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RESUMO

INTRODUCAO: Desde o aparecimento da COVID-19, numerosos estudos
observacionais buscam o melhor entendimento e predicdo da sindrome respiratoria
aguda grave e da grave resposta inflamatéria sistémica por meio da associacdo com
comorbidades, variaveis hematoldgicas, inflamatérias, bioquimicas e da coagulacao,
além da cinética da carga viral. Entretanto, permanecem lacunas no estudo
clinicopatologico da COVID-19 fatal. Por isso, este estudo tem como objetivo
apresentar uma analise dos fatores clinicos-demograficos e laboratoriais junto as
lesdes histopatoldgicas. METODOS: Trata-se de estudo unicéntrico, observacional e
transversal de 50 casos de COVID-19 que evoluiram a 6bito e foram submetidos a
autopsia minimamente invasiva. Dados clinicos-demogréaficos, laboratoriais e
radiolégicos foram acessados em revisdes dos prontuarios clinicos. RESULTADOS:
A idade média foi de 65 anos e as comorbidades mais prevalentes foram hipertenséo
arterial sistémica, diabetes mellitus e obesidade. As principais alteracdes laboratoriais
da admisséo foram linfopenia, niveis aumentados de PCR, LDH, dimero-D, creatinina,
ureia e razdo PaO2/Fi02 abaixo de 300 mmHg. As principais alteracdes laboratoriais
observadas no dia do 6bito foram leucocitose, neutrofilia, PCR elevada, insuficiéncia
renal, razdo PaO2/Fi02 abaixo de 300 mmHg. A analise histopatologica mostrou
acometimento inflamatério de multiplos érgéos e os achados principais foram: dano
alveolar difuso - DAD (64,4%), miocardite (36,2%), hepatite (71,4%) e nefrite
intersticial (21,4%). O acometimento inflamatério de multiplos 6rgdos mostrou
correlacdo estatisticamente significativa com sindrome metabélica e DM (p 0,009 e p
0,005, respectivamente), 90% dos que apresentaram nefrite eram diabéticos (p
0,012); houve correlagdo entre miocardite e sindrome metabolica (p 0,001) e entre
miocardite e obesidade (p 0,005). Entre os escores clinicos, 0 SOFA no quinto dia de
internagdo apresentou associagbes com dano alveolar difuso — DAD - e resposta
inflamatoria em multiplos 6rgaos - RIMO. Na analise discriminante, foram elaborados
modelos preditivos com 71% e 72% de acuracia para DAD e RIMO, respectivamente.
CONCLUSAO: A presenca de comorbidades e escores clinicos até o quinto dia de
internacdo combinados com indicadores de lesédo inflamatoria podem ser mais
sensiveis para predizer a COVID-19 fatal.

Palavras-chave: COVID-19; Evolucédo Fatal; Prognostico; Comorbidade.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Since the emergence of COVID-19, there have been several studies
seeking to better understand and predict severe acute respiratory syndrome and
severe systemic inflammatory response by association with comorbidities,
hematologic, inflammatory, biochemical, and coagulation variables, and viral load
kinetics. However, gaps remain in the clinicopathological study of these prognostic
factors in fatal COVID-19. Therefore, this study aims to present a relationship of
clinical-demographic and laboratory prognostic factors with histopathological lesions.
METHODS: This is a single-center, observational, cross-sectional study of 50 cases
who underwent minimally invasive autopsy. Clinical-demographic, laboratory, and
radiological data were accessed in reviews of clinical records. RESULTS: The mean
age was 65 years, and the most prevalent comorbidities were hypertension, diabetes
mellitus, and obesity. The main laboratory changes on admission were lymphopenia,
increased levels of C - reactive protein, lactate dehydrogenase (LDH), D-dimer,
creatinine, urea and PaO2/Fi0Oz ratio below 300 mmHg. The main laboratory alterations
observed on the day of death were leukocytosis, neutrophilia, increased levels of C -
reactive protein, renal failure and PaO2/FiO2 ratio below 300 mmHg. Histopathological
analysis showed multiple organ inflammatory involvement and the main findings were
diffuse alveolar damage - DAD (64.4%), myocarditis (36.2%), hepatitis (71.4%) and
interstitial nephritis (21.4%). Multiple organ inflammatory showed statistically
significant correlation with metabolic syndrome and DM (p 0.009 and p 0.005,
respectively), 90% of those who had nephritis were diabetic (p 0.012); there was
correlation between myocarditis and metabolic syndrome (p 0.001), myocarditis and
obesity (p 0.005). Among the clinical scores, SOFA on the fifth day of hospitalization
showed associations with DAD and multiple organ inflammatory. In the discriminant
analysis, predictive models with 71% and 72% accuracy were developed for DAD and
multiple organ inflammatory, respectively. CONCLUSION: The presence of
comorbidities and clinical scores by the fifth day of hospitalization combined with
indicators of multiple inflammatory injury may be more sensitive for predicting fatal
COVID-19.

Keywords: COVID-19; Fatal Outcome; Prognosis; Comorbidity.
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1. INTRODUCAO

A doenca pelo SARS-CoV-2, COVID-19, iniciou em Wuhan, na China, em
dezembro de 2019, rapidamente se espalhou pelo planeta e em 11 de marc¢o de 2020
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou pandemia pela COVID-19
(CUCINOTTA,; VANELLI, 2020). Até 10 de junho de 2022 foram mais de 500 milhdes
de casos de infeccao pelo SARS-CoV-2 notificados & OMS e mais de 6 milhdes de
mortes em todo o mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). Desde o
aparecimento da COVID-19 na China, um numero muito grande de trabalhos
cientificos desenvolvidos buscou o melhor entendimento da infeccdo e da historia
natural da doenca pelo SARS-CoV-2. Estudos particularmente dedicados a predi¢éo
da COVID-19 grave e critica, fase da doenca caracterizada por sindrome respiratoria
aguda grave e da resposta inflamatoria sistémica severa. Em conjunto, esses estudos,
majoritariamente observacionais, determinaram associacdes entre comorbidades e
variaveis hematoldgicas, inflamatérias, bioquimicas e da coagulacéo, além da cinética
da carga viral, contribuindo enormemente para um melhor planejamento dos servigos
de saude e do atendimento aos doentes graves em todo o mundo. Entre os resultados
mais relevantes, dados como idade avancada, sexo masculino, linfopenia,
marcadores inflamatorios elevados (LDH, PCR, dimero-D), creatinina e ureia séricos
aumentados e presenca de comorbidades, como hipertensédo arterial sistémica,
diabetes e obesidade, foram associados ao risco aumentado de doenga grave e morte
(ZHENG et al., 2020; RICHARDSON et al., 2020; SETIATI et al., 2020; GRASSELLI
et al., 2020; ONAL et al., 2022). Entretanto, permanecem importantes lacunas no
conhecimento dos mecanismos das principais lesdes patoldgicas no curso da COVID-
19 grave, em parte devido as limitacdes e restricbes para realizacéo de procedimentos
classicos de autépsia (LI et al., 2005) e, consequentemente, ao reduzido nimero de
estudos clinicopatolégicos baseados na relacdo entre dados clinicos e
histopatolégicos. Por isso, o Estudo Clinicopatologico da COVID-19 Fatal tem como
objetivo apresentar uma avaliagdo clinico-demograficas, laboratorial e as principais
lesBes histopatoldgicas observadas em doentes que evoluiram a 6bito com COVID-
19. Com esse propdsito, individuos falecidos com COVID-19, que apresentaram
critérios de inclusdo no estudo, foram submetidos ao procedimento da autopsia

minimamente invasiva (MIA) guiada por ultrassonografia portatil, uma técnica validada
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e muito promissora para estudo e verificacdo anatomopatologica de Gbitos por causas
infecciosas (DUARTE-NETO et al., 2019). Por meio da MIA, foram realizadas biopsias
dos pulmdes, coracgdo, figado, rins e baco para analises histopatoldgicas, cujos
resultados foram associados aos dados clinicos-demogréficos, laboratoriais e
radiolégicos registrados nos prontuarios clinicos. Complementarmente, as lesées
histopatoldgicas também foram associadas as pontuacdes dos escores clinicos SOFA
e APACHE Il (FERREIRA et al., 2001; MORENO et al., 1999; KNAUS et al., 1985) que
foram calculadas nos primeiros dias de admissdo. Dessa forma, a realizacdo do
estudo constatou a relevancia das comorbidades, dos dados clinicos e laboratoriais,
dos escores clinicos padronizados durante a internacdo e da combinacdo desses
dados junto aos principais achados histopatolégicas para maior conhecimento da
historia evolutiva da COVID-19 fatal.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O surgimento da pandemia da COVID-19

Em dezembro de 2019, a cidade de Wuhan, na China, reportou 27 casos de
pneumonia de causa desconhecida (DENG; PENG, 2020). Por sequenciamento de
RNA e isolamento viral de amostras de lavado bronco-alveolar de casos de
pneumonia identificaram que o agente causador da doenca era um novo beta-
coronavirus (TAY et al., 2020). O agente etioldgico foi anunciado publicamente em 09
de janeiro de 2020 e sequéncias do genoma desse novo coronavirus foram lancadas
em 12 de janeiro de 2020, na base de dados GISAID (HU et al., 2021). A disseminacéo
da infeccéo entre grupos de familiares e o rapido aumento do niumero de casos na
populacao chinesa evidenciaram a transmissao entre humanos (TAY et al., 2020). Em
30 de janeiro de 2020, a OMS declarou o surto do novo coronavirus uma emergéncia
de saude publica de interesse internacional. O Comité Internacional de Taxonomia de
Virus nomeou o novo coronavirus de SARS-CoV-2, a OMS nomeou a doenca de
COVID-19 em 11 de fevereiro de 2020 e em 11 de marco de 2020 declarou a
Pandemia da COVID-19 (HU et al., 2021; CUCINOTTA; VANELLI, 2020).

2.2 Aspectos epidemiologicos da COVID-19

A infeccéo pelo SARS-CoV-2 pode acometer todas as faixas etarias e causar
doenca grave e morte em criancas e adultos. Mas, individuos acima de 60 anos,
imunocomprometidos ou portadores de comorbidades, como hipertensédo arterial
sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM), obesidade, doencas pulmonares cronicas,
doencas cardiovasculares cronicas, neoplasias, apresentam maior probabilidade de
desenvolver formas graves e morte por COVID-19, como mostram os estudos abaixo.

Um grande estudo envolvendo mais de 1,3 milhdo de casos confirmados de
COVID-19 nos Estados Unidos mostrou que 14% dos pacientes necessitaram
hospitalizacdo, 2% foram internados em CTI e 5% morreram de COVID-19. Em
pacientes com comorbidades a mortalidade foi 12 vezes maior e a necessidade de
internag&o hospitalar foi 6 vezes maior que em pacientes sem comorbidades. A taxa
de mortalidade foi maior nos individuos com idade acima de 70 anos,

independentemente da presenca de condicdes médicas cronicas. As comorbidades
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mais comuns foram doencas cardiovasculares (32%), DM (30%) e doencas
pulmonares cronicas (18%) (STOKES et al., 2020).

Outro grande estudo, realizado na Suécia, mostrou que idade avancgada, sexo
masculino e comorbidades em geral foram associadas a doenca grave e
hospitalizacdo por COVID-19 (BERGMAN et al., 2021). Uma revisédo sistematica da
literatura e meta-analise envolvendo 13 estudos e 3027 participantes mostrou que
sexo masculino, idade acima de 65 anos e tabagismo ativo foram fatores de risco para
doenca critica ou fatal por COVID-19. Hipertensdo arterial sistémica, diabetes,
doencas cardiovasculares e doencas respiratorias foram estatisticamente mais
frequentes em pacientes criticos / falecidos por COVID-19, que em pacientes nao
criticos (ZHENG et al., 2020). Um estudo coorte retrospectivo e observacional
envolvendo 3988 doentes graves com COVID-19 encaminhados para CTI na regido
da Lombardia, Italia, apresentou mediana de idade de 63 anos, maioria do sexo
masculino e 60,5% de 3300 doentes apresentavam pelo menos uma comorbidade.
Na andlise multivariada, idade avancada e sexo masculino foram significativamente
associados a mortalidade. Entre as comorbidades, histéria de doenca pulmonar
obstrutiva crénica, hipercolesterolemia e diabetes, embora ndo fossem as
comorbidades mais frequentes encontradas nesse estudo, foram independentemente
associadas a mortalidade (GRASSELLI et al., 2020). Outra revisdo sistematica da
literatura encontrou que idade > 60 anos, hipertenséo arterial sistémica, diabetes e
doenca coronariana séo fatores de risco para forma grave de COVID-19 (SETIATI et
al., 2020). Um estudo envolvendo 5700 doentes internados em hospitais de Nova
York, USA, com objetivo de descrever as caracteristicas e desfechos clinicos de
pacientes com COVID-19 hospitalizados, apresentou mediana de idade de 63 anos,
maioria do sexo masculino e as comorbidades mais encontradas foram hipertensao
arterial sistémica (56,6%), obesidade (41,7%) e diabetes (33,8%) (RICHARDSON et
al., 2020).

2.3 Agente etiolégico da COVID-19

Nos ultimos 20 anos, dois coronavirus altamente patogénicos, com origem
zoonotica, foram responsaveis por quadros de doencas graves e fatais em humanos
conhecidas como sindrome respiratoria aguda grave por coronavirus (SARS-CoV), no
ano de 2002, e doengas respiratorias do Oriente Médio por coronavirus (MERS-CoV),
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em 2012, tornando 0s coronavirus emergentes uma preocupacao de saude publica
(HU et al., 2021).

O SARS-CoV-2 é um beta-coronavirus com uma sequéncia genética muito
semelhante ao SARS-CoV (79%) e ao RaTG13 (98%), um coronavirus de morcegos
(TAY et al., 2020). Com o0 MERS-CoV apresenta similaridade da sequéncia genética
de 50% (HU et al., 2021). Trata-se de um virus envelopado e com genoma RNA. O
envelope é revestido por glicoproteinas Spike (S), que se apresentam como projecdes
exteriorizadas aderidas ao envelope viral. O envelope também contém proteinas
Envelope (E), Membrana (M) e em seu interior as proteinas Nucleocapsideo (N)
(CEVIK et al., 2020). A ligacdo do virus a célula alvo hospedeira é mediada pela
proteina S e subunidade S1 dessa proteina possui dominio de ligacdo ao receptor
ACE2 (Enzima Conversora da Angiotensina 2) da célula do hospedeiro (HOFFMANN
et al., 2020). Foi demonstrado que proteases das células do hospedeiro participam da
clivagem da proteina S viral e ativam a entrada do SARS-CoV-2 na célula alvo. Essas
proteases incluem Protease Celular Transmembrana Serina 2 (TMPRSS2), Catepsina
L e Furina (HOFFMANN et al., 2020).

Como outros virus de RNA, o SARS-CoV-2 esta em constante evolucao através
de novas mutacdes. Potencialmente, mutacbes aleatdrias podem aumentar ou
diminuir a infecciosidade, a viruléncia e a capacidade do virus evitar ou escapar as
respostas imunes adaptativas e vacinal. SGo chamadas variantes de preocupacao
(VOC) as que apresentam caracteristicas como maior transmissibilidade ou viruléncia.
S&o variantes de SARS-CoV-2 em gue vacinas, terapéuticas e testes diagndsticos
podem ser prejudicados pelas mutacfes. Sdo chamadas variantes de interesse (VOI),
variantes que ainda nao foram totalmente caracterizadas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022). Em setembro de 2021, os Centros de Controle e Prevencao
de Doencas (CDC) adicionaram uma nova designacdo nomeada variantes sendo
monitoradas (VBM). As VBM sé&o aquelas com potencial de impacto ou que foram
associadas a doencas mais graves ou taxas de transmissdo aumentadas, mas que
nao sdo mais detectadas ou que circulam em niveis muito baixos nos Estados Unidos
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2022; DENG; PENG,
2020).
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2.4 Patogénese e anatomopatologico da COVID-19

O SARS-CoV-2 usa as proteinas ACE2 e TMPRSS2 para entrar na célula e
essas proteinas sdo altamente expressas em células caliciformes nasais, células das
vias aéreas e células pulmonares humanas. Sao expressas, também, em tecidos nao
respiratorios como epitélios renal, cardiovascular e gastrointestinal, células
miocardicas, células endoteliais arteriais e venosas e células musculares lisas arteriais
(PEIRIS et al., 2021; SUNGNAK et al., 2020; HAMMING et al., 2004). Genoma do
SARS-CoV-2 foi detectado por RT-PCR em pulm@o, coracdo, rim, trato
gastrointestinal, figado, cérebro. Ensaios de imuno-histoquimica detectaram antigeno
de SARS-CoV-2 nas vias aéreas superiores, epitélio bronquiolar, pneumacitos tipo | e
tipo 1l, macréfagos alveolares, células endoteliais (CARAMASCHI et al., 2021).

Estudos citados no topico 2.2 “Aspectos epidemiologicos da COVID-19”
mostraram que, entre outros fatores de risco, 0 sexo masculino foi mais acometido
pela forma grave da COVID-19 e apresentou maior mortalidade. Os mecanismos de
maior morbidade e mortalidade entre os homens permanecem pouco esclarecidos e
mais estudos sao necessarios. Estudos mostram que diferencas sexuais e hormonais
influenciam a resposta imune e que o sexo masculino apresenta maiores niveis de
citocinas e quimiocinas plasmaticas da resposta imune inata (TAKAHASHI et al.,
2020). Outro ponto é gue o sexo masculino e o tabagismo foram associados a
expressdo aumentada de ACE2 nas vias aéreas inferiores e a maior gravidade da
infecgao pelo SARS-CoV-2 (CAI, 2020).

Ao entrar na célula, o virus desencadeia uma resposta inflamatoéria inicial
direcionada para o local da infeccdo e, na grande maioria dos casos, as células
infectadas sdo eliminadas antes do virus se espalhar, promovendo resolugdo da
infeccdo. Presumivelmente, a lesdo pulmonar pode resultar do efeito citopatico direto
do virus nas células pulmonares, desencadeando a resposta inflamatoria e liberagéao
de citocinas por células endoteliais lesadas e macréfagos ativados. As células
endoteliais e os macréfagos sdo importantes produtores de citocinas. Alguns
pacientes podem desenvolver uma resposta inflamatéria exacerbada ao SARS-CoV-
2 e apresentar formas graves da COVID-19 (PEIRIS et al.,, 2021; JACKSON;
DARBOUSSET; SCHOENWAELDER, 2019).

Achados histopatolégicos evidenciaram que o principal 6rgdo afetado na

COVID-19 é o pulméo e mediadores inflamatorios, como interleucinas (por exemplo,
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[I-6), sdo mais expressivos nos fluidos respiratorios do que no soro. Autopsias de
pulmbes mostram, como principal achado, injuria inflamatéria com dano alveolar
difuso bilateralmente (PEIRIS et al., 2021).

Dano alveolar difuso (DAD) é caracterizado por congestdo capilar, edema
intersticial, inflamacédo exudativa, infiltrado inflamatério mononuclear bilateral,
formacdo de membrana hialina que reveste a superficie dos alvéolos, atelectasia,
hemorragia intra-alveolar, descamacéo celular e depdésito de fibrina (TEUWEN et al.,
2020; PEIRIS et al., 2021),

A resposta inicial a injuria, fase exsudativa do DAD, ocorre na primeira semana
e se deve ao dano as barreiras endotelial e epitelial alveolar mediado por células da
resposta imune inata. Esse processo resulta em edema pelo acumulo de fluido rico
em proteinas dentro do intersticio e da superficie dos alvéolos. Os macrofagos
alveolares sdo ativados e secretam citocinas pro-inflamatérias que recrutam
neutroéfilos, monadcitos, macréfagos e ativam células epiteliais alveolares e células T
efetoras, perpetuando a inflamacéo e a leséo tecidual. A ativagao endotelial e a leséo
microvascular contribuem para a ruptura da barreira endotelial-epitelial alveolar,
agravando o dano. A amplificacdo do processo de lesdo endotelial pode levar a perda
da funcdo antitrombdética e anti-inflamatéria do endotélio normal. Com a disfuncao
endotelial, ocorre ativacdo plaquetaria e de complemento e acumulo de leucécitos na
microvasculatura. Os processos de reparo comecam durante a segunda fase do DAD,
fase de organizacéo/proliferacdo a partir da segunda semana apés a injdria inicial,
caracterizada por proliferacao intersticial de fibroblastos, miofibroblastos e vasos,
hiperplasia de pneumacitos tipo Il e metaplasia escamosa. Uma vez restabelecida a
integridade epitelial, a reabsor¢cdo do edema alveolar pode restaurar a arquitetura e a
funcao alveolar. A fase fibrética do DAD néo ocorre em todos 0s pacientes e pode ser
associada a ventilagdo mecéanica prolongada, sequelas pulmonares e mortalidade.
Todo o processo inflamatério pode alterar a estrutura funcional pulmonar e, também,
tornar o pulméao susceptivel a infec¢cdes secundarias devido a quebra da integridade
da barreira epitelial (PEIRIS et al., 2021; THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017). A
presenca de um estado de hipercoagulabilidade em pacientes com COVID-19 é
apoiada pela presenca de produtos de degradacao da fibrina e dimero-D aumentados,
microtromboses em diferentes 6rgaos e alta incidéncia de eventos tromboembodlicos.

