pulmonary dis-
eases in COVID-19 patients because of biosafety reasons
complicates the management of critically ill patients. This
was particularly the case in the first half of 2020, when not
much was known about the new SARS-CoV-2 infection, and
health systems were collapsing.® Bronchoscopy and sero-
logical biomarker-based diagnosis (such as galactomannan),
proposed by the European Confederation for Medical
Mycology and the International Society for Human and Ani-
mal Mycology 2020 consensus,® even under the best bio-
safety practices, are burdensome and not feasible in most
low-income countries, affecting possible diagnoses and
leading to the underestimation of CAPA incidence.

On the other hand, even before these guidelines were pub-
lished, the use of the Clinical Algorithm to Diagnose Invasive
Pulmonary Aspergillosis in Critically lll Patients—the putative
diagnosis and extrapolated definitions for influenza-related
invasive aspergillosis'°—could result in overestimating CAPA
incidence as a result of the difficulty in distinguishing coloni-
zation from infection. Studies have reported worldwide inci-
dences ranging from 8% to 34% in samples from patients
under mechanical ventilation.'® A meta-analysis reported that
CAPA presented with a fatality rate of 54.9% in the ICU."°
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TaBLE 1
Clinical aspects of COVID-19-associated pulmonary aspergillosis in a series of autopsies
Sequencing GM serum Attributed
Case Age, Hospitalization, Imaging exam identified (QPCR)  stored cause Radiological
no.  y/gender Comorbidities d ICU,d MV, d findings lung tissue blood  Anticoagulant of death characteristics
1 71/male  Systemic arterial 3 3 3 Infiltrate and Aspergillus 4.29 Yes Respiratory Ground-glass
hypertension, nodular penicillioides failure nodules and
diabetes mellitus, consolidation in subpleural
current smoker, the right lower consolidation
alcoholism, lobe (chest
chronic kidney X-rays)
disease
2 35/male  Obesity, alcoholism 7 7 7 Bilateral ground-  Aspergillus 3.62 Yes Multiple-organ  Bilateral infiltrate
glass infiltrate, spp. dysfunction with extensive
bilateral consoli- syndrome parenchymal
dation, pleural opacities
effusion (CT
scan)
CT= puted GM = gal, 1; ICU = i care unit; MV = hanical ilation; gPCR = chain reaction.

W

ORI
F N . _ ’

Ficure 1. Histopathology of the lungs of the two cases of COVID-19-associated pulmonary aspergillosis. (A) Numerous hyphae and
fungal spores. (B) Aspergillus head, allowing visualization of phialides and conidia, with numerous fungal spores. (C) Numerous hyphae and fungal
spores. Microscopic cavitation surrounded by numerous hyphae and fungal spores. (D) Presence of fungal hyphae compatible with Aspergillus sp.

This figure appears in color at www.ajtmh.org.
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Brazil, with a vast continental territory, has diverse epidemio-
logical scenarios. The finding of a 4% CAPA incidence in our
autopsy series may reflect a better sensitivity of full autopsy
analysis, because scattered Aspergillus-related lesions may
challenge diagnoses when a minimally invasive autopsy is per-
formed. Alternatively, there may be a local higher CAPA inci-
dence in the Amazon compared with southern Brazilian states.

Our finding (4% CAPA incidence) seems to be in the same
Cl of the meta-analysis published elsewhere 2%).> How-
ever, this relatively low incidence should not discourage
Aspergillus  clinical/radiological suspicion in critically ill
COVID-19 patients, because coinfection may lead to
increased fatality rates. We do not believe that CAPA was a
key contributor to the high fatality rates seen in Manaus,
which were probably a mere reflex of the lack of prepared-
ness. CAPA incidence confirmed by autopsies seems much
lower than expected based on the “probable and possible”
definitions, and an individualized approach should be con-
sidered for each country scenario. Timely diagnosis and
treatment of fungal infection can reduce mortality rates,
especially in older patients with underlying diseases. Univer-
sal presumptive treatment is still a matter of debate.
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