A coagulopatia no contexto de lesao pulmonar é um dos aspectos importantes do DAD
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e explicada pela ativacdo da via extrinseca (TF - Fator Tecidual) devido a lesdo
tecidual e a via intrinseca (independente do TF) (PEIRIS et al., 2021).

A Figura 1 representa as interagbes vascular-tecidual pulmonar em pulmao
saudavel e na COVID-19 (Adaptada de TEUWEN et al., 2020).

Figura 1 — Interface vascular-tecidual pulmonar proposta para o estado normal do

pulméo e na COVID-19
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Fonte: Adaptado de TEUWEN et al. (2020).

No inicio de 2020 foi realizado um importante estudo anatomopatoldgico no
Brasil, conduzido por Duarte-Neto et al. (2020). Amostras de tecidos de véarios 6érgaos
foram obtidas por autépsias minimamente invasivas, guiadas por ultrassonografia, e
incluiu 10 individuos falecidos com COVID-19. As amostras foram submetidas a
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estudo histopatologico e RT-PCR para detec¢cédo de SARS-CoV-2. A mediana de idade
dos casos foi de 69 anos, a mediana de tempo do inicio dos sintomas a admisséo
hospitalar foi de 4,5 dias e a mediana de duracéo da doenca foi de 10 dias (intervalo
de 3 a 16 dias). As comorbidades mais frequentes foram HAS, DM e cardiopatia
isquémica crbnica. Todos apresentaram desconforto respiratorio grave por COVID-19,
3 faleceram nas primeiras 24 horas de hospitalizacdo e os demais foram admitidos
em CTI para VMI. Todos os casos apresentaram dano alveolar difuso (DAD)
exudativo/proliferativo, caracterizado principalmente por exudato alveolar intenso e
difuso, membrana hialina, edema septal e infiltracéo linfocitica leve a moderada. Havia
alteracdes pleomorficas nas células epiteliais alveolares, sugestivas de efeitos
citopéticos viral, com descamacéo epitelial difusa. As alteracdes epiteliais incluiam
citoplasma aumentado e distorcido, nucleos grandes, nucléolos eosinofilicos, células
gigantes e focos de metaplasia alveolar escamosa que se estendiam pelas vias
aéreas e tecido alveolar. O DAD proliferativo foi caracterizado por tecido fibroso mal
organizado nos septos alveolares e no limen alveolar, mais prevalente nos individuos
com cursos prolongados da doenca. Presenca de trombos nas arteriolas alveolares
(8 individuos) e alta densidade de megacariocitos alveolares. Seis individuos
apresentaram pneumonia supurativa secundaria. Os achados extrapulmonares foram
atribuidos a comorbidades como HAS e DM e caracterizados como esclerose de
arteriolas renais (10 individuos), hipertrofia de cardiomiécitos (9 individuos), fibrose
de miocardio (9 individuos), esclerose glomerular focal (7 individuos), esteatose
hepatica (6 individuos), doenca de pequenos vasos cerebrais (3 individuos). Achados
atribuidos ao choque, como congestéo hepéatica centrolobular (10 individuos) e leséo
tubular renal aguda (em todas 8 amostras renais). Achados de etiologias incertas,
podendo ser secundarios a infeccdo pelo SARS-CoV-2, inflamacdo sistémica ou
choque e caracterizados como infiltrado mononuclear perivascular superficial na pele,
miosite, orquite, miocardite linfomononuclear leve, alteracdes endoteliais de pequenos
vasos, hipoplasia linfoide no baco, glomerulopatia mesangial, células hepaticas de
Kupffer reativas e microtrombos de fibrina em glomérulos, pele, sinuséides hepaticos
e coracao (DUARTE-NETO et al., 2020).

Um artigo de revisdo de 58 estudos, com 662 individuos incluidos, teve
mediana de idade de 70 anos, 68% do sexo masculino e as comorbidades mais
frequentes foram: HAS, DM, doenca cardiovascular, obesidade e doencas pulmonar

cronica. Os achados anatomopatoldgicos gerais principais encontrados foram: dano
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alveolar difuso (DAD), lesdo endotelial, trombos em multiplos 6rgaos, lesdo por
choque em multiplos 6rgaos. Foram descritas lesdes pulmonares por COVID-19 em
263 individuos, sendo DAD o principal achado. Efeito citopatico viral foi descrito em
pneumacitos e células epiteliais alveolares. O SARS-CoV-2 foi detectado em 48 de 53
pulmbes por RT-PCR, 29 de 43 por imuno-histoquimica (IHQ), 13 de 23 por
hibridizacao in situ (ISH), 3 de 8 por Next-Generation Sequencing (NGS), e 6 de 6 por
cultura. Proteina viral foi detectada principalmente na fase de DAD agudo. Usando
RT-PCR, maior nimero de copias de RNA foram detectados no tecido pulmonar do
gue no cérebro, coracao, testiculos e rins. Estudo histolégico cardiaco de 184
individuos teve como achados agudos atribuidos a COVID-19: miocardite, necrose de
midcitos, infiltrado linfocitico epicardico, endotelite linfocitica, infiltrado linfocitico e
macrofagos intersticiais, microtrombos na microvasculatura. Material genético viral foi
detectado por RT-PCR em 39 de 66 individuos. HIQ foi realizada em 1 caso e foi
negativa. Estudo histolégico renal de 189 individuos teve como achados associados
a COVID-19: lesdo tubular aguda, dilatacdo tubular, descamacao de células epiteliais,
debris luminais e vacuolizacdo citoplasmatica, necrose cortical franca, cilindros
tubulares pigmentados / rabdomidlise, pielonefrite aguda, microangiopatia trombaotica
com leséo endotelial e trombo glomerular ou arteriolar. RNA viral foi positivo em 8 de
15 individuos por RT-PCR. HIQ mostrou proteina viral nos tabulos renais em 3 de 32
individuos. Dados histol6gicos de figado de 164 individuos apresentaram, com maior
frequéncia, congestdo centrolobular, que pode ser atribuida a choque, esteatose
hepatica leve a moderada macrovesicular e centro lobular, provavelmente associados
a DM e obesidade, necrose de hepatdcitos em 23 casos, hepatécitos apoptoticos,
infiltrado linfocitico periportal leve a moderado, colestase com tampdes biliares
canaliculares e pleomorfismo nuclear de colangiocitos. RT-PCR para SARS-CoV-2 foi
positivo em 10 de 31 individuos, com titulos elevados em 6 casos. Dados de baco de
161 individuos teve entre os achados: deplecdo de linfocitos, necrose
parenquimatosa, atrofia de polpa branca, congestdo, hemorragia, infarto, vasculite e
trombose arterial, esplenite aguda, infiltracdo de neutréfilos e hemofagocitose.
Manifestagdes histologicas de SNC mostraram principalmente alteracdes crbénicas. As
principais manifestacées agudas foram lesdo hipdxica aguda, encefalite, meningite
linfocitica, sangramento petequial, lesdo degenerativa axonal. Sinais de doencas

cronicas como areas de fibrose cardiaca, esteatose hepatica macrovesicular e
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centrolobular, nefropatia diabética e hipertensiva foram encontradas (CARAMASCHI
et al., 2021).

Outra revisao de literatura avaliou 75 estudos e 603 casos de COVID-19, com
mediana de idade de 68 anos, 70,9% masculinos e as comorbidades mais frequentes
foram: HAS, DM, doenca cardiovascular e obesidade. Nos pulmdes os achados mais
comuns foram dano alveolar difuso em 92% dos casos e broncopneumonia aguda
sobreposta em 27%. No figado, hepatite em 21%. No coragdo, miocardite em 11,4%.
Microtrombos descritos em placenta (57,9%), pulméo (38%), rim (20%), sistema
nervoso central (18%) e trato gastrointestinal (2%). AlteracBes de células endotelial
em pulmao (18%) e coracdo (4%). Alteragcbes hemodinamicas, como hipdxia e
congestdo, foram comuns no rim (53%), figado (48%), SNC (31%) e TGI (18%).
Particulas do virus SARS-CoV-2 foram demonstradas em células especificas dos

orgaos na traqueia, pulmao, figado, intestino grosso, rim, SNC (PEIRIS et al., 2021).

2.5 Apresentacéao clinica da COVID-19

O SARS-CoV-2 é transmitido principalmente através de particulas respiratérias
e o periodo médio de incubacao, apds infeccéo pelo virus, é de 4 dias (variacao de 2
a 7 dias), podendo durar até 14 dias (HU et al., 2021; GUAN et al., 2020). Os
infectados podem comecar a transmitir o virus 1 a 3 dias antes do inicio dos sintomas.
Altos niveis virais estdo presentes na nasofaringe imediatamente antes do inicio dos
sintomas e nos primeiros dias seguintes. Esses niveis virais caem no periodo de 1 a
2 semanas (CEVIK et al., 2020). Os anticorpos aumentam gradualmente a partir da
primeira semana de infeccdo e geralmente sdo detectaveis no 14° dia em diante
(CEVIK et al., 2020).

2.5.1 Espectros clinicos da COVID-19

O espectro clinico da infeccdo / doenca pelo SARS-CoV-2 pode variar de
infeccdo assintomatica a pneumonia grave, sindrome do desconforto respiratério
agudo (SDRA) e morte. A doenca grave geralmente se desenvolve a partir do 8° dia
apos o inicio dos sintomas e doenca critica e a morte ocorre em aproximadamente 16
dias (HU et al., 2021).
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Estudo na China com 72.314 individuos infectados com COVID-19 mostrou que
81% apresentaram doenca leve (definidos neste estudo como auséncia de pneumonia
ou pneumonia leve). Casos graves foram 14% (definidos como dispneia, frequéncia
respiratoria = 30 respiragdes / minuto, saturacao de Oz < 93%, raz&o entre a pressao
parcial arterial de oxigénio e a fracao inspirada de oxigénio [PaO2/FiOz] < 300 mmHg,
infiltrados pulmonares > 50% do parénquima pulmonar dentro de 24 a 48 horas).
Casos criticos foram 5%, definidos como insuficiéncia respiratéria, choque séptico
e/ou disfuncéo ou falha de multiplos 6rgédos (WU; MCGOOGAN, 2020).

O National Institutes of Health, COVID-19 Treatment Guidelines (NATIONAL
INSTITUTES OF HEALTH, 2022), classifica os espectros clinicos da infec¢do pelo
SARS-CoV-2 / COVID-19 em:

Infeccdo assintomética ou pré-sintomatica: apresenta teste virolégico positivo
para SARS-CoV-2 (teste de amplificacéo de acido nucleico ou teste de antigeno), mas
sem sintomas clinicos de COVID-19.

Doenca leve: apresenta sinais e sintomas inespecificos como febre, tosse, dor
de garganta, mal-estar, dor de cabeca, dor muscular, ndusea, vomito, diarreia, perda
de paladar e olfato, mas sem esforco respiratorio, sem dispneia ou alteracdes
radioldgicas.

Doenca moderada: apresenta evidéncias de acometimento respiratoria inferior
a avaliacao clinica ou de imagem, tomografia de térax apresenta infiltrado pulmonar <
50% do parénquima pulmonar, saturacao de oxigénio (SpO2) = 94% em ar ambiente.

Doencga grave: apresenta SpO2< 94% em ar ambiente, PaO2/FiO2 < 300
mmHg, frequéncia respiratoria > 30 respiracdes / minuto ou infiltrados pulmonares >
50% do parénquima pulmonar dentro de 24 a 48 horas. Esses pacientes podem
apresentar rapida deterioracao clinica.

Doenca critica: apresenta insuficiéncia respiratoria, choque séptico, disfuncéo
de multiplos 6rgaos.

A Figura 2 representa a evolucao temporal da infeccéo pelo SARS-CoV-2 e da
COVID-19 (CEVIK et al., 2020).
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Figura 2 — Evolucao da infeccéo pelo SARS-CoV-2 e da COVID-19
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Fonte: Adaptado de CEVIK et al. (2020).

As imagens de torax dos pacientes com COVID-19 variam de normais,
principalmente no inicio da infeccédo, a frequentes opacidades multifocais bilaterais e
opacidades em vidro fosco periféricas, em graus variados, podendo evoluir para
consolidagdes pulmonares extensas (SHI et al., 2020).

2.5.2 Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo — SDRA

A sindrome do desconforto respiratério aguda (SDRA) é uma lesédo pulmonar
inflamatoria aguda, difusa, que causa aumento da permeabilidade vascular e do peso
pulmonar por edema inflamatoério e conseguinte perda de tecido pulmonar aerado. As
caracteristicas clinicas da SDRA séo hipoxemia e opacidades radiograficas bilaterais
associadas a diminuicdo da complacéncia pulmonar. A marca morfologica da fase
aguda é o dano alveolar difuso (THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017).

Os fatores de risco para SDRA tém evolucdo aguda. Podem ser pneumonias
(bacteriana, viral, fungica), aspiracao de conteudo gastrico, contusdo pulmonar, injaria
inalatoria, sepse, choque (hemorragico, por exemplo), trauma ndo pulmonar, grande

gueimado, overdose de drogas, transfusdo de derivados de sangue, fatores que
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causam resposta inflamatoria aguda. Pneumonia, aspiracdo de conteudo gastrico e
sepse somam 85% das causas de SDRA. Quadros que mimetizam SDRA tém
evolucao mais indolente e sé@o, por exemplo, insuficiéncia cardiaca, doenca pulmonar
intersticial, como pneumonia de hipersensibilidade e pneumonia intersticial aguda,
hemorragia alveolar difusa por vasculites, doenca pulmonar induzida por drogas como
amiodarona, carcinoma metastatico, tuberculose endobronquial, doencas do tecido
conectivo (THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017).

O diagnostico da SDRA é feito usando os critérios de Berlim e considera 3 itens:
1) Inicio agudo, até 7 dias da lesdo desencadeante. 2) Grau de hipoxemia, avaliado
em pressdo expiratoria final positiva (PEEP) minima. A PEEP pode afetar
marcadamente a PaO2/FiOz, portanto, um nivel minimo de PEEP (5 cmH20), que pode
ser administrado de forma nao invasiva na SDRA leve, foi incluido na definicdo de
SDRA. 3) Opacidades pulmonares confluentes, difusas, com uma silhueta
cardiotoracico estreita (sugerindo edema néo cardiogénico) na radiografia de térax ou
tomografia. Edema hidrostatico na forma de insuficiéncia cardiaca ou excesso de
fluido podem coexistir com SDRA, desde que a insuficiéncia respiratéria ndo seja
totalmente explicada por falha de bomba cardiaca ou sobrecarga de fluido. PEEP e/ou
ECO podem ajudar a elucida-los (ARDS DEFINITION TASK FORCE, et al. 2012,
THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017).

De acordo com o grau de hipoxemia, a SDRA é estratificada como (ARDS
DEFINITION TASK FORCE et al., 2012):
-Leve: razdo PaO2/FiO2 de 201 — 300mmHg, mortalidade de 27%;
-Moderada: razdo PaO2/FiO2 de 101 - 200mmHg, mortalidade de 32%;
-Grave: razdo PaO2/FiO2 < 100mmHg, mortalidade de 45%.

O correlato histologico da SDRA ¢é o “dano alveolar difuso - DAD”. No entanto,
a definicdo de Berlim tem baixa especificidade para DAD. No exame post mortem,
40% a 58% dos pacientes com diagnadstico clinico de SDRA moderada a grave tinham
DAD. Edema Agudo de Pulm&o e pneumonia sem membrana hialina sdo achados
comuns mimetizados de SDRA (THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017).

2.5.3 Infeccbes concomitantes com COVID-19

Doentes com COVID-19 podem apresentar coinfecgcbes comunitarias
associadas ou desenvolver coinfec¢des durante o curso da doenga. Pessoas mais
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velhas, com comorbidades e/ou imunocomprometidos apresentam maior risco. Uma
revisdo de literatura avaliou 806 doentes com COVID-19 e mostrou que uma grande
parcela recebeu tratamento antimicrobiano empirico, enquanto apenas 62 (8%)
tiveram coinfeccdo bacteriana / fungica firmadas durante admissdo hospitalar
(RAWSON et al., 2020). Uma reviséo sisteméatica e meta-analise com 3834 doentes
hospitalizados com COVID-19 mostrou que 7% tiveram coinfeccdo bacteriana,
percentual que aumentou para 14% em estudos que incluiram somente pacientes em
terapia intensiva (LANSBURY et al., 2020). Outro estudo envolvendo 3028 doentes
com COVID-19 identificou coinfec¢cdes comunitarias em 6% e infeccdo relacionada a
assisténcia a saude (IRAS), confirmadas microbiologicamente, em 12%. Infeccdes
fungicas em 2,19% dos 3028 pacientes. Nesse estudo, das IRAS, 57% foram
causadas por bactérias gram negativas e 19% por fungos. A imensa maioria dos
fungos presentes nas hemoculturas foram espécies de Candida. Ventilacdo mecanica
invasiva, internacdo prolongada, internacdo em CTIl e uso de esteroides foram
preditores independentes de IRAS em pacientes hospitalizados com COVID-19
(KUBIN et al., 2021).

Um estudo de coorte prospectiva, multicéntrica, envolvendo 135 adultos em
cuidados de terapia intensiva, com objetivo de determinar a incidéncia, os fatores de
risco e o impacto da doenca fangica invasiva em adultos com COVID-19 e desconforto
respiratério grave encontrou incidéncia de 14,1% de Aspergilose Pulmonar Associada
a COVID-19. Essas infec¢cdes sao observadas principalmente em pacientes
imunocomprometidos, usuarios de corticoides, portadores de doenca respiratoria
cronica e em pacientes sob ventilacdo mecénica em unidade de terapia intensiva
(WHITE et al., 2021).

2.5.4 Sindrome Inflamatoéria Multissistémica em Adultos - MIS-A - por COVID-19

Um quadro sistémico denominado sindrome inflamatoria multissistémica em
adultos (MIS-A) foi descrito. Um estudo envolvendo 221 doentes com MIS-A teve
mediana de idade de 21 anos (variagéo de 19 — 34 anos), 70% do sexo masculino e
cerca de metade dos doentes nao tinham historico de comorbidades. Os sinais e
sintomas mais frequentes foram febres, hipotensao, alteracdes cardiacas, dispneia e
diarreia. Total de 7% evoluiram a Obito. A maioria dos doentes tinha elevacdo de
marcadores inflamatérios, distirbio da coagulacdo e teste soroldgico positivo para
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SARS-CoV-2 (PATEL et al., 2021). Sdo doentes com evidéncia de infeccdo por SARS-
CoV-2 documentada por teste molecular, teste de antigeno ou de anticorpo,
apresentam marcadores laboratoriais de inflamac¢do aumentados (proteina C reativa,
ferritina, dimero-D, enzimas cardiacas, enzimas hepaticas e creatinina), apresentam
varios sinais e sintomas como febre, sinais cardiovasculares, gastrointestinais,
dermatoldgicas e neurologicas, mas com sintomas respiratérios minimos (HU et al.,
2021).
A MIS-A é definida pelos seguintes critérios (HU et al., 2021):

Doencga grave em individuo com idade 2 21 anos;
Infeccéo atual ou passada com SARS-CoV-2;

Disfungéo grave em um ou mais sistemas de 6rgédos extrapulmonares;

A

Evidéncia laboratorial de marcadores inflamatorios elevados (por exemplo,
PCR, ferritina, dimero-D, interleucina 6);

5. Auséncia de doenca respiratéria grave; e

6. Auséncia de um diagndstico alternativo.

Os achados sugerem que a MIS-A é uma condicao hiperinflamatéria grave,
com disfuncbes de mdltiplos 6érgaos extrapulmonares, que se apresenta
aproximadamente 4 semanas apos inicio de um quadro de COVID-19 aguda (PATEL
et al., 2021).

2.6 Apresentacdo da COVID-19 grave / critica em CTI

A medida que a pandemia avancou, varios fatores como idade > 60 anos,
sexo masculino e presenca de comorbidades foram associados ao risco aumentado
de doenca grave e morte na COVID-19. Parametros laboratoriais como linfopenia,
neutrofilia, creatinina sérica aumentada, troponina | cardiaca hipersensivel
aumentada, alteracdes associadas ao estado inflamatério como proteina C reativa
(PCR), lactato desidrogenase (LDH), ferritina, dimero-D e procalcitonina
aumentados e dados de oxigenacdo, como razdo PaO2/FiO2 diminuida, foram
identificados como fatores de mau prognoéstico, como apresentam os estudos citados

abaixo. Escores usados anteriormente em unidades de terapia intensiva para estimar
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gravidade / mortalidade, como APACHE Il e SOFA, foram avaliados para doentes
com COVID-19, como mostrado abaixo.

Em uma reviséo sistematica da literatura, Zheng et al. (2020) mostraram que
os sintomas de falta de ar e dispneia foram associados com a progresséo para doenga
critica ou fatal (ZHENG et al., 2020). Dispneia foi 0 Unico sintoma preditor para doenca
grave e admissdo em CTIl em uma revisao de literatura que incluiu 1813 doentes com
COVID-19 (AIN; YUAN, 2020). Dispneia € uma indicativa de envolvimento pulmonar
e doenca mais grave, mas ha relatos de "hipdxia silenciosa" em que as saturacoes de
oxigénio podem cair e precipitar insuficiéncia respiratéria aguda na auséncia de
dispneia ou outros sintomas respiratorios expressivos (GATTINONI et al., 2020).

Sobre achados laboratoriais, a revisédo sisteméatica da literatura e meta-analise
feita por Zheng et al. (2020) encontrou que AST, creatinina sérica, troponina | cardiaca
hipersensivel, procalcitonina, LDH e dimero-D aumentados foram associados a
progressdo para doenca grave por COVID-19, enquanto leucdcitos < 4x109/L
significou melhor resultado clinico (ZHENG et al., 2020). Outra revisdo sistematica da
literatura evidenciou que LDH sérico aumentado e linfopenia foram associados a
doenca grave por COVID-19, enquanto contagem de células CD3+CD8+ < 75
células/ul, insuficiéncia renal aguda estagios 2 e 3, proteinuria =2 1+, hematuria = 1+,
dimero-D e creatinina aumentados estdo associados a mortalidade (SETIATI et al.,
2020). Outra meta-andlise encontrou risco de mortalidade maior em pacientes com
idade avancada, sexo masculino, dispneia, diabetes e hipertenséo arterial sistémica.
Entre os exames laboratoriais, leucocitose (>10,0 x10%L), linfopenia (<1,1 x109/L),
PCR elevada (>100mg/L), LDH (>250U/L), dimero-D (>1mg/L) tiveram maiores riscos
de doenca grave e de mortalidade (CHIDAMBARAM et al., 2020).

Idade > 60 anos e comorbidades aumentam o risco de desenvolver sindrome
do desconforto respiratorio agudo (SDRA) e morte (WU et al. 2020). A definigdo clinica
de SDRA é baseada nos critérios de Berlim (ARDS DEFINITION TASK FORCE et al.,
2012). Um estudo envolvendo 201 participantes avaliou SDRA e morte em pacientes
com pneumonia por COVID-19. A mediana de idade foi de 51 anos (variagao de 43-
60 anos) e 63,7% do sexo masculino. Os fatores de risco associados com o
desenvolvimento e progresséo de SDRA para morte foram idade avancada,
neutrofilia, disfuncéo plaquetaria e de orgaos, LDH e dimero-D aumentados (WU et
al., 2020).
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Estudo realizado na regido da Lombardia, Italia, encontrou que 87,3% de 3355
doentes com COVID-19 necessitaram ventilacdo mecanica invasiva (VMI) na
admissao em CTl e mediana de 10 dias de VMI. Evidenciaram que niveis elevados de
pressao expiratoria final positiva (PEEP > 12cmH20), fracdo inspirada de oxigénio
(FiO2) 2 60% e baixa razao PaO2/FiO2 (abaixo de 200 mmHg e, principalmente, abaixo
de 100mmHg) na admissdo em CTI foram fatores independentes associados a
mortalidade (GRASSELLI et al., 2020).

Comorbidades que compdem a sindrome metabdlica mostram-se associadas
as formas graves de COVID-19 em estudos. Obesidade e os disturbios metabdlicos
sdo acompanhados por inflamacdo crénica de baixo grau, desviando
permanentemente o sistema imunoldgico para um fenoétipo pré-inflamatorio (SALTIEL;
OLEFSKY, 2017). Sindrome metabdlica é definida pela American Heart Association
(AHA) como um grupo de 5 fatores de risco que podem causar doencas cardiacas,
diabetes, acidente vascular cerebral, entre outros. Deve ser diagnosticada quando 3
ou mais dos seguintes fatores estdo presentes: 1- glicose sérica aumentada (glicemia
jejum >100mg/dl ou necessidade de medicacédo), 2- baixos niveis de HDL colesterol
sérico (homem <40mg/dl e mulher <50mg/dl), 3- altos niveis de triglicerideos séricos
(>150mg/dl ou necessidade de medicamento), 4- obesidade abdominal (cintura
abdominal em homens > 102cm e mulheres >88cm), 5- hipertenséo arterial sistémica
(>130/85mmHg ou necessidade de medicacdo). Embora cada um desses sejam
fatores de risco cardiovascular, a associacado desses fatores na sindrome metabdlica
aumenta as chances de complicacdes cardiovasculares.

Um estudo multicéntrico comparou dados de 5069 participantes com sindrome
metabdlica (definida como 3 dos critérios: obesidade, pré-diabetes ou DM, HAS e
dislipidemia) e uma populacdo controle de 23971 participantes sem sindrome
metabdlica. Todos os participantes com diagnéstico de COVID-19. Sindrome
metabdlica foi associada com aumento do risco de internagdo em CTI, VMI, SDRA,
hospitalizagéo prolongada e morte. Cada critério adicional da sindrome foi associado
ao aumento do risco de SDRA. Os achados do estudo sugerem a associacédo de
sindrome metabdlica com aumento do risco de SDRA e morte em pacientes
hospitalizados com COVID-19 (DENSON et al., 2021).

Estudo retrospectivo, multicéntrico, envolvendo 191 participantes (137 tiveram
alta hospitalar e 54 faleceram hospitalizados), evidenciou chances aumentadas de

mortalidade intra-hospitalar associadas a idade avancada, maior escore SOFA e



33

dimero-D maior que 1p/ml na admissao hospitalar. Comorbidades foram presentes
em 48% dos participantes (30% HAS, 19% DM, 8% doenca cardiovascular). A
mediana de idade dos 6bitos foi de 69 anos (variagdo de 63-76 anos). Elevados niveis
seéricos de IL-6, troponina cardiaca | altamente sensivel e LDH e linfopenia foram mais
frequentes na COVID-19 grave (ZHOU et al., 2020).

Para avaliar fatores progndsticos da COVID-19 e escores clinicos, um estudo
incluiu 257 doentes maiores de 18 anos com doen¢a moderada, grave e critica por
COVID-19. Os escores clinicos avaliados foram: Avaliacdo Sequencial de Faléncia
Organica (SOFA), SOFA rapido (qSOFA), escore de Alerta Precoce (Modified Early
Warning Scores - MEWS), CURB-65, Escala de Coma Glasgow (ECG), e indice de
Comorbidade de Charlson (CCI). Na analise de regressao logistica, pontua¢cdes mais
altas de SOFA e critérios de gravidade de pneumonia CURB-65 foram significativos
na previsao de mortalidade na admissdo. Em relacéo a predicdo de mortalidade em
30 dias, os valores de corte 6timos encontrados foram: SOFA > 2 pontos, sensibilidade
de 70,27%, especificidade de 85,45%, e CURB-65 = 2 pontos, sensibilidade de
59,46%, especificidade de 86,36%. Além disso, dimero-D, ferritina, leucocitos e
neutréfilos aumentaram significativamente apds admissdo nos participantes que
evoluiram a 6bito (ONAL et al., 2022).

Estudo com 125 doentes com COVID-19 teve idade avancada, doenca
isquémica do coragéo e tabagismo significativamente associados a mortalidade na
COVID-19. Niveis elevados de dimero-D e LDH e contagens reduzidas de linfocitos
foram preditores de mortalidade. Curva ROC para pontuacdo SOFA apresentou um
valor de corte = 3,5 (sensibilidade 91,7% e especificidade 87,5%) (CHAUHAN et al.,
2021).

2.7 Escores de gravidade/mortalidade na COVID-19

Unidades de terapia intensiva frequentemente empregam sistemas de
pontuacao de gravidade e, também, critérios clinicos validados para estratificar o risco
do paciente e avaliar o prognostico. Dois escores frequentemente usados sdo
APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il) e 0 SOFA (Sequential

Organ Failure Assessment Scores).
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2.7.1 APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 1)

O APACHE Il é um sistema de pontuagdo que estima mortalidade de doentes
criticos em CTI. Publicado em 1985 por Knaus et al.,, 0o APACHE Il é calculado a partir
da soma de 12 dados clinicos, fisioldgicos e laboratoriais coletados de rotina, idade e
histérico prévio de comorbidades, para fornecer uma medida geral da gravidade da
doenca e o risco de 6bito nas primeiras 24 horas de CTI (KNAUS et al., 1985).

Os dados pontuados sao: temperatura, pressado arterial média, frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratoria, oxigenacao, bicarbonato sérico, pH arterial, sodio
sérico, potassio sérico, creatinina sérica, hematdcrito, leucécitos, Escala de Coma
Glasgow, idade e problemas cronicos de saude. O APACHE Il tem pontua¢do minima
0 e maxima 71. O aumento da pontuacgéo esta associado a aumento do risco de morte
hospitalar (KNAUS et al., 1985).

Tabela 1 - Relagdo aproximada entre APACHE Il e mortalidade hospitalar para

pacientes nao cirdrgicos.

Pontuacdo APACHE Il Taxa de Mortalidade
0 - 4 pontos 4%
5 - 9 pontos 8%
10 - 14 pontos 15%
15 - 19 pontos 24%
20 - 24 pontos 40%
25 - 29 pontos 55%
30 - 34 pontos 73%
=35 pontos 85%

Fonte: KNAUS et al., 1985

Pontuacgao = 20 nas primeiras 24h de admissao, mortalidade = 40% (KNAUS et
al., 1985).
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2.7.2 SOFA (Sequential Organ Failure Assessment Scores)

O SOFA (Sequential Organ Failure Assessment Scores) é uma ferramenta de
pontuacgéo validado como preditor de disfungdes organicas e mortalidade e pode ser
empregado ao longo do tempo de internacdo no CTI. Consiste em 6 variaveis, cada
uma representando um sistema de O6rgdos (respiratorio, coagulacédo, hepatico,
cardiovascular, neurolégico e renal). Pontua disfungéo organica de cada sistema de 0
(normal) a 4 (mais alto grau de disfun¢éo), sendo a pontuacdo maxima de 24 (SINGER
et al., 2016; WILLIAMS et al., 2017; FERREIRA et al., 2001).

Em 2001 foi publicado um estudo que analisou as tendéncias das pontuacdes
do SOFA: Pontuacdo SOFA inicial (0-24 pontos, feita na admissédo), A-SOFA
(diferenca entre 2 pontuacdes subsequentes), pontuacdo SOFA mais alta (maior valor
registrado durante a permanéncia no CTI) e pontuacdo SOFA média (razédo entre o
SOFA total e o tempo de permanéncia no CTI), e suas correlagcdes com mortalidade.
Pontuacdo SOFA total € a soma de todas as pontuacbes SOFA diarias para cada
paciente (FERREIRA et al., 2001).

Pontuacdo SOFA inicial maior que 11 previu uma taxa de mortalidade de 95%.
Pontuacdo SOFA inicial menor que 9 previu uma taxa de mortalidade de menos de
33%. Pontuacbes SOFA mais alta maiores que 11 foram associadas a uma taxa de
mortalidade maior que 80%. Pontuacdo SOFA média maior que 5 correlacionou com
mortalidade maior que 80%. O valor preditivo da pontuacdo SOFA média foi
independente do tempo de permanéncia no CTl (FERREIRA et al., 2001).

Na avaliacdo das tendéncias da pontuacdo de SOFA nas primeiras 96 horas
de admisséao no CTI, independentemente da pontuacao inicial, a mortalidade foi de
pelo menos 50% quando a pontuacdo aumentou, 27% a 35% quando a pontuagao
nao alterou e menor que 27% quando a pontuacdo diminuiu. As diferengas na
mortalidade foram mais bem preditas nas primeiras 48 horas. Nas primeiras 48 horas
de internacdo, uma diminuicdo na pontuacdo foi associada com uma mortalidade
menor que 6%, exceto quando pontuacdo SOFA inicial > 11. Nas primeiras 48 horas
da internacdo, a nao alteragcdo ou o aumento da pontuagédo foram associados com
uma taxa de mortalidade de 37% quando SOFA inicial foi de 2-7 e de 60% quando o
SOFA inicial foi de 8-11 (FERREIRA et al., 2001).

Moreno et al. (1999) mostraram que a pontuacdo SOFA inicial pode quantificar

o grau de disfungdo orgéanica na admissdo, que a A-SOFA pode demonstrar a



36

evolucao da disfuncéo orgéanica que se desenvolve durante a internacédo no CTl e que
a pontuacdo maxima total pode representar o grau de disfuncdes organicas
acumulada pelo paciente. Descobriu que a disfuncdo méaxima renal, hepética e da
coagulacéo podem desenvolver ao longo de dias, de modo que a pontuacao de SOFA
inicial e nas primeiras 48 horas podem nao refletir a extensdo total da disfungéo
organica (MORENO et al., 1999).

Um ponto forte da pontuacdo SOFA é que a maioria dos dados usados para o
calculo sdo rotineiramente disponiveis nos prontuarios. Porém, o componente
neuroldgico do SOFA geralmente é baseado na Escala de Coma de Glasgow (ECG)
(BASTOS et al., 1993), dificil de ser calculado em pacientes intubados para ventilacao
mecanica invasiva e em uso de sedacdes para manejo ventilatorio. A ECG pontua
resposta verbal, resposta motora e abertura ocular (abertura ocular 1 a 4 pontos,
resposta verbal 1 a 5 pontos, resposta motora 1 a 6 pontos). O SOFA modificado
substitui a ECG pela escala RASS (Richmond Agitation-Sedation Scale) (SESSLER
et al.,, 2002). A escala RASS classifica a qualidade da sedacdo e analgesia, 0
componente de agitacdo, o nivel de excitacdo do doente em meio a tudo que pode
afetar seu cérebro durante a doenca, incluindo sedacdes, e depende da capacidade
motora do paciente, muitas vezes prejudicados por blogueadores neuromusculares.
RASS é uma escala confiavel para avaliar o despertar ao longo do tempo de
internacdo em CTI, em ventilagdo mecanica ou nado, e validada para uso
(VASILEVSKIS et al., 2016). O estudo que validou o SOFA usando a escala RASS,
mostrou que, seja usando RASS ou ECG, a pontuacdo de SOFA de admissao foi
menos precisa do que a pontuacdo SOFA média ao prever mortalidade, sugerindo um
papel mais limitado para avaliacdo de risco no momento da admissdo no CTI.
Encontrou a pontuagdo SOFA média como preditor de mortalidade (VASILEVSKIS et
al., 2016).

Remover os efeitos da sedacao e de bloqueadores musculares, em especial na
SDRA por COVID-19 grave / critica, em muitas situacdes € muito dificil, principalmente

em contexto de comprometimento respiratorio grave e de manejo ventilatério dificil.
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Sistemas Variaveis 0 1 2 3 4
Respiratorio PaO2/FiOz, >400 <400 <300 <200 <100
mmHg
Coagulacao Plaguetas >150 <150 <100 <50 <20
x103/uL
Hepatico Bilirrubina <1,2 1,2-19 2,059 6,0- >12,0
mg/dl 11,9
Cardiovascular Hipotenséao Sem PAM< Dop<5 Dop Dop
hipotensdo 70mmhg ou Dob >5,  >15 Ep
qualquer Ep >0,1, ou
dosef <0,1, Nor
ou >0,1%
Nors
0,1%
Sistema ECG 15 13-14 10-12 6-9 <6
Nervoso
Central
Renal Cr mg/dl ou <1,2 1,2-19 2,034 3,5 >500u
diurese ml/d 4,9 <200
ou
<500

Notas: PaO:2: presséo arterial de O2; FiO2: Fracéo inspirada de oxigénio; ECG: Escala de Coma
Glasgow; Cr: creatinina; PAM: Presséo Arterial Média; Dop: dopamina; Dob: dobutamina; Ep:

epinefrina; Nor: norepinefrina

T Agente adrenérgico administrado por pelo menos 1 hora (doses em p/kg/minuto).

Fonte: FERREIRA et al., 2001.
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3. JUSTIFICATIVA

A pandemia da COVID-19, Coronavirus disease 2019, declarada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 11 de margo de 2020, resultado de infec¢do
humana pelo Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2, iniciou
na China em dezembro de 2019 e rapidamente espalhou-se pelo mundo desafiando
intensamente a vigilancia epidemioldgica e impondo sérias ameacas a organizacao
dos sistemas de saude (CUCINOTTA; VANELLI, 2020).

Causada por um virus altamente transmissivel, associada a abundancia de
viagens internacionais conectando todo o planeta, a desigualdade de acesso as
vacinas no mundo e ao potencial de muta¢des aleatorias pelo SARS-CoV-2, a COVID-
19 mostrou-se, e se mantém, de extrema importancia para saude publica mundial.

Globalmente, até 10 de junho de 2022 foram mais de 500 milhdes de casos de
infeccdo pelo SARS-CoV-2 notificados a OMS e mais de 6 milhdes de mortes em todo
0 mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). Os Estados Unidos da América
lideram com o maior niumero de casos confirmados de infeccédo pelo SARS-CoV-2 no
planeta, seguidos pela India e em terceiro lugar pelo Brasil (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2022). No Brasil, segundo os ultimos dados da OMS, até o dia 03
de junho de 2022 foram confirmados 31.019.038 casos de COVID-19 e mais de 666
mil ébitos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022).

Assim, torna-se essencial o estudo clinicopatolégico da COVID-19 fatal para
maior conhecimento da evolug¢édo da doenca e para as tomadas de decisdes clinica e
de gestdo do sistema de salude baseadas em classicas evidéncias cientificas.
Recentes revisdes sobre a patogénese e lesbes pulmonares causadas pelo SARS-
CoV-2 (CARAMASCHI et al., 2021; DUARTE-NETO et al., 2020) favorecem o quadro
de dano alveolar difuso, indicativo da fase inicial da sindrome respiratéria aguda grave
- SRAG, caracterizada por edema pulmonar, formagdo de membrana hialina e
presenca de resposta inflamatoria (CARAMASCHI et al., 2021; DUARTE-NETO et al.,
2020). Sabe-se que a COVID-19 afeta principalmente os pulmdes, mas estudos
histol6gicos evidenciam o acometimento de mudltiplos outros 6rgdos como rim,
coracao, baco, figado, cérebro, testiculos, linfonodos, intestino e pele (CARAMASCHI
et al.,, 2021; DUARTE-NETO et al., 2020; PEIRIS et al., 2021). Vérios estudos

descreveram os principais marcadores laboratoriais alterados na hospitalizacdo dos
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doentes que progridem para forma grave da doenca, como PCR, LDH, dimero-D,
linfécitos, leucacitos, neutrdéfilos, ureia, creatinina, indice de oxigenacao e a influéncia
da idade e das comorbidades na evolugao da doenca (ZHENG et al., 2020; SETIATI
et al., 2020; CHIDAMBARAM et al., 2020; GRASSELLI et al., 2020). Os classicos
escores de prognostico, APACHE Il e SOFA inicial (KNAUS et al., 1985; FERREIRA
et al., 2001), avaliados nas primeiras 24 horas da admissao hospitalar tem se
mostrado insuficientes para se fazer progndstico, com boa precisdo, de uma doenca
que estad em evolucéo diaria. As disfunc6es maximas renal, hepética e da coagulacdo
podem desenvolver ao longo de dias, de modo que a pontuacédo de SOFA inicial pode
nao refletir a extenséao total da disfuncao organica (MORENO et al., 1999).

Assim, um estudo avaliando dados clinicos, demograficos, radiol6gicos,
marcadores laboratoriais e a evolucdo da doenca e o0s principais achados
histopatoldégicos em multiplos 6rgdos, em uma analise clinicopatolégica, podem
contribuir para o melhor entendimento da doenca e da histéria natural da infec¢cdo nos

seres humanos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Descrever e analisar as caracteristicas clinicopatolégicas da COVID-19 em

casos fatais.

4.2 Objetivos especificos

1. Descrever aspectos clinicos, laboratoriais e radiologicos da populacao do estudo;
2. Caracterizar as lesfes histopatolégicas em amostras de autdpsias minimamente
invasivas;

3. Detectar o SARS-CoV-2 em amostras de tecido por imuno-histoquimica;

4. Associar as lesfes histopatologicas aos dados clinicos, radiolégicos e laboratoriais

da populacéo do estudo.
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5. POPULACAO E METODOLOGIA

5.1 Aspectos éticos do estudo

Estudo cadastrado na Plataforma Brasil e aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa da UFMG, FIOCRUZ Minas e FHEMIG (ANEXO A). As pesquisas foram
iniciadas somente ap0s autorizacdo ética, por meio de parecer consubstanciado,
seguindo todas as orientacdes de Boas Praticas em Pesquisa Clinica e cumprindo
rigorosamente a Resolugdo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude. A pesquisa
foi realizada no Brasil e respeitou a Lei da Biodiversidade, n® 13.123, de 20 de maio
de 2015 (BRASIL, 2015).

5.2 Delineamento metodoldgico

5.2.1 Desenho do estudo

Trata-se de estudo primario, unicéntrico e observacional, do tipo transversal,
realizado no Centro de Tratamento Intensivo do Hospital Eduardo de Menezes (HEM)
— FHEMIG, Servico de Imuno-histoquimica do Instituto René Rachou — FIOCRUZ
Minas e Departamento de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicinada da
UFMG, no periodo de agosto de 2020 a maio de 2022.

5.2.2 Desfecho primério

O desfecho priméario do estudo foi a ocorréncia de lesdes histopatolégicas
inflamatorias nos pulmdes (DAD) e simultaneas nos pulmdes, coracéo, figado, baco e

rins, que caracterizam os fenotipos inflamatérios em pacientes com COVID-19 grave.

5.2.3 Desfecho secundario

O desfecho secundario do estudo incluiu as alterac¢des clinicas, laboratoriais e
dos escores de mortalidade APACHE Il e SOFA.
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5.2.4 Tamanho da amostra

Baseado em estudos prévios internacionais e nacionais para validagdo do
procedimento minimamente invasivo, bem como definicbes dos indices
epidemioldgicos da pandemia de COVID-19 no momento de inicio do estudo, foi

estimada amostra de conveniéncia de 50 individuos.

5.3 Populagéo do estudo

O projeto incluiu 50 individuos, admitidos no Centro de Tratamento Intensivo
do Hospital Eduardo de Menezes (CTI-HEM) - FHEMIG, encaminhados,
principalmente, pelas Unidades de Pronto Atendimento (UPA) ou por outros hospitais

do Estado de Minas Gerais, Brasil.

5.3.1 Critérios de incluséo

Incluidos no estudo, apds consentimento livre e esclarecido emitido pelos
familiares, individuos maiores de 18 anos que evoluiram a 6ébito durante a internacéo
no CTIl do HEM, previamente notificados aos sistemas de vigilancia epidemiolégica da
SMS/PBH e SES/MG por infeccdo por SARS-CoV-2 e com diagndstico confirmado de
COVID-19 por teste molecular (RT-gPCR).

5.3.2 Critérios de exclusao

Excluidas do estudo os casos de COVID-19 fatal em gestantes, pessoas com
teste positivo e/ou diagndstico de infecgéo pelo HIV e pacientes portadores de doenga

cronica terminal.

5.4 Coleta dos dados, agrupamentos e escores clinicos

Para cada individuo incluido no estudo, foram coletados os dados
demograficos, sexo e idade, e 0s seguintes dados clinicos: sinais e sintomas relatados
na admissdo hospitalar pelo doente e/ou familiares, nimero de dias do inicio dos
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sintomas até a internacao hospitalar, nimero de dias do inicio dos sintomas até o
Obito, nimero de dias da internacdo hospitalar até o 6bito, historico de comorbidades
pré-existentes. Foram acessadas informacgfes das primeiras 24 horas de admissao
no CTl do HEM e registrados o uso de antibidticos (ATB), necessidades de
suplementacdo de oxigénio (sem diferenciar se por sonda nasal, mascara facial ou
ventilacdo mecanica), necessidade de ventilacdo mecanica invasiva (VMI), presenca
de hipotenséo, necessidade de aminas vasoativas, presenca de insuficiéncia renal,
realizacdo de hemodialise, uso de anticoagulante (registrada como sim ou ndo, nao
foi realizada diferenciacéo se profilatica ou terapéutica), uso de corticoide (registrado
como sim ou nédo, nao foi avaliado qual corticoide, dose ou tempo de uso), Escala de
Coma de Glasgow e uso de sedacdo venosa continua (sim ou ndo para uso de
sedacOes venosas). A necessidade de amina vasoativa foi considerada pelo uso de
norepinefrina ou vasopressina, aminas vasoativas usadas no CTl do HEM, por no
minimo 1 hora em infusdo venosa continua, como no estudo do escore SOFA que
considera agente adrenérgico administrado por pelo menos 1 hora - doses em
pw/kg/minuto (FERREIRA et al.,, 2001). No CTI do HEM os esquemas de profilaxia
contra tromboses vasculares foram feitos com enoxaparina 40mg subcutaneo
diariamente ou com heparina de baixo peso molecular 0,25mg subcutaneo de
12/12horas, usados durante toda a internacdo hospitalar, caso nao haja
contraindicacdes. A anticoagulacéo terapéutica foi feita com solucéo de heparina néo
fracionada, em infusdo venosa continua, ajustada pelo TTP, ou com enoxaparina
1mg/kg subcutaneo de 12/12 horas, ajustada pela idade e pela funcao renal. No CTI
do HEM os esquemas de corticoides usados nos doentes com COVID-19 foram
dexametasona 6mg/dia, ou hidrocortisona 100mg de 8/8h (em casos de
broncoespasmos em portadores de doenca pulmonar cronica) ou hidrocortisona 50mg
de 6/6 horas (em doentes apresentando choque), por tempo minimo de 10 dias. Dados
referentes ao periodo de internacéo no CTI foram registrados, se presentes em algum
momento da internagdo, para cada individuo incluido no estudo e esses dados séo:
necessidade de intubacdo orotraqueal, presenca de hipotensdo, necessidade de
aminas vasoativas, uso de antibiéticos (ATB) durante os primeiros 5 dias de admisséo
no HEM, hipétese diagndstica de infeccdo associada a assisténcia a saude (IRAS),
uso de antibiéticos com amplo espectro antimicrobiano, diagnéstico de pneumonia
(PNM) intra-hospitalar, presenca de insuficiéncia renal, realizacdo de hemodialise e

tempo de uso de VMI. Em hipd6tese diagndéstica de IRAS foram incluidas as infec¢des
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desenvolvidas apds 48 horas de internacdo hospitalar (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2021), tanto as infec¢bes confirmadas por analises
microbiolégicas e associadas a sinais e sintomas clinicos, quanto as suspeitas clinicas
de infeccdo bacteriana que motivaram inicio empirico de antimicrobianos. Os
resultados dos exames de imagem (tomografia computadorizada e/ou RX de torax)
também foram obtidos na revisao dos prontuarios clinicos da internacéo hospitalar e
registrados. Os dados laboratoriais foram acessados e registrados para cada individuo
incluido no estudo: hemoglobina, leucdcitos, neutrdfilos, linfécitos, bastonetes,
plaguetas, RNI, tempo de tromboplastina parcial (PTT), creatinina, ureia,
transaminase oxalacética (AST), transaminase piravica (ALT), bilirrubinas totais,
Gama G.T., fosfatase alcalina (FA), proteina C reativa (PCR), desidrogenase lactica
(LDH), dimero-D, acido lactico ou lactato, creatinofosfoquinase (CK), potassio, sédio,
pH, pCO2, HCO3, PaOz2, saturacao de oxigénio. Os resultados foram armazenados em
planilhas eletrénicas usando o programa Excel e utilizados para construcdo das
tabelas com as caracteristicas da populacao do estudo.

Para a construcdo dessas tabelas, os individuos foram separados em 3 grupos,
distribuidos a partir da data de inicio dos sintomas até a admissao hospitalar: casos
com 1 a 9 dias de inicio dos sintomas na admissao hospitalar foram alocados no grupo
estagio agudo; casos com 10 a 15 dias de inicio dos sintomas na admissao hospitalar
Nno grupo estagio critico; aqueles com 16 dias ou mais no grupo estagio tardio. Essa
divisdo e alocacdo dos individuos nos referidos grupos foi baseada no estudo de
Zheng et al. (2021).

Para estratificar o risco do doente nos primeiros dias de admisséao no CTI foram
usados dois escores clinicos: APACHE Il e SOFA. O APACHE Il foi calculado para as
primeiras 24 horas da admissao no CTIl. O SOFA foi calculado para as primeiras 24
horas (D1), 48 horas (D3) e 96 horas (D5) da admissao. Também foi calculado o SOFA
do dia do 6bito (D 6bito). A pontuacdo de SOFA foi calculada para todos os doentes
em ventilagdo mecéanica invasiva sem pontuar a variavel Sistema Nervoso Central,
uma vez que muitos eram doentes com quadros respiratorios graves, de dificil manejo
ventilatorio, necessitando de seda¢fes venosas continuas e, em muitos casos,
bloqueadores neuromusculares.

Para avaliar o grau de hipoxemia dos doentes foi usado o indice de oxigenacao

calculado pela formula: razdo PaO2/FiO-.
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5.5 Autépsia minimamente invasiva e analises morfolégicas

5.5.1 Procedimento minimamente invasivo

O procedimento minimamente invasivo post-mortem foi realizado no Centro de
Terapia Intensiva do Hospital Eduardo de Menezes da Fundacéo Hospitalar de Minas
Gerais (CTI-HEM/FHEMIG). O periodo de coleta do material foi de agosto de 2020 a
abril de 2021. Os procedimentos e coletas das amostras de tecidos dos 6rgaos
estudados foram realizados pelos médicos plantonistas do CTI, a beira do leito do
individuo que evoluiu a 6bito, na unidade de terapia intensiva. Ao ocorrer o 6bito, o
familiar e/ou responsavel por receber as noticias médicas do doente por telefone,
como preconizado naquele momento da pandemia da COVID-19, foi contactado,
informado e esclarecido sobre o 6bito. Quando possivel, na mesma ligacao telefénica
o responsavel foi informado e esclarecido sobre o estudo e solicitada permisséo para
a inclusédo do falecido. Todos os incluidos tiveram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) - assinado pelo familiar e/ou responsavel. Apés autorizacédo pelo
responsavel, um dos médicos plantonistas do CTI se dirigiu ao leito e fez as coletas
das amostras nas primeiras 4 horas da ocorréncia do 6bito. Foram usadas agulhas
semiautomaticas Gauge 14 ou 16, do tipo Tru cut, para punc¢ao e biopsia dos 6rgaos
e coletas das amostras de tecidos, guiada por ultrassom portatil.

No torax, as biépsias dos pulmdes com agulha semiautomatica foram
realizadas coletando amostras nas regides superiores, médias e inferiores de cada
pulméo, geralmente penetrando a pele a nivel da linha axilar média, apds assepsia
com alcool 70%, e introduzindo a agulha guiada por ultrassonografia. O procedimento
foi realizado para cada um dos pulmdes separadamente. Foram coletadas pelo menos
6 amostras de cada pulméao e foram imediatamente colocadas em formaldeido 10%,
em frascos identificados como sendo pulmé&o direito ou pulméo esquerdo. Para o
coracdo, a agulha semiautomatica Tru cut foi introduzida na regido do 5° espaco
intercostal para-esternal da regido toracica esquerda. Foram obtidas as bidpsias
repetindo as puncdes e alterando a direcdo da agulha para acessar areas diferentes
do coragdo. Foram coletadas pelo menos 6 amostras do coragdo em regides
diferentes do 6rgdo e as amostras foram imediatamente colocadas em formaldeido
10%, em frascos identificados como sendo do coracdo. No abdome, apds assepsia

da pele com alcool 70%, foram coletadas pelo menos 6 amostras do rim direito e 6
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amostras do rim esquerdo, puncionando os espacos lombares superiores direito e
esquerdo, respectivamente, acessando regides diferentes de cada rim (regides:
cranial, média, caudal de cada rim), com agulha guiada por ultrassonografia. As
amostras renais foram imediatamente colocadas em formaldeido 10%, em frascos
identificados como sendo rim direito e outro como rim esquerdo. Do figado foram
coletadas pelo menos 6 amostras, puncionando o 11° espaco intercostal na linha
axilar anterior direita, com agulha guiada por ultrassonografia, repetindo as puncgoes
usando os mesmos pontos de entrada, mas alterando a diregao da agulha para obter
bidpsias de regides diferentes do 6rgdo. As amostras foram imediatamente colocadas
em formaldeido 10%, em frascos identificados como sendo figado. Do baco foram
coletadas pelo menos 6 amostras, puncionando o 11° espaco intercostal na linha
axilar média esquerda e as biopsias foram realizadas por agulha guiada por
ultrassonografia, repetindo as puncdes e alterando a direcdo da agulha para acessar
regides diferentes do o6rgdo. As amostras foram imediatamente colocadas em
formaldeido 10%, em frascos identificados como sendo bago. O ultrassom portatil foi
usado para a localizacdo precisa do Orgdo, para guiar a agulha e a area a ser
biopsiada. No momento imediatamente ap0s a coleta, todas as amostras foram
colocadas em frascos com formaldeido 10%, identificados por 6rgaos, data e nome, e
encaminhadas ao Laboratorio de Imunologia de Doencas Virais, que conta com Nivel
de Biosseguranca 2, e Servico de Imuno-histoquimica, ambos da FIOCRUZ Minas,
para processamento tecidual e confeccdo de laminas histoldgicas.

5.5.2 Preparacdo dos blocos de parafina e confeccdo das laminas para estudo

histologico

As bidpsias dos procedimentos de autdpsia minimamente invasiva foram
mantidas em formaldeido 10% (Exodo cientifica, Nova Veneza, SP, Brasil) por 24
horas a 48 horas e foram entdo submetidas ao processamento histologico utilizando
o Processador Automatico de Tecidos Modelo PTO5 (Lupetec, Séo Carlos, SP, Brasil).
Na etapa de desidratacdo, as amostras foram imersas em formaldeido 10% por uma
hora, seguido de incubacdo em 4&lcool etilico (Synth, Diadema, SP, Brasil) em
diferentes concentracdes — 70% por uma hora, 95% por uma hora e 99,5% por uma
hora. A etapa de diafanizacéo foi realizada mantendo as amostras imersas em acetato
de N-butila P.A. (Synth, Diadema, SP, Brasil) por uma hora, e xileno P.A. (NEON,
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Suzano, SP, Brasil) por trés horas. A infiltracdo por parafina liquida (Grupo
Erviegas/Easypath, Sado Paulo, SP, Brasil) foi realizada a 56°C, por duas horas.

As amostras foram inseridas em bloco de parafina, seccionadas em cortes de
espessura de quatro micrébmetros, com o auxilio de um micrétomo modelo Leica
RM2125RT (Leica Biosystem, Wetzlar, He, Alemanha), e montadas em laminas
histol6gicas para realizacdo da analise microscopica histopatoldgica. As laminas
histoldgicas coradas pela Hematoxilina & Eosina (HE) de cada tecido foram
escaneadas e suas imagens virtuais analisadas pelo aplicativo Case Viewer. Foram
revisados e estabelecidos critérios de adequabilidade do material e de les6es comuns,
baseados na presenca do tecido, quantidade de material amostrado e presenca da
lesdo. Para o estudo histopatolégico convencional, as principais leses incluidas no
estudo para definicdo do fenétipo inflamatoério foram: Pulmao: dano alveolar difuso,
edema intersticial alveolar, infiltrado linfocitario intersticial; Coracdo: miocardite,
necrose focal de midécitos, infiltrado inflamatério, macrofagos intersticiais; Figado:
congestdo centrolobular, necrose e apoptose de hepatdcitos, infiltrado linfocitario;
Rim: necrose tubular aguda e infiltrado inflamatério intersticial; Bago: congestéo,
deplecao linfocitaria, atrofia da polpa branca, necrose do parénquima, esplenite aguda

(infiltrado neutrofilico).

5.5.3 Sequéncia de etapas para preparacdo dos tecidos histolégicos coletados por

autopsia minimamente invasiva

1%) Fixacéo:

- Imediatamente apos a retirada, as amostras de tecidos histolégicos coletadas por
autopsia minimamente invasiva foram colocadas em frascos (identificados por
individuo, 6rgdo e enumerados) contendo Formaldeido 10% como solucéo fixadora;
- Apos a fixacao, as amostras foram transportadas ao laboratorio do Servigo de Imuno-
histoquimica, sala 232, do Instituto René Rachou — FIOCRUZ-MG.

2%) Macroscopia:
- Procedimento realizado no Laboratério de Imunologia de Doencas Virais - IDV, sala
309, do Instituto René Rachou — FIOCRUZ-MG;



48

- Com o auxilio de uma pinc¢a, em cabine de fluxo laminar, as amostras foram retiradas
dos frascos e envolvidas em pequenos recortes de papel toalha (identificados por
individuo, 6rgdo e enumerados);

- Envoltas por papel toalha (para ndo haver perda de fragmentos dos tecidos
histolégicos), as amostras de cada orgao foram colocadas em cassetes (frascos
especificos), separadamente e identificados por individuo, érgédo e enumerados;

- Os cassetes contendo as amostras histolégicas foram colocados no cesto do
processador de tecidos para serem processadas.

3%) Processamento dos tecidos:

- Realizados na sala 401 do Instituto René Rachou — FIOCRUZ-MG;

- Por automacao em equipamento denominado Processador de Tecidos Luptec PT-
05;

- Em trés etapas: desidratacdo, clarificacdo e impregnacéao.

A) Desidratagéo:

- Realizada pela passagem dos fragmentos de tecidos por banhos de solucdes de
concentracdes crescentes de alcool etilico (70% por uma hora, 95% por uma hora e
99,5% por uma hora);

B) Clarificacéo:

- Nessa etapa foi utilizado o xilol. Foram realizados 3 banhos, sendo que em cada
banho o material permaneceu por 60 minutos;

C) Impregnacao:

- Nessa etapa foi utilizada a parafina no estado liquido (56°C a 60°C). Foram
realizados 2 banhos sendo que em cada banho o material permaneceu por 60

minutos.

43) Incluséo em parafina:

- As amostras foram levadas ao laborat6rio de Biologia Celular e Molecular, no Instituto
René Rachou — FIOCRUZ-MG;

- Retiradas dos cassetes e do papel toalha, colocadas em formas de aluminio e
parafinadas, formando pequenos blocos de parafina contendo amostras dos tecidos
histoldgicos.

- Em formas de aluminio foi derramada parafina derretida por aquecimento (56° a 60°).

Em seguidas, as formas foram colocadas em superficie fria para dar consisténcia
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by

pastosa a parafina;
- As amostras dos tecidos histologicos foram organizadas no fundo das formas com
parafina em consisténcia pastosa e, em seguida, totalmente cobertas por parafina
derretida e resfriadas para solidificar e formar blocos de parafina com tecidos
histoldgicos, depois, retirados das formas;

- Obtidos, assim, blocos de parafina separados por tipos de tecidos histolégicos (por
orgao);

- Blocos de parafina identificados por individuo, por érgédo e enumerados.

5%) Confeccéo e coloracdo das laminas:

- Os blocos de parafina foram levados a sala de Biologia Celular e Molecular do
Instituto René Rachou — FIOCRUZ-MG onde foram fatiados no micrétomo produzindo
cortes histolégicos delgados de 4 um contendo amostras dos tecidos.

- Apés serem seccionados no micrétomo, os cortes histolégicos foram colocados para
flutuar em 4gua aquecida a 45°C - 50°C e distenderem sobre a superficie da agua,
evitando a formacdo de pregas. Ao hidratar e amolecer a parafina, flutuando na
superficie da agua aquecida, os cortes contendo tecidos histologicos foram
posicionadas em lamina de vidro e colocados para secar.

- As laminas histologicas foram coradas pela Hematoxilina & Eosina (HE) e coloracéo

para imuno-histoquimica.

5.5.4 Procedimento de imuno-histoquimica

Para a deteccdo imuno-histoquimica do SARS-CoV-2 nas amostras de tecido,
laminas com cortes parafinados de 4 um dos blocos de tecido foram desparafinizadas
em xilol e re-hidratadas em alcool. A recuperacdo da antigenicidade foi feita pelo
aguecimento a 90°C no vapor por 20 minutos em solucéo tampéao de citrato de sodio
(pH 6,0). A coloracéo para imuno-histoquimica foi feita com o produto Coronavirus pan
Monoclonal Antibody (FIPV3-70) na diluicao de 1/100 em PBS. A peroxidase
endogena foi bloqueada e as laminas foram lavadas em solucdo tamp&o. Foram
adicionados 100 pL do anticorpo primario, na diluicdo informada, por 50 minutos, em
temperatura ambiente em camara umida. Os cortes foram lavados com PBS e
incubados com Novolink™ Polymer Detection Systems (LEICA), de acordo com as

especificacdes do fabricante.
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5.5.5 Protocolo de imuno-histoquimica para COVID-19:

As seguintes etapas foram empreendidas para a realizacdo dos ensaios de
imuno-histoquimica:
12) Desparafinizagao e re-hidratacao:
a) Deixar laminas overnight na estufa a 56° C;
b) Lavar laminas 3 vezes no xilol, entre 3 e 5 minutos cada, com leve agitacao;
c) Lavar laminas 3 vezes no alcool etilico 100%, entre 3 e 5 minutos cada, com leve
agitacao;
d) Lavar laminas 3 vezes na agua corrente, entre 3 e 5 minutos cada, com leve

agitacao.

2%) Recuperagéao antigénica induzida pelo calor:

a) Aguecer as laminas em solucéo de citrato de sodio 0.01M (pH 6,0) a 90° C por 20
minutos;

b) Resfriar as laminas por 20 minutos;

c) Lavar laminas 3 vezes na 4gua deionizada, entre 3 e 5 minutos cada, com leve

agitacao.

3?) Bloqueio da peroxidase enddgena:

a) Adicionar 400 pL (2 gotas) da solucao de blogueio da peroxidase do NOVOLINK na
lamina e aguardar 20 minutos;

b) Lavar laminas 2 vezes no Tris — TBS em cuba de vidro, entre 3 a 5 minutos cada,

com leve agitagéo.

43) Bloqueio de proteinas:
a) Adicionar 400 pL (2 gotas) da solugéo de bloqueio de proteinas do NOVOLINK na
lamina e aguardar 20 minutos;

b) Lavar laminas 2 vezes no Tris - TBS, ~5 minutos cada, com leve agitacéo.

5%) Reagdo do anticorpo primario:
a) Diluir o anticorpo primério em diluente especifico (diluicdo padréo 1:100);
b) Aplicar o anticorpo primario diluido;

c) Incubar laminas por 24 hora em camara umida a 4° C, na geladeira;
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d) Lavar laminas 3 vezes no Tris - TBS, ~5 minutos cada, com leve agitacao.

62) Bloqueio pos primario:

a) Adicionar 400 pL (2 gotas) da solucéo de bloqueio pés primario do NOVOLINK na
lamina e aguardar 30 minutos;

b) Lavar laminas 2 vezes no Tris - TBS, em cubas de vidro, entre 3 e 5 minutos cada,

com leve agitagéo.

7% Reacéo do polimero (anticorpo secundario):
a) Aplicar 400 pL (2 gotas) da solucéo do polimero NOVOLINK na lamina;
b) Incubar por 50 minutos em camara Umida a temperatura ambiente;

c) Lavar laminas 3 vezes no PBS, ~5 minutos cada, com leve agitacao.

8%) Preparo e reacao do sistema de deteccao:

a) Diluir 10 pL do cromégeno DAB em 2.000 pL ou 2 ml de solugdo tampé&o substrato
do DAB para solugao 1:200;

b) Aplicar 200 uL da solucdo cromégeno/substrato DAB;

c) Incubar por 10 a 15 segundos em camara Umida a temperatura ambiente;

d) Lavar laminas 3 vezes na agua corrente em cuba de vidro, entre 3 a 5 minutos

cada, com leve agitagao.

9%) Contra coloracao:

a) Aplicar 400 pL (2 gotas) da solucdo de hematoxilina do NOVOLINK na
|lamina e aguardar 5 minutos;

b) Lavar em agua corrente por 1 minutos;

c) Lavar 3 vezes no alcool etilico por 1 minutos;

d) Lavar 2 vezes no xilol por 1 minuto e montar as laminas.

5.6 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram armazenados em planilhas eletrbnicas usando o
programa Excel. Foram utilizados trés tipos de analises comparativas relatadas a
seguir. A comparacéo entre o dia da internagéo no Hospital Eduardo de Menezes (D1)
e o dia do 6bito (D 6bito) da amostra estudada foi feita pelo teste de Wilcoxon. A
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comparacao entre grupos — D1 do grupo estagio agudo com D1 do grupo estagio
critico e D Obito do grupo estagio agudo com D 6bito do grupo estagio critico — foi feita
através do teste de Mann Whitney. As comparacgfes e associacfes entre variaveis
categoricas da histopatologia foram realizadas pelo Qui-Quadrado e teste de Pearson.
Todas as anélises levaram em consideracdo um nivel de significancia de 5% e todas
as variaveis continuas realizaram o teste de normalidade de Shapiro Wilk indicando a
nao normalidade e com isso 0 uso de mediana e quartis para apresentar os resultados
descritivos e testes ndo paramétricos para realizar as comparacdes. Variaveis
qualitativas sédo apresentadas em formato de tabela de frequéncia. Por ultimo, foram
empregadas andlises discriminantes multivariadas e curvas ROC para,
respectivamente, calculo da acuracia e determinacdo das melhores sensibilidade e
especificidade de modelos preditivos para os desfechos primarios e secundarios.
Foram utilizados os softwares IBM SPSS versao 25, MINITAB 17 e MATLAB.
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6. RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados desse estudo, que avaliou 50 individuos com
idade média de 65 anos, variando de 60 a 76 anos, encontra-se organizada em duas
partes. A primeira parte, correspondente aos Topicos 6.1 a 6.5, € destinada as
descricbes das caracteristicas clinicas, laboratoriais e radioldgicas da amostra. A
segunda parte € destinada a andlise dos fatores progndsticos clinicos e laboratoriais
e das alteracbes morfolégicas presentes nas autdpsias, de acordo com os desfechos

primario e secundario do estudo.

6.1 Descricao da coorte

As caracteristicas demograficas e clinicas da amostra estudada sao
apresentadas abaixo na Tabela 3. Os individuos foram admitidos no Centro de Terapia
Intensiva do HEM devido sindrome respiratoria aguda grave — SRAG e diagnosticados
com infeccao pelo SARS-CoV-2 por teste molecular realizado em amostra coletada
com swab nasofaringeo ou aspirado nasotraqueal. Apresentaram idade média de 65
anos, variando de 60 a 76 anos, e 26 (52%) foram do sexo masculino. Do inicio dos
sintomas até a internacdo hospitalar a mediana foi de 7 dias (variacdo 4,5 — 9 dias),
do inicio dos sintomas até o 6bito a mediana foi de 16 dias (varia¢do 12,5 — 20 dias)
e da internacdo hospitalar até o 6bito a mediana foi de 8 dias (variacdo 5 — 13 dias).
Os sintomas mais frequentes relatados na anamnese de admisséo foram: 50 (100%)
individuos relataram dispneia, 44 (88%) dos 50 relataram tosse e 31 (63,3%) de 49
relataram febre. Comorbidades foram relatadas por 45 (90%) dos 50, sendo que 41
(82%) relataram duas ou mais comorbidades. As comorbidades mais prevalentes
foram: 41 (82%) dos 50 individuos informaram hipertensao arterial sistémica, 27 (54%)
dos 50 informaram diabetes mellitus, 26 (56,5%) de 46 eram obesos (IMC néao foi
registrado nos prontuarios e o dado - Obesidade - foi informacéo escrita no prontuério
hospitalar por membros da equipe profissional assistente) e, na sequéncia, doencas

pulmonares e cardiovasculares.
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Tabela 3 - Caracteristicas gerais da amostra de 50 individuos falecidos com
diagnoéstico confirmado de COVID-19 e submetidos a autopsias minimamente
invasivas, no periodo de agosto de 2020 a abril de 2021, no CTI do Hospital Eduardo
de Menezes, Minas Gerais, Brasil.

Caracteristicas (n = 50) mediana (Q1-Q3)
Idade (anos) 65 (60 - 76)
Sintomas até internagao hospitalar (dias) 7 (4,5-9)
Internacéo até o Obito (dias) 8 (5-13)
Sintomas até o 6bito (dias) 16 (12,5 - 20)
Sexo (n =50) n %
Masculino 26 52,0
Feminino 24 48,0
Sintomas sim % sim
Febre (n = 49) 31 63,3
Tosse (n = 50) 44 88
Dispneia (n = 50) 50 100,0
Dor de garganta (n = 47) 3 6,4
Coriza (n = 46) 6 13
Cefaleia (n = 47) 6 12,8
Mialgia/artralgia (n = 47) 10 21,3
Anosmia (n = 48) 5 10,4
Ageusia/disgeusia (n = 48) 4 8,3
Hemoptise (n = 49) 1 2,0
Diarreia (n = 49) 6 12,2
Dor abdominal (n = 47) 6 12,8
Imagem de torax (n = 50) 22 44
Comorbidades (%Sim) sim % sim
DM (n = 50) 27 54
HAS (n = 50) 41 82
Obesidade (n = 46) 26 56,5
DPOC (n =49) 9 18,4
Asma (n =49) 3 6,1

Tabagismo (n = 48) 2 4,2
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Tabagismo prévio (n = 47) 12 25,5
Doenca pulmonar geral (n = 50) 14 28
Doenca coronariana prévia (n = 50) 5 10
Insuficiéncia cardiaca prévia (n = 50) 7 14
Arritmia (n = 49) 4 8,2
Doenca cardiaca prévia (n = 50) 11 22
AVC prévio (n =50) 5 10
Doencga renal crbnica (n = 48) 4 8,3
Doenca hepética crénica (n = 50) 1 2

DM: Diabetes Mellitus; HAS: hipertenséo arterial sistémica; DPOC: doenc¢a pulmonar obstrutiva cronica;
AVC: acidente vascular cerebral.
Fonte: O autor.

Nas primeiras 24 horas de admissdo dos 50 incluidos da amostra no hospital
Eduardo de Menezes, 100% usaram antimicrobianos, 100% usaram oxigénio
suplementar, 56% necessitaram ventilacdo mecanica invasiva (VMI), 46%
apresentaram hipotensao, 38% necessitaram aminas vasoativas e 62% apresentaram
insuficiéncia renal. Os 28 individuos em VMI receberam sedacdes venosas, alguns
receberam bloqueadores musculares. Dados apresentados na Tabela 4.

Os 22 participantes admitidos em respiracdo espontanea, sem necessidades
de ventilagdo mecanica invasiva, apresentavam Escala Coma Glasgow (ECG) 14 (9
individuos) e ECG 15 (13 individuos).

Foram avaliadas imagens de térax disponiveis de 22 casos. Oito tinham
tomografias computadorizadas de térax disponivel e evidenciaram infiltrados
pulmonares difusos, opacidades pulmonares em “vidro fosco” bilateralmente.
Dezessete tinham RX de torax disponivel, um apresentava condensagéo pulmonar
hilar a direita e dezesseis apresentavam infiltrados pulmonares difusos bilateralmente.

Considerando os dados de todo periodo de internacéo no hospital Eduardo de
Menezes dos 50 individuos, verifica-se que 92% necessitaram VMI, a mediana de dias
de VMI foi de 7 dias (intervalo de 4 — 12,5 dias), 90% usaram aminas vasoativas, 98%
apresentaram insuficiéncia renal e 42% necessitaram hemodialise. Como visto acima,
100% usaram antimicrobianos na admissdo e dados disponiveis de 46 individuos
evidenciaram que 30 (65,2%) continuaram o uso de antimicrobiano por pelo menos 5

primeiros dias da admissdo hospitalar. Ao longo da internacdo, 88% da amostra
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usaram antibiético de amplo espectro para tratamento de infec¢do relacionada a
assisténcia a saude (IRAS). Dados disponiveis de 29 individuos mostraram que 25
(86,2%) trataram pneumonia nosocomial. Todos usaram curso de corticoide e durante
toda a internacdo hospitalar usaram anticoagulacao profilatica ou terapéutica. Dados

apresentados na Tabela 5.

Tabela 4 — Dados das primeiras 24 horas de admisséo dos 50 individuos da amostra

no hospital Eduardo de Menezes

Caracteristica n %
Antibidtico 50 100
02 suplementar 50 100
Intubacéo orotraqueal 28 56
Hipotenséao 23 46
Aminas vasoativas 19 38
Insuficiéncia renal 31 62
Anticoagulacao 50 100
Corticoide 50 100
Sedacao 28 56
Caracteristica mediana (Q1-Q3)
Menor saturacéo 02 89 (84 -91)
APACHE I 21 (16 - 25)

Fonte: O autor.

Tabela 5 — Dados referentes ao periodo de internagéo dos 50 individuos da amostra

no hospital Eduardo de Menezes

Caracteristica n %
Intubacédo orotraqueal 46 92
Hipotenséao 48 96
Aminas vasoativas 45 90
ATB cinco primeiros dias internagao (n = 46) 30 65,2
Hipotese diagndstica de IRAS 44 88

ATB de amplo espectro 44 88
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PNM nosocomial (n = 29) 25 86,2
Outro sitio infeccioso (n = 9) 5 55,6
Insuficiéncia renal 49 98
Hemodialise 21 42
Alteracdes cardiacas 20 40
Anticoagulacéo 50 100
Corticoide 50 100
Dias de VM 7 (4-12,5)

ATB: antibidtico; PNM: pneumonia; VMI: ventilacdo mecénica invasiva.
Fonte: O autor.

Em Hipotese diagnostica de IRAS (infeccao relacionada a assisténcia a saude)
foram incluidas as infec¢des desenvolvidas ap6s 72 horas de internacdo hospitalar,
tanto as infec¢des confirmadas microbiologicamente e associadas a sinais e sintomas
clinicos, quanto as suspeitas clinicas de infeccado bacteriana associadas ao inicio

empirico de antimicrobianos.

6.2 Perfil laboratorial

Na sequéncia sdo apresentados os exames laboratoriais da amostra de 50
individuos internados no hospital Eduardo de Menezes e incluidos no estudo.

A andlise hematol6gica mostra mediana de linfocitos abaixo dos valores de
referéncia, evidenciando linfopenia (linfécitos < 900mm3), em D1. As medianas dos
leucdcitos globais, neutréfilos e bastonetes foram elevadas em D 6bito. No dia do
Obito, 34 (89%) de 38 individuos tinham leucocitos >10.000 e 32 (84%) de 38 tinham
neutrofilia > 8000.

Dados relativos a AST, Gama G.T. e CK apresentaram medianas acima dos
valores de referéncia em D1, mas menores que 2 vezes o limite superior da
normalidade (LSN), e ndo foram avaliadas em D 6bito. Na admisséo, 8 (16%) de 50
individuos tinham ALT > 60U/L (variacdo de 67 a 397U/L), 14 (28%) de 50 tinham AST
> 60U/L (variacdo de 68 a 847U/L). Na admisséo, 2 (4%) de 50 individuos tinham
bilirrubinas totais acima de 1,3mg/dl (1,3mg/dl é o LSN); no dia do ébito, 11 (29%) de
38 tinham Bilirrubinas totais > 1,3mg/dl.
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Os valores de PCR apresentaram medianas acima de 100mg/L em D1 e em D
Obito, com elevacao maior em D 6bito, sendo 130,5mg/l e 148mg/l, respectivamente.

LDH apresentou mediana 522,5U/L em D1 (maior que 2 vezes o LSN) e dimero-
D apresentaram medianas 1,7ug/ml em D1 (maior que 3 vezes o LSN) e nao foram
aferidos em D obito.

Creatinina e ureia apresentaram medianas acima dos valores de referéncia em
D1 e em D 6bito, com elevagBes muito expressivas em D Obito. Potassio apresentou
mediana aumentada em D 6&bito.

A analise gasométrica apresentou medianas de pH diminuida e de pCO:
aumentada em D 6bito. Chama a atencéo indice de oxigenacao (relacdo PaO2/Fi02
calculado para os participantes que estavam em ventilagdo mecanica invasiva) com
medianas de 107,5 em D1 e 142 em D 6bito, evidenciando hipoxemias moderadas
(ARDS DEFINITION TASK FORCE, 2012; THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017).

Dados apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados laboratoriais gerais da amostra de 50 participantes falecidos
com diagnaostico confirmado de COVID-19 e submetidos a autépsias minimamente
invasivas, no periodo de agosto de 2020 a abril de 2021, no CTI do hospital Eduardo

de Menezes, Minas Gerais, Brasil.

D1 D 6bito
Variavel n Q1 Q2 Q3 n Q1 Q2 Q3
Hemoglobina | 50 11,7 12,7 145 | 38 8,6 111 12,3
Leucdcitos 50 7275 10250 15725 | 38 14000 16837,5 24875
Neutrofilos 50 5508 9001 14110 | 38 11185 13077 20630,5
Linfécitos 50 564,8 8175 1178,3| 38 1147,5 2356,5 3284,3

Bastonetes 50 0 0 303,5 | 38 0 296,5 966,8
Plaquetas 50 145000 183500 293250 | 38 157750 212500 268000
RNI 50 1 11 1,2
PTT 50 25,8 28,2 31,8
Creatinina 50 0,9 1,3 2,1 39 1,9 3,0 4,3
Ureia 50 54,5 72 116 39 1296 169,4 198,6
AST 50 39,5 54 77

ALT 50 26 35 51,3
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Bilirrubinas 50 0,4 0,5 0,7 38 0,5 0,7 1,5
Gama G.T. 45 435 89 161,5
FA 45 76 102 113
PCR 50 75 1305 211,8 | 37 67 148 2145
LDH 50 409,5 5225 8005
Dimero-D 48 0,8 1,7 4
Lactato 50 1,2 14 1,9 37 1,3 1,8 2,3
CK 48 87 220,5 593
Potassio 50 4,4 4,7 51 38 4,9 55 6,0
Saodio 50 138 141 146 38 138 146 153
pH 50 7,3 7,4 7,4 39 7,2 7,2 7,3
pCO:2 50 348 40,5 52 39 41 52 70
HCOs 50 20,8 24 26,3 | 39 18 23 26
PaO:2 50 56,8 71,5 97,5 | 39 63,0 77 92
indice
_ . 28 72,8 107,5 171 37 76,8 142 189,4
oxigenacao
Saturagdo O2 | 50 87,8 94 97 39 87 93 95

Notas: Valores de referéncia: hemoglobina 12-16g/dl; leucécitos 3500-10.000mm?3; neutréfilos 1700-8000mms3;
linfocitos 900-2900mms?; plaquetas 150.000-450.000mm?3; TTP 25,4"-38,4"; creatinina: homem 0,66-1,25mg/dl e
mulher 0,52-1,04mg/dl; ureia: homem 19-43mg/dl e mulher 15-36mg/dl; AST: homem 14-36U/L e mulher 17-59U/L;
ALT: homem <50U/L e mulher <35U/L; bilirrubina total 0,2-1,3mg/dl; Gama G.T: homem 15-73U/L e mulher 12-
43U/L; FA 38-126U/L; PCR <10mg/dl; LDH 120-246U/L; Dimero-D <0,5ug/ml; lactato 0,7-2,2mmol/l; CK: homem
55-170U/L e mulher 30-135U/L; potassio 3,5-5,2mmol/l; sédio 137-145mmol/L; pH 7,35-7,45; pCO2 34-46mmHG;
pO2 80-105mmHG; HCO3 22-26mEg/L.

Fonte: O autor.

Para a construcdo das Tabelas 7, 8, 9 e 10 os individuos foram separados em
3 grupos, distribuidos a partir das datas de inicio dos sintomas até a admisséo
hospitalar. Entdo, casos com 1 a 9 dias de inicio dos sintomas na admissao hospitalar
foram alocados no grupo estagio agudo; casos com 10 a 15 dias de inicio dos
sintomas na admissdo hospitalar no grupo estagio critico; aqueles com 16 dias ou
mais no grupo estagio tardio. Essa divisdo em estagios foi baseada no artigo publicado
por Zeng et al. (2021). O banco de dados tem 38 individuos no grupo estagio agudo
(76%), 11 no grupo estagio critico (22%) e 1 no estagio tardio (2%).

Foram realizadas andlises dos exames laboratoriais do dia da interna¢do no

hospital Eduardo de Menezes (D1) e do dia do 6bito (D 06bito) usando o teste de
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Wilcoxon, que € um teste ndo paramétrico para dados dependentes (dados do mesmo
individuo ao longo do tempo).

Sao 38 individuos no grupo estagio agudo, porém nem todos tém dados para
os dois momentos (D1 e D 6bito). Na frente de cada variavel estd o total de
respondentes que participaram desse teste. Todas as variaveis com p < 0,05 tiveram
mudancas em seus resultados entre D1 e D oObito. Nao apresentaram diferencas
plaguetas, PCR, lactato, sédio, HCOs, PaOz, indice de oxigenacgdo e saturagédo Ox.
Embora as medianas de PCR néo tenham apresentado diferenca entre D1 e D 6bito
(p 0,524), devemos considerar que seus valores estdo muito acima do valor de
referéncia em ambos os tempos (D1 e D 6bito), ou seja, encontram-se elevadas desde
a admissdo no hospital Eduardo de Menezes. Atencédo, também, para PaO: e indice
de oxigenacdo que ndo apresentaram mudancas de resultados entre D1 e D 6bito,
mas evidenciam hipoxemia em D1 e D 6bito. Observa-se PaO: abaixo de 80, limite
inferior da normalidade, em ambos os tempos e o indice de oxigenacdo abaixo de
200, refletindo hipoxemias moderada e grave, em D1 e D 6bito (ARDS DEFINITION
TASK FORCE, 2012; THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017). indice de oxigenag&o é
dado pela relacdo PaO2/FiO2 e na tabela estdo os valores avaliados dos pacientes
gue estavam em VMI. Chama a atencdo leucocitose, aumento de bastonetes e
aumento de neutréfilos em D 6bito. Creatinina e ureia mais expressivamente elevadas

em D ébito. Dados apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Comparacao dos dados laboratoriais de D1 e D 6bito dos individuos do
grupo estagio agudo (casos que tinham de 1 a 9 dias de sintomas na data da

admissao hospitalar)

D1 D Obito

Valor
Q1 Mediana Q3 Q1 Mediana Q3

Hemoglobina (n =
30)
Leucécitos (n =30) | 6950 9950 15725 | 14575 19350 30750 | 0,000
Neutréfilos (n = 30) |4383,3 7809,0 14?:7’ 11?)47’ 15290’ 22205’ 0,000

Linfocitos (n=30) | 697,0 9125 1243,5|1100,5 2300,0 3492,8| 0,000

12,0 12,7 14,9 8,5 11,2 12,1 | 0,000
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Bastonetes (n = 30) 0,0 0,0 198,3 75,0 460,5 1115,8 | 0,000
15600
Plaquetas (n = 30) 218500 290500156250 206000 256250| 0,365
Creatinina (n = 31) 0,9 14 2,2 1,8 3,0 4,2 0,004
Ureia (n = 31) 59,6 72,4 115,0 | 140,7 169,4 198,6 | 0,000
Bilirrubinas (n = 30) 0,4 0,5 0,6 0,5 0,7 15 0,002
PCR (n =29) 67,5 126,0 205,0 72,5 141,0 205,0 | 0,524
Lactato (n = 29) 1,2 1,4 1,9 1,3 15 2,2 0,092
Potassio (n = 30) 4.4 4.8 5,2 4.8 5,3 6,0 0,006
Sadio (n = 30) 138,0 1415 146,0 | 138,0 146,0 154,0 | 0,051
pH (n = 31) 7.3 7.4 7.4 7.2 7.2 7,3 | 0,001
pCO2 (n = 31) 34,0 39,0 51,0 41,0 52,0 71,0 | 0,001
HCOs (n = 31) 19,0 23,0 26,0 18,0 22,9 26,0 | 0,999
PaO2 (n = 31) 55 70 109 62 76 87 0,899
indice oxigenacao (n
_ 16) 69,8 117,0 1983 | 62,8 109,8 163,0 | 0,679
Saturacao Oz (n =
31) 87 94 97 87 93 95 0,285

Notas:*Teste de Wilcoxon de comparacgéo de dois grupos pareados.

Fonte: O autor.

Para o grupo estagio critico € importante frisar que nem todos os dados estao

disponiveis para os 11 individuos. Na frente de cada varidvel estd o total de
respondentes que participaram desse teste. Todas as variaveis com p < 0,05 tiveram
mudancas em seus resultados entre D1 e D O&bito. Apresentaram diferencas
creatinina, ureia, lactato e potassio. Mesmo apresentando mudanca de resultado entre
D1 e D 6bito, lactato apresentou mediana dentro dos valores de referéncia em ambos
0s tempos. Creatinina, ureia e potassio evidenciaram piora da func¢éo renal ao longo
da internacdo. Analise do indice de oxigenacado apresentou p > 0,05, ou seja, sem
diferenca estatistica, mas notem que 0s casos do grupo estagio critico apresentaram
hipoxemia grave em D1, mediana de indice de oxigenacéo < 100, e moderada em D
Obito, mediana entre 100 — 200, ou seja, o indice de oxigenagdo comprometido nos
dois tempos (ARDS DEFINITION TASK FORCE, 2012; THOMPSON; CHAMBERS;

LIU, 2017). O mesmo pode ser observado para leucocitos, neutrofilos e PCR que
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apresentaram p > 0,05, mas valores alterados e acima dos valores de referéncia em

D1 e D ébito. Ocorre linfopenia em D1. Dados apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Comparacdo dos dados laboratoriais em D1 e D 6bito dos individuos do
grupo estagio critico (casos que tinham de 10 a 15 dias de sintomas na admisséo

hospitalar)

D1 D obito
Valor
p*
Hemoglobina (n = 8) 10,2 12,2 14,4 8,7 10,4 129 | 0,161

Leucdcitos (n =8) 10175 13500 16750 | 10750 15550 21469 | 0,401
- 9441, 11700, 14237,| 8501, 11665, 18452,
Neutrdfilos (n = 8) 0,779
5 0 5 5 5 5
Linfocitos (n = 8) 516 860 1296 | 1330 2499 2916 | 0,069
Bastonetes (n = 8) 19 247 1169 0 177 278 0,237

13750 27900 34375 17025 25950 29800

Q1 Mediana Q3 Q1 Mediana Q3

Plaguetas (n = 8) 0,674
0 0 0 0 0 0
Creatinina (n = 8) 0,6 11 1,8 2,2 3,1 5,6 0,017
Ureia (n = 8) 454 61,7 86,4 | 107,9 166,3 198,0 | 0,017
Bilirrubinas (n = 8) 0,3 0,6 1,3 0,5 1,1 1,9 0,496
PCR (n=8) 106,5 1815 251,3 | 52,8 1885 2425 | 0,674
Lactato (n = 8) 1,2 1,4 1,6 1,7 2,1 4,3 0,017
Potéssio (n = 8) 4,4 4,6 51 4,9 5,7 6,0 0,012
Saédio (n = 8) 136,8 140,5 141,0 | 1395 146,0 149,3 | 0,123
pH (n = 8) 7,2 7.4 7,5 7,2 7,2 7,4 0,183
pCO:2 (n = 8) 353 41,0 67,0 | 40,3 57,5 67,8 | 0,672
HCOs (n = 8) 23,3 255 26,8 | 153 23,5 29,3 | 0,291
PaO2 (n = 8) 60,0 835 1125 | 73,5 84,0 103,8 | 0,999
indice oxigenac&o (n =

2) 72,5 97,5 108,3 | 1053 183,6 2235 | 0,144

Saturagdo O2(n=8) | 88,0 955 97,8 | 88,0 935 96,8 | 0,624

Notas: *Teste de Wilcoxon de comparacao de dois grupos pareados.

Fonte: O autor.
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Para avaliar diferencas laboratoriais e clinicas significativas entre os grupos
estagio agudo e estagio critico foram comparados D1 dos dois grupos e depois D 6bito
dos dois grupos. Em ambos os casos, foi aplicado o teste de Mann Whitney.

Em D1 existe diferenca entre individuos que foram admitidos no estagio agudo
e os que foram admitidos no estagio critico em creatinina e ureia (p < 0,05), ambos
apresentaram valores de mediana maiores nos casos do grupo estagio agudo. Ambos
0S grupos apresentaram medianas de PCR >100mg/L, LDH e dimero-D elevados. Nao
existe diferenca estatistica entre os indices de oxigenacdo dos dois grupos, ambos
apresentam indices de oxigenacdo muito baixos sugerindo hipoxemia moderada na

admissao. Dados apresentados na Tabela 9.
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Fase aguda (n = 38)

Fase critica (n = 11)

Q1 Mediana Q3 Q1 Mediana Q3 Valor p*
Hemoglobina 11,7 12,8 14,9 10,8 12,3 14,4 0,422
Leucécitos 6975 9950 15725 7300 11600 16600 0,581
Neutrofilos 5066,3 8530 14127,8 6643 10121 14110 0,472
Linfocitos 629,3 817,5 1178,3 511 912 1344 0,765
Bastonetes 0 0 225 0 76 692 0,459
Plaquetas 140750 175500 285500 145000 241000 331000 0,458
RNI 1 1,1 1,2 1 1,1 1,2 0,593
PTT 25,8 28 32,5 27,7 28,6 31,9 0,640
Creatinina 0,9 1,45 2,2 0,6 1,0 1,2 0,028
Ureia 59,3 75,4 120,9 36,7 46,4 85,4 0,019
AST 41,5 59,5 89,8 33 50 54 0,058
ALT 25 36 54,8 27 32 51 0,971
Bilirrubinas 0,4 0,5 0,7 0,3 0,5 1,1 0,923
Gama G.T.*** 43 89 153 45,5 98 203 0,819
FA*** 78 103 112 66 98 125,5 0,977
PCR 67,8 129,5 215 90 167 204 0,465
LDH 409,5 538,5 814,5 390 424 575 0,187
Dimero-D**** 0,8 1,8 5 0,5 1,4 2,4 0,310




Lactato
C Ktk
Potassio
Sadio
pH
pCO:2
HCOs
PaO:
indice oxigenac&o**

Saturacdo O2

1,2
94,5
4,4
138
7,3
33,8
18,8
55,8
68
87

1,4
239
4,8
141
7,4
41
23
70,5
109
94

2
670
5,2

146,3
7,41
52
26,3
98,5
147
96,3

1,2
66,8
4,1
139
7,3
36
24
57
79,5
89

1,4
103
4,5
141
7.4
40
25
83
139
94

1,6
683,8
4,9
142
7,5
58
27
105
183
98

0,299
0,202
0,139
0,421
0,203
0,675
0,112
0,598
0,335
0,456
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Notas: *Teste de Mann Whitney; **indice de oxigenacao tem 20 respostas para a estagio agudo e 7 respostas para estagio critico***35 respostas para estagio
agudo e 9 para a estégio critico; ****37 respostas para estagio agudo e 10 para a estagio critico.

Fonte: O autor.

No dia do 6bito, a Unica diferenca entre os dois grupos foi no indice de oxigenacdo que era menor no grupo de fase aguda (p

< 0,05).
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Fase aguda (n = 31)

Fase critica (n = 8)

Q1 Mediana Q3 Q1 Mediana Q3 Valor p*
Hemoglobina** 8,5 11,2 12,1 8,7 10,4 12,9 0,686
LeucOcitos** 14575 19350 30750 10750 15550 21468,8 0,221
Neutrofilos** 11547 15190,5 22805,3 8501,5 11665,5 184525 0,150
Linfécitos** 1100,5 2300 3492,8 1330 2499 2916 0,930
Bastonetes** 75 460,5 1115,8 0 177 278 0,082
Plaquetas** 156250 206000 256250 170250 259500 298000 0,332
Creatinina 1,8 3 4,2 2,2 3,1 5,6 0,573
Ureia 140,7 169,4 198,6 107,9 166,3 198,0 0,932
Bilirrubinas** 0,5 0,7 1,45 0,5 1,1 1,9 0,661
PCR*** 72,5 141 205 52,8 188,5 2425 0,786
Lactato*** 1,3 15 2,2 1,7 2,1 4,3 0,148
Potassio** 4,8 53 6 49 57 6 0,562
Sodio** 138 146 154 139,5 146 149,3 0,635
pH 7,2 7,23 7,4 7,2 7,2 7,4 0,878
pCOz2 41 52 71 40,3 57,5 67,8 0,959
HCOs 18 22,9 26 15,3 23,5 29,3 0,959
PaO:2 62 76 87 73,5 84 103,8 0,209
indice oxigenagao*** 73,8 126,2 176 149 183,6 228,0 0,029
Saturacdo Oz 87 93 95 88 93,5 96,8 0,527

Notas: *Teste de Mann Whitney; **Exames com 30 respondentes na fase aguda; ***Exames com 29 respondentes na fase aguda.

Fonte: O autor.
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6.3 Escores progndsticos

Foram calculados os escores SOFA e APACHE II.

A mediana para APACHE Il nas primeiras 24 horas de admissao no hospital
Eduardo de Menezes foi de 21 (variacdo 16 — 25), apresentado na Tabela 3.

O SOFA de D1 (dia da admisséo no CTI), D3 (48 horas da admissdo no CTI),
D5 (96 horas da admiss&o no CTI) e D Obito (dia do 6bito) foram calculados para os
50 individuos da amostra. Para o calculo do SOFA foi usada a Escala de Coma
Glasgow para pontuar o sistema neurolégico e a razdo PaO2/FiO2 para pontuar
sistema respiratério. Avaliacdo dos prontuarios mostrou que os individuos que foram
admitidos em ventilacdo espontanea apresentavam ECG 14 ou 15. Os dados do

SOFA séo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Evolucéo do escore SOFA nas primeiras 96 horas de admissao no CTI
do hospital Eduardo de Menezes, calculados para o primeiro (D1), terceiro (D3), quinto
(D5) dias de internacdo e para o dia do 6bito (D 6bito) dos individuos incluidos no

estudo.

SOFA D1 D3 D5 D 6bito
(n =49) (n = 46) (n =39) (n =38)

0-6 59,2% 52,2% 38,5% 5,3%
7-9 34,7% 34,8% 43,6% 39,5%
10-12 6,1% 6,5% 17,9% 42,1%
13- 14 00% 6,5% 00% 10,5%

15-24 00% 00% 00% 2,6%

Fonte: O autor.

6.4 Infec¢cbes concomitantes

Hemoculturas foram obtidas de 38 individuos. Amostras de 10 (26,3%)
individuos apresentaram crescimento bacteriano. As bactérias foram Staphylococcus
coagulase negativa em 8 (21,0%) individuos, Staphylococcus aureus em 1 (2,6%) e
Stenotrophomonas maltophilia em outro (2,6%).

Culturas de aspirados traqueais foram obtidas de 31 individuos. Amostras de

26 (83,8%) individuos tiveram crescimento de patogenos, sendo, Acinetobacter
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baumannii em 12 (38,7%), Pseudomonas spp. em 8 (25,8%), Candida spp. em 7
(22,5%), Staphylococcus aureus em 6 (19,3%), Klebsiella spp. em 5 (16,1%),
Stenotrophomonas maltophilia em 2 (6,4%), Enterococcus spp. em 2 (6,4%), Proteus
mirabilis em 1 (3,2%) e Enterobacter gergoviae em outro. Uma amostra com Proteus
mirabilis e duas amostra com Klebsiella spp. eram bactérias produtoras de
carbapenemase (9,6%).

Culturas de pontas de cateteres vasculares profundos foram obtidas de 24
individuos. Amostras de 9 (37,5%) individuos tiveram crescimento de bactérias. As
bactérias encontradas foram Staphylococcus coagulase negativa em 6 (25%)
individuos, Acinetobacter baumannii em 2 (8,3%), e 1 (4,1%) Enterococcus spp.

Uroculturas foram obtidas de 18 individuos. Amostras de 9 individuos tiveram
crescimento de patdgenos. Em amostras de 8 individuos houve crescimento de

Candida spp., Escherichia coli cresceu em 1 e Pseudomonas spp. em outra.

6.5 Associacao das lesdes histopatoldgicas aos fatores progndésticos

6.5.1 Descricdo das lesdes histopatoldgicas e da imuno-histoquimica

A seguir serdo apresentados o0s principais achados histopatolégicos
observados na amostra de 50 individuos falecidos com diagnéstico confirmado de
COVID-19 e submetidos a autdépsias minimamente invasivas no CTl do Hospital
Eduardo de Menezes (HEM), Minas Gerais, Brasil.

O estudo encontrou o pulmé&o como érgao mais intensamente acometido e com
maior grau de intensidade de resposta inflamatéria. Dano alveolar difuso (DAD) — foi
a principal lesé@o histolégica observada nos pulmdes. Os rins foram os 6rgdos mais
extensamente comprometidos, com evidéncias de necrose tubular e de alteragtes
degenerativas como dilatacao tubular, degeneracéo vacuolar e reducéo da borda em
escova observadas em todas as amostras. Sincronicamente, observado
acometimento inflamatério de multiplos érgéos e os achados histopatologicos foram:
DAD, nefrite intersticial, miocardite e hepatite. Essas principais alteracdes
histopatolégicas encontradas séo apresentadas na Figura 3 abaixo:
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Figura 3 — Gréficos de setores das principais lesdes histopatologicas observadas nas
autopsias minimamente invasivas. Ao lado de cada parte de setor estédo indicados o n

amostral e o seu respectivo percentual. DAD: Dano alveolar difuso.

DAD Miocardite Inflamagéo
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16; 35,6% 17; 36,2%
30; 63,8%

29; 64,4%

Hepatite Nefrite

14; 28,6%

35, 71,4%

Fonte: O autor.

A Figura 3 evidencia a proporcédo de acometimento tecidual por sistema. O
DAD, observado em 29 (64,4%) de 45 individuos, representa o achado simultaneo de
exsudato inflamatoério misto, deposi¢éo de fibrina na forma de membranas hialinas e
edema dos septos e espacos alveolares. A miocardite, observada em 17 (36,2%) de
47 individuos, representa focos intersticiais de infiltrado inflamat6rio misto,
predominantemente linfocitarios, além de edema. A hepatite, em 35 (71,4%) de 49
individuos, é caracterizada por esteato-hepatite ou presenca de focos de infiltrado
inflamatdrio misto associados a esteatoses macro e/ou microvacuolar. Nos rins, do
ponto de vista inflamatério, a nefrite intersticial em 9 (21,4%) de 42 individuos
representa a presenca de infiltrado inflamatério misto, predominantemente
mononuclear e ao nivel dos tubulos e intersticio renal. A imuno-histoquimica

evidenciou fraca reatividade em somente 2 (4%) amostras de pulmdo. (Figura 4).
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Figura 4 - Aspectos histopatologicos das autdpsias minimamente invasivas.

Notas: A. Pulméo. Fase exsudativa do dano alveolar difuso, com infiltrado inflamat6rio mononuclear
nos septos e membrana hialina (cabeca de seta). B. Coracao. Discretos edema e infiltrado inflamatério
mononuclear intersticial; C. Figado. Esteatoses macro e microvacuolar. D. Rim. Dilatacdo tubular,
degeneracdo vacuolar, reducéo da borda em escova e necrose das células dos tabulos proximais. E e
F. Imunorreatividade para SARS-CoV-2 em pneumdcitos e macrofagos alveolares (A. H&E x100; B, C
e D, H&E x400, E e F x 400).

Fonte: O autor.

Conforme descrito no tépico Metodologia, para melhor estudar esse
comprometimento inflamatério simultdneo de varios 6rgdos nos adoecidos por
COVID-19, foi elaborada a classificacao histopatoldgica resposta inflamatéria em
multiplos érgdos — RIMO. A RIMO representa o encontro simultdneo de dano
inflamato6rio em 3 ou mais dos sistemas (respiratorio, circulatorio, hepatico e renal) ou
orgaos (pulmao, coragéo, figado, rim) estudados. A Figura 5 representa a proporcéo
de RIMO observada nas amostras do estudo.
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Figura 5 — Gréfico de setor da resposta inflamatoria em mdaltiplos 6rgaos (RIMO). Ao

lado de cada parte de setor estédo indicados o n amostral e 0 seu respectivo percentual.
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Fonte: O autor.

A Figura 5 mostra que 35 (70,0%) de 50 individuos apresentaram RIMO,
evidenciando acometimento simultaneo de multiplos 6rgaos. Dessa forma, a variavel
RIMO, juntamente com DAD, representam as principais variaveis de desfecho do
estudo.

6.5.2 Andlise da idade, sexo, evolucdo e comorbidades (DM2, HAS, obesidade e

sindrome metabdlica [SMET])

A seguir, sdo apresentadas as relagbes entre as caracteristicas clinicas e
alteracdes laboratoriais com os principais achados histolégicos, com énfase em DAD
e RIMO.

As caracteristicas clinicas avaliadas foram: idade > 65 anos, sexo, tempo de
evolucao (dias entre inicio dos sintomas e internagao hospitalar < ou > 9 dias; dias
entre inicio dos sintomas e 6bito < ou > 16 dias), dispneia, DM, HAS, obesidade,
sindrome metabdlica (SMET), cada uma delas foi comparada para verificar correlacéo
ou ndo com DAD e RIMO. Abaixo sdo apresentadas somente as correlacdes que
mostraram p < 0,05. As demais caracteristicas clinicas, embora presentes na amostra

estudada e citadas na reviséo da literatura como associados ao risco de doenga grave
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e mortalidade, ndo apresentaram significancia estatistica na correlacdo a DAD e
RIMO.

Figura 6 — Grafico de barras do percentual de relato de Diabetes Mellitus (DM2) pela
ocorréncia da resposta inflamatoria em mdaltiplos 6rgdos (RIMO). A comparagéo das
proporcdes pelo Teste exato de Fisher obteve P-Value = 0,005.
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Fonte: O autor.

A Figura 6 acima mostra que 70% (35 de 50 individuos) apresentaram RIMO e
desses 35 individuos a maioria era de diabéticos, aproximadamente 70% de DM2 no
grupo RIMO (p 0,005). Nota-se que 30% (15 de 50 individuos) ndo apresentaram
RIMO e a grande maioria era de ndo diabéticos.
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Figura 7 — Grafico de barras do percentual de relato de Diabetes Mellitus (DM2) pela

ocorréncia da Nefrite. A comparacdo das proporcdes pelo Teste exato de Fisher
obteve P-Value = 0,012.
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Fonte: O autor.

A Figura 7 acima mostra que, cerca de 21% (9 de 42 individuos) apresentaram
Nefrite e, desses 9 individuos, aproximadamente 90% eram diabéticos (p 0,012).
Nota-se que 79% (33 de 42 individuos) ndo apresentaram Nefrite e, desses 33
individuos, aproximadamente 60% eram diabéticos.
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Figura 8 — Grafico de barras do percentual de relato de sindrome metabdlica (SMET)
pela ocorréncia da resposta inflamatéria em multiplos 6rgaos (RIMO). A comparacao
das proporc¢des pelo Teste exato de Fisher obteve P-Value = 0,009.
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Fonte: O autor.

A Figura 8 acima mostra que 70% (35 de 50 individuos) apresentaram RIMO e,
desses 35 individuos, aproximadamente 40% tinham sindrome metabdlica (SMET) (p
0,009). Nota-se que 30% (15 de 50 individuos) ndo apresentaram RIMO e, desses 15
individuos, aproximadamente 90% nao tinha SMET.
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Figura 9 — Grafico de barras do percentual de relato de sindrome metabdlica (SMET)
pela ocorréncia de miocardite. A comparacdo das propor¢cdes pelo Teste exato de
Fisher obteve P-Value = 0,001.
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Fonte: O autor.

A Figura 9 acima mostra que, 36% (17 de 47 individuos) apresentaram
miocardite e, desses 17 individuos, aproximadamente 60% tinham sindrome
metabdlica (SMET) (p 0,001). Nota-se que, 64% (30 de 47 individuos) nao

apresentaram miocardite e, desses 30 individuos, aproximadamente 70% nao tinham
SMET.
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Figura 10 — Grafico de barras do percentual de relato de obesidade pela ocorréncia

de miocardite. A comparacdo das proporcdes pelo Teste exato de Fisher obteve P-
Value = 0,005.
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Fonte: O autor.

A Figura 10 acima mostra que 36% (17 de 47 individuos) apresentaram
miocardite e, desses 17 individuos, aproximadamente 80% tinham obesidade (p
0,005). Nota-se que, 64% (30 de 47 individuos) ndo apresentaram miocardite e,

desses 30 individuos, aproximadamente 60% nao tinham obesidade.

6.5.3 Analise de biomarcadores laboratoriais selecionados (creatinina, ureia, dimero-
D, LDH, leucdcitos, linfocitos, neutréfilos, PCR e indice de oxigenacao)

Os biomarcadores laboratoriais avaliados foram: dimero-D na admisséao, LDH
na admissdo, linfopenia na admisséo, leucocitose na admissao e no dia do 6bito,
neutrofilia na admissé@o e no dia do 6bito, PCR na admisséo, creatinina e ureia na
admisséo, cada um deles foi comparada para verificar correlagdo ou ndo com DAD,
RIMO, miocardite e nefrite. Abaixo est4 apresentada somente PCR, que mostrou
correlacdo estatisticamente significativa com miocardite (p < 0,028). Os demais
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biomarcadores laboratoriais, embora estivessem alterados na admissdo e sejam
citados na revisdo da literatura como associados a risco de doenca grave e

mortalidade, ndo apresentaram significancia estatistica na correlacdo a DAD e RIMO.

Figura 11 — Boxplots da proteina C reativa (PCR) no primeiro dia (D1) pela ocorréncia
de miocardite. A comparacdo das médias de PCR entre os grupos de miocardite, pelo
Teste t, ndo encontrou diferenca estatisticamente significativa. Entretanto, foi
observado P-Value = 0,028.
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Fonte: O autor.

A Figura 11 acima mostra que PCR elevada na admissdo, acima de 100mg/L, foi

associada a ocorréncia de miocardite (p-Value = 0,028).

6.5.4 Anélise dos escores prognosticos (APACHE Il, SOFA)

Os escores de estimativa de prognéstico e mortalidade avaliados foram:
APACHE Il e SOFA. Foram analisados para verificar correlacdo ou ndao com DAD e

RIMO. Resultados apresentados abaixo.
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Figura 12 — Boxplots do escore APACHE Il em 24h de internacdo intensiva pela
ocorréncia de DAD (a) e RIMO (b). A comparacao das médias do escore APACHE I
entre os grupos de DAD e de RIMO, pelo Teste t, ndo encontrou diferenca
estatisticamente significativa. DAD: Dano alveolar difuso. RIMO: Resposta

inflamatoria em multiplos 6rgaos.
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Fonte: O autor.

A Figura 12 acima mostra que o escore APACHE Il nas primeiras 24 horas de
admissao no CTI nao foi associado ao desenvolvimento de DAD ou RIMO. Nao houve

associacao estatisticamente significativa de APACHE Il com DAD e RIMO.
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Figura 13 — Boxplots do escore SOFA no primeiro (D1), terceiro (D3), quinto (D5),
sétimo (D7) e décimo (D10) dias de internacéo intensiva e no dia do 6bito (D 6bito)
pela ocorréncia de DAD. A comparacao de todas as médias do escore SOFA entre os
grupos de DAD, pelo Teste t, ndo encontrou diferenca estatisticamente significativa.
Entretanto, no D5, obteve P-Value = 0,055.
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Fonte: O autor.

A Figura 13 acima mostra que os escores SOFA no 1°, 3° e 5° dias de
internacédo no CTI e no dia do 6bito ndo apresentou associacdo estatisticamente
significativa com DAD (p 0,055).
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Figura 14 — Grafico de barras do percentual da categorizacdo de SOFA no primeiro
dia de internacdo intensiva (D1) pela ocorréncia de DAD. A comparacdo das
proporcdes pelo Teste exato de Fisher ndo obteve diferenca significativa. Entretanto,
encontrou P-Value = 0,082.
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Fonte: O autor.

A Figura 14 acima mostra que 71,11% (32 de 45 individuos) apresentaram DAD
e desses 13 individuos (40,63%) tinham SOFA > 7 pontos (p 0,082). Nota-se que
28,89% (13 de 45 individuos) ndo apresentaram DAD e desses 4 individuos (30,77%)
tinham SOFA < 7 pontos.
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Figura 15 — Boxplots do escore SOFA no primeiro (D1), terceiro (D3), quinto (D5),
sétimo (D7) e décimo (D10) dias de internacéo intensiva e no dia do 6bito (D 6bito)
pela ocorréncia de RIMO. A comparacao de todas as médias do escore SOFA entre
0s grupos de RIMO, pelo Teste t, encontrou diferenca estatisticamente significativa no
D5 (P-Value = 0,028). Nos demais dias, ndo foram observadas diferencas

significativas.

20

*%

15

10

SOFA

RIMO @ (] @ (] @ (3 @ (3 & (] @ (]
& & & & & & & & & & & &
& & & & & & R R & &
N La o Y Q Y Y
N .
N NG P ) $® el

Fonte: O autor.

A Figura 15 acima mostra que o escore SOFA no 5° dia de internagcdo em CTI
apresentou associagao estatisticamente significativa com RIMO (p 0,028). Nao houve
associacao estatisticamente significativa de SOFA no 1° e 3 dias de internacéo no CTI
com RIMO.
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Figura 16 — Grafico de barras do percentual da categorizacdo de SOFA no primeiro
dia de internacdo intensiva (D1) pela ocorréncia de RIMO. A comparacdo das
proporcdes pelo Teste exato de Fisher obteve diferenca estatisticamente significativa
(P-Value = 0,031). RIMO: Resposta inflamatoria em mdltiplos 6rgéos.
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A Figura 16 acima mostra que 70% (35 de 50 individuos) apresentaram RIMO
e desses 35 individuos aproximadamente 40% tinham SOFA > 7 pontos (p 0,031).
Nota-se que 30% (15 de 50 individuos) ndo apresentaram RIMO e desses 15
individuos aproximadamente 30% tinham SOFA < 7 pontos.



83

6.5.5 Modelos preditivos

A Figura 17 A apresenta o modelo preditivo para DAD que evidenciou, em azul
intenso, 90,6% de probabilidade de associacéo entre os fatores selecionados (DM2,
obesidade, KDIGO 24H, APACHE II, SOFAD1, leucocitos D1, PCR D1, LDH D1,
indice de oxigenacdo D1) com acuracia de 71,1% para a ocorréncia de DAD, por a
analise multivariada discriminante linear. Em seguida, na Figura 17 B, observa-se a
curva ROC do referido modelo que traz a representacéo grafica da sensibilidade no

eixo vertical e especificidade no eixo horizontal com &rea sob a curva (AUC) de 58%.

Figura 17 - Modelo preditivo para DAD
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Fonte: O autor.
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A Figura 18 A apresenta o modelo preditivo para RIMO que mostrou, em azul
intenso, 88,6% de probabilidade de associacéo entre os fatores selecionados (DM2,
obesidade, KDIGO 24H, APACHE Il, SOFA D1, leucécitos D1, PCR D1, LDH D1,
indice de oxigenacdo D1) com acuracia de 72% para a ocorréncia de RIMO, por
analise multivariada discriminante linear. Em seguida, na Figura 18 B, observa-se a
curva ROC do referido modelo que traz a representacéo gréfica da sensibilidade no

eixo vertical e especificidade no eixo horizontal com AUC de 72%.



Figura 18 - Modelo preditivo para RIMO
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7. DISCUSSAO

O estudo que desenvolvemos apresenta uma avaliacdo clinicopatolégica da
COVID-19 fatal, abrangendo dados clinicos-demograficos, laboratoriais, radiol6gicos
e 0s principais achados histopatolégicos de uma amostra de 50 individuos submetidos
a procedimento de autdpsia minimamente invasiva. As amostras de tecidos dos
orgaos foram coletadas nas primeiras 4 horas apos a ocorréncia do 6bito, a beira do
leito em unidade de terapia intensiva, por médico plantonista da unidade.
Encontramos o pulmé&o como 6rgdo mais intensamente acometido e com maior grau
de resposta inflamatéria. Dano alveolar difuso (DAD) foi a principal leséo histolégica
observada nos pulmdes. Os rins foram os 6rgdos mais extensamente comprometidos,
com evidéncias de necrose tubular e de alteracdes degenerativas como dilatacéo
tubular, degeneracéo vacuolar e reducdo da borda em escova observadas em todas
as amostras. Cerca de 21,4% de 42 individuos apresentaram nefrite intersticial.
Sincronicamente, havia acometimento inflamatério em multiplos 6rgéos e os achados
histopatoldgicos principais foram: DAD, nefrite intersticial, miocardite e hepatite. Em
acordo com os dados apresentados, o primeiro estudo histopatolégico por autépsia
minimamente invasiva realizado no Brasil, por Duarte-Neto et al., em 2020, com 10
individuos incluidos, mostrou que a COVID-19 é uma doenca sistémica que acomete
multiplos 6rgdos como os rins, figado, coracéo, cérebro e, principalmente, o pulmao,
sendo o DAD a lesdo pulmonar mais frequente (DUARTE-NETO et al., 2020). Duarte-
Neto et al. (2020) atribuem os achados extrapulmonares a: 1 — comorbidades, como
HAS e DM, caracterizados como esclerose de arteriolas renais, hipertrofia de
cardiomidcitos, fibrose de miocardio, esclerose glomerular focal, esteatose hepatica,
doenca de pequenos vasos cerebrais; 2 - achados atribuidos ao choque, como
congestdo hepatica centrolobular e lesdo tubular renal aguda e; 3 - achados de
etiologias incertas, podendo ser secundarios a infeccéo pelo SARS-CoV-2, inflamacéo
sisttmica ou choque e caracterizados como infiltrado mononuclear perivascular
superficial na pele, miosite, orquite, miocardite linfomononuclear leve, alteragGes
endoteliais de pequenos vasos, hipoplasia linfoide no bago, glomerulopatia mesangial,
células hepaticas de Kupffer reativas e microtrombos de fibrina em glomérulos, pele,
sinuséides hepaticos e coracdo. Outro estudo, realizado na india, com 21 individuos

falecidos com COVID-19, submetidos a autdpsias classicas completas, encontrou
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acometimento de multiplos érgdos. Entre eles, acometimento pulmonar em mais de
90,4% dos casos, nos rins encontrou necrose tubular renal aguda (76,1% dos casos)
e no figado inflamacéo linfocitica periportal (95,23%) e esteatose hepatica (81%). A
presenca de RNA viral, por RT-PCR, foi observada em todos os 6rgaos, incluindo
pulmdes (75%), rins (66,6%) e figado (57,1%) (YADAV et al., 2022). Importantes
revisdes de literatura também destacaram o comprometimento tecidual de multiplos
orgdo em doentes falecidos com COVID-19 (PEIRIS et al., 2021; CARAMASCHI et
al., 2021).

A amostra estudada foi composta por doentes encaminhados ao CTI do HEM,
sendo que 38 foram encaminhados ao CTl com tempo < 72 horas da admissao em
unidades de pronto-atendimento, 0 que mostra evolucao rapida desses casos graves,
e 12 foram encaminhados de outros hospitais e unidades de salde onde tinham sido
admitidos ha mais de 72 horas. Apresentaram idade média de 65 anos e discreta
maioria do sexo masculino. As comorbidades mais prevalentes foram HAS, DM,
obesidade, doencas pulmonares e cardiacas crénicas e 82% dos participantes
relataram portar duas ou mais comorbidades. Esse perfil de idade avancada e
comorbidades segue as caracteristicas de risco para doenca grave e maior
mortalidade por COVID-19 mostrada na revisdo da literatura (ZHENG et al., 2020;
RICHARDSON et al., 2020; SETIATI et al., 2020; GRASSELLI et al., 2020). Sao
comorbidades pertencentes ao grupo da sindrome metabdlica (HAS, DM, dislipidemia,
hipertrigiceridemia e obesidade) e que em estudos prévios mostraram um perfil
inflamato6rio crénico de baixo grau, desviando permanentemente o sistema
imunologico para um fendtipo pro-inflamatoério (SALTIEL; OLEFSKY, 2017). As
comorbidades que compdem a sindrome metabdlica mostram-se associadas as
formas graves de COVID-19. Sindrome metabdlica foi associada ao aumento do risco
de SDRA, internacdo em CTI, necessidade de VMI, hospitalizagdo prolongada e
morte, sendo que cada critério adicional da sindrome foi associado ao aumento do
risco de SDRA (DENSON et al., 2021).

Os sintomas mais frequentemente informados na admissdo da amostra
estudada no HEM foram dispneia, tosse e febre, sendo que 100% dos incluidos no
estudo relataram dispneia. Dispneia € uma informacédo subjetiva, comumente relatada
em situacOes diversas, como estresse emocional e fisico. Mas, dispneia pode ocorrer
também como um dado objetivo e secundaria a comprometimento / lesao pulmonar.

No contexto de COVID-19, outros dados como frequéncia respiratoria, grau de esforgo
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respiratorio, imagem de torax, saturacao de oxigénio e PaO2 auxiliam na avaliacdo de
gravidade da COVID-19 (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2022). Na admissao,
os doentes apresentavam quadro respiratério grave e hipoxemia, 100% necessitaram
suplementacdo de oxigénio e a mediana de saturacdo de oxigénio foi de 89%
(variacdo de 84% a 91%). Verificamos que 28 (56%) necessitavam VMI na admissao
(incluidos os individuos entubados nas primeiras 24 horas de admissdo no CTI do
HEM e aqueles admitidos entubados encaminhados de outras unidades de saude) e
o indice de oxigenacao (razdo PaO2/FiO2) na admissdo no CTI teve mediana de 107,5
(variacdo de 72,8 a 171). Estudos e revisGes de literatura mostram os trés sintomas
citados acima entre os mais frequentemente relatados na admiss&o hospitalar. Onal
et al. (2022) informaram que os sintomas mais comuns encontrados na hospitalizacao
em 257 individuos foram: tosse (49,5%), febre (42%) e dispneia (38,9%) (ONAL et al.,
2022). Zheng et al. (2020) encontraram em uma amostra de 75 individuos que
evoluiram a Obito que os sintomas mais frequentes na admissao hospitalar foram:
febre (76%), tosse (58,67%), falta de ar (33,33%), astenia (28%), aperto no peito
(26,67%) (ZHENG et al., 2020). Dispneia tem sido associada a doenca grave e
aumento da mortalidade (ZHENG et al., 2020; JAIN; YUAN, 2020), mas também sé&o
descritos casos de “hipoxemia silenciosa”, ou seja, hipoxemia com minimos ou
auséncia de sinais ou sintomas respiratorios (GATTINONI et al., 2020).

Na amostra estudada, 38 (76%) de 50 individuos foram internados nos
primeiros 9 dias de inicio dos sintomas e 31 (62%) evoluiram a 6bito nos primeiros 16
dias de inicio dos sintomas, outro dado que mostra evolugdo rapida das formas
graves. A literatura sobre COVID-19 mostra que a hospitalizacdo ocorre geralmente
entre 0 6° e 8° dias de sintomas (CEVIK et al., 2020) e que doenga grave por COVID-
19 geralmente se desenvolve a partir do 8° dia de doenca (HU et al., 2021). A amostra
estudada foi composta, principalmente, por individuos idosos e portadores de
comorbidades, fatores de risco para desfechos desfavoraveis como evolucéo grave e
morte (ZHENG et al.,, 2020; RICHARDSON et al., 2020; SETIATI et al., 2020;
GRASSELLI et al., 2020). A principal causa de hospitalizagdo dos incluidos no nosso
estudo foi sindrome respiratéria com hipoxemia e, como informado anteriormente, 38
(76%) desses individuos foram encaminhados ao CTI com tempo < 72 horas de
admissdo em unidades de pronto-atendimento. ldade > 60 anos e comorbidades
aumentam o risco de desenvolver sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA)

e morte (WU et al., 2020). As comorbidades da sindrome metabdlica foram frequentes
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na amostra estudada e, em estudo anterior a COVID-19, cada critério adicional da
sindrome foi associado ao aumento do risco de SDRA (DENSON et al., 2021).

A andlise laboratorial de admissdo no HEM evidenciou, como principais
alteracées, linfopenia (linfécitos < 1100mm?3) e niveis aumentados de PCR, LDH,
dimero-D, creatinina e ureia. Linfopenia foi associada a quadros infecciosos virais em
estudos prévios. Estudos com virus influenza A e B mostraram presenca de linfopenia
em pacientes hospitalizados por formas graves da doenca (CHENG et al., 2019;
LALUEZA et al., 2019) e, na discussao do estudo, Cheng et al. (2019) alertam para
contagens absolutas de linfécitos < 800mm?3 como atencdo para infeccdo grave
(CHENG et al., 2019). Linfopenia foi associada a maiores riscos de doenca grave e
de mortalidade em doentes com COVID-19 (SETIATI et al., 2020). Outro estudo
mostrou linfopenia <1,1 x10°%/L associada a maiores riscos de doenca grave e de
mortalidade (CHIDAMBARAM et al., 2020). O baco € um dos orgaos afetados pela
COVID-19. Estudo histolégico de baco de 161 doentes encontrou deplecdo de
linfécitos, necrose parenquimatosa, atrofia de polpa branca, esplenite aguda,
infiltrac@o de neutrdfilos e hemofagocitose nas amostras (CARAMASCHI et al., 2021).
O dano alveolar difuso, lesdo mais frequente encontrada nos estudos histoldgicos de
doentes falecidos com COVID-19, estd associado a um estado de
hipercoagulabilidade (THOMPSON; CHAMBERS; LIU, 2017; TEUWEN et al., 2020;
PEIRIS et al., 2021). Dimero-D é um produto da degradacao da fibrina e pode se
elevar nesta condicdo. A lactato desidrogenase (LDH) é um marcador de lesao
tecidual e inflamacdo. Como a LDH é uma enzima presente em todos os principais
sistemas organicos, a atividade sérica anormal da LDH aumentada auxilia como
indicador de disturbios da integridade celular de diversos sistemas de 6rgaos (DRENT
et al., 1996). Creatinina e ureia séricos apresentaram medianas acima dos valores de
referéncia na admissao no CTI, o que mostra algum grau de insuficiéncia renal aguda
na admissdo. Interessante observar que as principais alteracdes laboratoriais
encontradas nos exames disponiveis de admissdo da amostra no CTI do HEM, e
citadas acima, foram compativeis com as alteracdes laboratoriais descritas na revisao
de literatura como alteracdes associadas a riscos de evolugao para doenca grave e
morte (ZHENG et al., 2020; SETIATI et al., 2020; CHIDAMBARAM et al., 2020).
Chama a atencdo o indice de oxigenacédo - |0 (razdo PaO2/Fi02) evidenciando
hipoxemia. Na admissdo no CTIl do HEM todos os 50 individuos apresentaram 10

calculados abaixo de 300mmHg e aqueles em VMI apresentaram mediana de 10 de
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107,5mmHg, compativel com hipoxemia moderada a grave (ARDS DEFINITION
TASK FORCE et al.,, 2012). Baixa razdo PaO2/FiOz (abaixo de 200mmHg e,
principalmente, abaixo de 100mmHg) na admissdo em CTI foram fatores
independentes associados a mortalidade (GRASSELLI et al., 2020). Na admissao no
HEM, as diferencas laboratoriais significativas entre os doentes com até 9 dias do
inicio dos sintomas na admisséo e aqueles com mais de 9 dias foram em creatinina
(p 0,028) e ureia (p 0,019) séricos, ambas apresentaram valores de mediana maiores
naqueles com menos de 9 dias de doenca na admissdo. Os hospitalizados com menos
de 9 dias de inicio dos sintomas apresentavam, portanto, além de disfuncao
respiratoria, algum grau de disfuncao renal.

Ao analisar os resultados laboratoriais e clinicos da internagdo no CTI do HEM,
nota-se que ao longo da internacdo houve progressao da disfuncdo de mudltiplos
orgaos. Constatamos a progressao da disfuncdo renal na amostra estudada, o que
também foi encontrado na revisdo da literatura (BEIGMOHAMMADI et al., 2022).
Creatinina sérica apresentou aumento expressivo ao longo da internacdo e o
percentual de doentes com critérios de insuficiéncia renal aguda aumentou de 62%
na admissdo para 98% durante a internacdo. Na admissdo, 38% necessitaram de
aminas vasoativas, ja ao longo da internacdo 90% necessitaram fazer uso. Nota-se,
também, aumento da necessidade de suporte ventilatorio e 92% necessitaram VMI ao
longo da internagdo. Na admisséo, 2 (4%) de 50 individuos tinham bilirrubinas totais
acima de 1,3mg/dl, que é o limite superior da normalidade. No dia do ébito 11 (29%)
de 38 individuos tinham bilirrubinas totais acima de 1,3mg/dl. Ao avaliar a tabela de
SOFA, notamos que com o passar dos primeiros dias de internacdo (primeiras 24
horas da admisséo - D1, 48 horas de admissao - D3, 96 horas - D5) houve progressao,
aumento percentual do SOFA, em direcdo a pontuacdes acima de 6. A andlise de
correlacdo do escore SOFA no primeiro (D1), terceiro (D3), quinto (D5), sétimo (D7) e
décimo (D10) dias de internagéo intensiva e no dia do ébito (D 6bito) pela ocorréncia
de RIMO encontrou diferenga estatisticamente significativa no D5 (P-Value = 0,028).
RIMO (resposta inflamatéria em multiplos 6rgéos) definida como acometimento de 3
ou mais sistemas de orgdos. Nos demais dias, ndo foram observadas diferencas
significativas. A mesma analise do escore SOFA pela ocorréncia de DAD nao
encontrou diferenca estatisticamente significativa. Entretanto, no D5, obteve P-Value
= 0,055. Os escores prognosticos SOFA inicial e APACHE I, calculados nas primeiras

24 horas de admissao no CTI podem subestimar disfungdes organicas em evolucgao.
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A disfuncdo maxima renal, hepética e da coagulacdo pode desenvolver ao longo de
dias, de modo que a pontuacédo de SOFA inicial e nas primeiras 48 horas podem nao
refletir a extensao total da disfuncéo organica (MORENO et al., 1999). Um estudo que
avaliou as tendéncias da pontuagcao de SOFA nas primeiras 96 horas de admissdo no
CTI mostrou mortalidade de pelo menos 50% quando a pontuacdo aumentou,
independentemente da pontuacéao inicial (FERREIRA et al., 2001). Beigmohammadi
et al. (2022) desenvolveram um estudo com 204 doentes graves com COVID-19 e
avaliaram pontuacdes APACHE Il e pontuacdes SOFA média como preditores
prognéstico na COVID-19. As pontuacbes do APACHE Il foram realizadas nas
primeiras 24 horas de internacéo e as de SOFA realizadas diariamente. Aplicaram a
curva ROC para verificar os melhores pontos de corte para as pontuacées APACHE
Il e SOFA média. Com ponto de corte de 13 para APACHE Il e 5 para SOFA, o SOFA
médio diario teve melhor desempenho preditivo (P < 0,001) e verificaram que
tendéncia ascendente na pontuacdo SOFA avaliada diariamente aumenta
significativamente a mortalidade em pacientes em CTI de COVID-19, mas n&o podiam
prever a morte com alta precisdo (BEIGMOHAMMADI et al., 2022).

Somado a isso, diversos fatores podem contribuir para o agravamento das
disfuncBes organicas em terapia intensiva, por exemplo, fatores como manejo de
doente grave em VMI, uso de medicacbes com potenciais de neurotoxicidade,
nefrotoxicidade, miotoxicidade e hepatotoxicidade (como antimicrobianos, aminas
vasoativas, drogas sedativas, bloqueadores musculares) e infec¢des relacionadas a
assisténcia a saude. Encontramos que no dia do 6bito, 34 (89%) de 38 individuos
tinham leucocitose >10.000, 32 (84%) de 38 tinham neutrofilia > 8000, 8 (21%) de 38
tinham linfopenia < 1100. Em seu estudo histopatolégico na COVID-19, Duarte-Neto
et al. (2020) encontraram que 6 de 10 individuos apresentaram pneumonia supurativa
secundaria (DUARTE-NETO et al., 2020). No estudo que apresentamos, encontramos
que ao longo da hospitalizacdo, 88% dos individuos necessitaram antimicrobianos de
amplo espectro (como vancomicina, Polimixina, aminoglicosideos, Tazocim) e, de 29
doentes, 25 (86%) tiveram hipotese diagnostica de pneumonia associada a
assisténcia a saude.

Encontramos no dia do ébito, dano alveolar difuso presente em 29 (64,4%) de
45 individuos, miocardite em 17 (36,2%) de 47, hepatite em 35 (71,4%) de 49 e nefrite
intersticial em 9 (21,4%) de 42 e toda amostra apresentou sinais de necrose tubular.

Os principais achados histolégicos nesse estudo foram DAD e RIMO. A RIMO
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representa o encontro simultdneo de dano inflamatério em 3 ou mais dos sistemas
(respiratdrio, circulatério, hepatico e renal). Foram realizadas analises de correlacbes
entre as principais caracteristicas clinicas e alteragfes laboratoriais da amostra
estudada com os principais dados histologicos encontrados para a mesma amostra,
com énfase em DAD e RIMO, mas também avaliados miocardite e nefrite. Os
resultados mostraram que idade > 65 anos, sexo, tempo de evolucao (dias entre inicio
dos sintomas e internacao hospitalar < ou > 9 dias; dias entre inicio dos sintomas e
Obito < ou > 16 dias), HAS, obesidade, dispneia e 0s principais exames alterados na
admissédo no CTI do HEM (dimero-D, LDH, linfopenia, leucocitos, neutréfilos, PCR,
creatinina sérica e ureia) ndo apresentaram correlacéo estatistica com DAD e RIMO
(p > 0,05). RIMO mostrou correlacao estatisticamente significativa com sindrome
metabdlica e DM (p 0,009 e p 0,005, respectivamente), 90% dos que desenvolveram
nefrite eram diabéticos (p 0,012); houve correlacdo entre miocardite e sindrome
metabdlica (p 0,001), miocardite e obesidade (p 0,005). Os resultados encontrados
alertam para risco de resposta inflamatéria em mudltiplos 6rgdos, associada a
comorbidade do grupo da sindrome metabdlica, principalmente DM e obesidade, e ao
fendtipo inflamatério associado (SALTIEL; OLEFSKY, 2017).

Em relacdo a imuno-histoquimica, mesmo com teste molecular confirmando a
infeccdo por SARS-CoV-2 em amostras de vias aéreas de todos os incluidos no
estudo que desenvolvemos, foi observada reatividade em somente duas bidpsias
pulmonares, exatamente dos individuos que evoluiram para 6bito na primeira semana
de internacdo no CTIl do HEM. Esses resultados sdo consistentes com outros estudos
histopatoldégicos em que a deteccdo do SARS-CoV-2 no tecido pulmonar foi
observada até 2 semanas do inicio da infec¢do. Uma explicagéo é que o SARS-COV-
2 se replica menos eficientemente no parénquima pulmonar, quando comparado ao
epitélio da nasofaringe (MERDJI et al., 2021). A amostra do estudo que
desenvolvemos apresentou mediana de 7 dias (variagdo 4,5 — 9 dias) entre o0 inicio
dos sintomas até internacéo hospitalar e de 16 dias (variacao 12,5 — 20 dias) do inicio
dos sintomas até o obito. Reviséo da literatura mostrou que a detecgéo viral por imuno-
histoquimica foi mais provavel nos primeiros 10 a 14 dias de inicio dos sintomas, na
fase mais aguda do DAD e ndo no DAD mais tardio, possivelmente refletindo a
depuracédo viral ou o tipo de anticorpo usado, nucleocapsideo ou proteina S
(CARAMASCHI et al., 2021). Outro estudo incluiu 22 individuos e mostrou presenca
de SARS-CoV-2 por imuno-histoquimica e por RNAscope somente em 2 (9%) dos 22
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incluidos, RNA e proteinas viral foram detectados em pneumacitos e macrofagos em
estagios muito precoces do DAD e ndo foram detectados ap0s a primeira semana de
doenca (MERDJI et al., 2021).

Nosso estudo teve algumas limitagdes. As principais delas foram a auséncia de
um grupo controle e o tamanho da amostra relativamente pequena, dada a urgéncia
da situacéo. Os dados clinicos, laboratoriais e radiolégicos foram obtidos de revisdes
de prontuérios e, provavelmente, hd um certo grau de deficiéncia de dados clinicos. A
mediana de tempo entre o inicio da doenca e o 6bito foi de 16 dias (variacdo 12,5 —
20 dias), que abrange principalmente a segunda fase do DAD. Entretanto, essas

limitagcBes ndo limitaram os resultados e conclusédo do estudo.
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8. CONCLUSAO

O Estudo Clinicopatolégico da COVID-19 Fatal apresentou uma avaliacdo dos
dados clinico-demogréficos, laboratoriais, radioldgicos e das principais lesdes
histopatolégicas observadas na amostra composta por individuos falecidos com
COVID-19 e evidenciou a presenca de resposta inflamatoria sistémica associada as
comorbidades do grupo da sindrome metabdlica, principalmente DM e obesidade.
Complementarmente, avaliou a predicdo do dano alveolar difuso e resposta
inflamatoria em multiplos érgéos por meio da analise multivariada dos dados clinico-
demograficos e laboratoriais. A presenca de comorbidades e escores clinicos até o
quinto dia de internacdo combinados com indicadores de lesdo inflamatoria podem

ser mais sensiveis para predizer a COVID-19 fatal.
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Objetivo Primario: Desenvolver estudo anatomopatolégico dos fatores prognésticos da COVID-19 fatal por
meio da autopsia minimamente invasiva.

Objetivo Secundario: 1- Caracterizar as lesdes patologicas do SARS-CoV-2 em amostras de tecido por
exame histopatologico2- Associar as lesbes patologicas aos fatores progndsticos clinicos, laboratoriais e
radiolégicos da COVID-193- Detectar e quantificar o SARS-CoV-2 em amostras de tecido por
imunohistoquimica e reacdo em cadeia da polimerase em tempo real 4- Relacionar a
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presenca e a carga viral do SARS-CoV-2 nos tecidos com a evolugéo clinica da COVID-195- Avaliar o perfil
de biomarcadores da imunidade inata, inflamassoma NLRP3 e apoptose por imuno-histoquimica e reagdo
em cadeia da polimerase em tempo real 6- Correlacionar o perfil de biomarcadores com as lesdes
patoldgicas e carga viral do SARS-CoV-27- Estabelecer modelos matematicos prognosticos da COVID-19
fatal.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Sé&o descritos no TCLE, 2TCLEAPMCOVID19.pdf: "As bidpsias sdo realizadas somente em alguns locais,
sem necessidade de cortes ou abertura e sem qualquer risco de desconfiguragdo ou deformagédo do corpo.
Por isso, € chamada de autépsia minimamente invasiva. Riscos potenciais do projeto, como perda do sigilo
e da confidencialidade das informacdes, serdo pequenos porque serdo utilizadas medidas de codificacdo
das

amostras e utilizagdo de senhas. Somente os responsaveis pelo estudo terdo acesso a

identificacdo das participantes. Com este estudo, espera-se contribuir muito para o

entendimento das consequéncias da COVID-19 e com a comprovagao de testes que indiquem a chance de
gravidade da doenca... Importante Ihe informar que vocé tem total liberdade para ndo permitir a participagdo
do seu familiar na pesquisa e para retirar esse consentimento para guarda e utilizagdo do material biolégico
a qualquer momento. Todos os direitos e garantias serdo respeitados, como tempo adequado para a
reflexdo e decisdo de permitir a participagdo ou ndo da pesquisa; liberdade para recusar a participacao ou
para retirar o consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem

penalizagdo alguma; manutengdo do sigilo e da privacidade; acesso aos resultados dos exames;
esclarecimentos adicionais da pesquisa; ressarcimento das despesas para a realizagdo da pesquisa; e
indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes da participagdo do seu familiar na pesquisa."

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Protocolo que envolve COVID-19, com tramitagédo especial na CONEP.

Centros Coparticipantes: Instituicdo Instituto René Rachou/FIOCRUZ Minas e FUNDACAO HOSPITALAR
DO ESTADO DE MINAS GERAIS.

Apoio financeiro: CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO-
CNPQ

No parecer do Departamento de Anatomia Patolégica FM/UFMG, traz a avaliagédo da viabilidade financeira
do projeto, que informa: "O projeto apresenta infraestrutura e insumos disponiveis para as andlises
histoquimicas. Entretanto, ndo dispde de recursos financeiros para o desenvolvimento
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dos experimentos de imuno-histoquimica e reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Para obtengéo destes
recursos financeiros pendentes, a proposta do projeto foi recentemente submetida ao Edital Chamada
MCTIC/CNPg/FNDCT/MS/SCTIE/Decit N° 07/2020 —Pesquisas para enfrentamento da COVID-19, suas
consequéncias e outras sindromes respiratorias agudas graves e aguarda julgamento.”

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
OFolhaDeRostoAPMCOVID19assinada.pdf: Folha de rosto assinada pela instituicdo proponente.

ParecerConsubstancidoAPMCOVID19.pdf: Parecer consubstanciado pelo Departamento de Anatomia
Patolégica FM/UFMG, de 08 de maio de 2020. Apresenta a avaliagdo da capacitagéo técnica do

pesquisador para realizar a pesquisa proposta.

7AnuenciaAPMFMUFMG.pdf: Parecer consubstanciado sucinto aprovado Ad referendum pelo
Departamento de Anatomia Patolégica FM/UFMG, em 29/04/2020.

6TermoBiorrepositorioFIOCRUZ.pdf: Termo de Constituigdo de Biorrepositério com participagéo do Instituto
René Rachou da Fundagédo Oswaldo Cruz (IRR/FIOCRUZ Minas) informa: "O Biorrepositério, constituido por
amostras de tecido, atendera as normas do Regimento Institucional de Biorrepositério da instituigdo

depositaria e sera sediado e armazenado no Laboratério do Grupo de Imunologia de Doencgas Virais".

5AnuenciaSESMG.pdf: declaragédo de ciéncia e autorizagdo do Subsecretario de Vigilancia em Saude, da
Secretaria de Estado de Saude - SES/MG, em 17 de abril de 2020.

4AnuenciaFIOCRUZMinas.pdf: TERMO DE AUTORIZAGAO E EXISTENCIA DE INFRAESTRUTURA pela
Diretora do Centro de pesquisas Instituto René Rachou Fiocruz/MS, em 17 de abril de 2020.

3AnuenciaHEMFHEMIG .pdf: TERMO DE AUTORIZACAO E EXISTENCIA DE INFRAESTRUTURA pela
Diretora Hospitalar do Hospital Eduardo de Menezes, em 24 de abril de 2020.

2TCLEAPMCOVID19.pdf: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1ProtocoloAPMCOVID19.pdf: Descreve a metodologia para o procedimento minimamente invasivo
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de amostragem post-mortem de tecidos e liquidos corporais, com o auxilio de técnicas de imagem.
Apresenta o cronograma até 31/03/2021. Apresenta o orgamento detalhado do valor total de R$ 248.357,55
previsto. No protocolo da pesquisa informa: "Tamanho da amostra no Brasil Considerando estudos prévios
internacionais e nacionais para validagdo do procedimento minimamente invasivo, bem como definicbes dos
indices epidemioldgicos no contexto atual da pandemia COVID-19, foi estimada amostra de conveniéncia de
50 participantes.”

Recomendacdes:

N&o ha parecer consubstanciado aprovado pela Camara Departamental, apenas pelo Prof. Marcelo Antonio
Pascoal Xavier do Departamento de Anatomia Patolégica FM/UFMG, que n&o expressa ao final do parecer,
a conclusdo de aprovacdo do projeto. Inserir o parecer aprovado pela Camara Departamental com a
conclusdo do parecerista.

No TCLE, ndo é necessario o campo de rubricas na ultima pagina, onde estdo as assinaturas do
pesquisador e do responsavel legal.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
S.M.J., aprova-se o projeto.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagdo vigente (Resolugdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteragcao do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagao relatérios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatério final).

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e s6 tem o seu inicio autorizado apds a

aprovacao pela mesma.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/05/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1547516.pdf 15:24:46
Outros ParecerConsubstancidoAPMCOVID19.p| 08/05/2020 |MARCELO Aceito

df 15:24:26 | PASCOAL
Projeto Detalhado / | 1ProtocoloAPMCOVID19.pdf 05/05/2020 |MARCELO Aceito
Brochura 17:27:28 |PASCOAL
Investigador
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Outros 7AnuenciaAPMFMUFMG.pdf 05/05/2020 |MARCELO Aceito
17:26:19 | PASCOAL

Folha de Rosto OFolhaDeRostoAPMCOVID19assinada. | 05/05/2020 [ MARCELO Aceito

pdf 17:25:35 | PASCOAL

Declaragéo de 6TermoBiorrepositorioFIOCRUZ.pdf 29/04/2020 |MARCELO Aceito

Manuseio Material 08:00:28 |PASCOAL

Bioldgico /

Biorepositdrio /

Biobanco

Outros 5AnuenciaSESMG.pdf 29/04/2020 |MARCELO Aceito
08:00:13 [PASCOAL

Declaragéo de 4AnuenciaFIOCRUZMinas.pdf 29/04/2020 (MARCELO Aceito

Instituicdo e 07:59:16 |PASCOAL

Infraestrutura

Declaragéo de 3AnuenciaHEMFHEMIG.pdf 29/04/2020 |MARCELO Aceito

concordancia 07:58:32 | PASCOAL

TCLE/Termos de | 2TCLEAPMCOVID19.pdf 29/04/2020 |MARCELO Aceito

Assentimento / 07:58:12 |PASCOAL

Justificativa de

Auséncia

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Sim
BELO HORIZONTE, 09 de Maio de 2020
Assinado por:
Crissia Carem Paiva Fontainha
(Coordenador(a))
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